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Avant-propos

‘orge, le blé et I’avoine sont des poacées considérées parmi les principales
ceréales cultivées dans le monde. Ces céréales sont utilisées pour la

consommation humaine et I’alimentation des bétails.

Toutefois, la céréaliculture est menacée par divers facteurs abiotiques, c’est a dire
I’ensemble des facteurs physico-chimiques agissant sur la biocénose, et des facteurs biotiques
plus particulierement les insectes ravageurs capables également de transmettre des agents
phytopathogenes. Parmi ces derniers, les pucerons des céréales dont les plus répandus sont
Rhopalosiphum padi, R. maidis, Sitobion avenae et Schizaphis graminum, espéces vectrices de
plusieurs phytovirus augmentant les risques de baisse des rendements.

Etant donné les dégats provoqués par ces especes de pucerons, différentes mesures
(physiques, chimiques, biologiques) ont été entreprises pour les éliminer ou limiter leur
pullulation. Cependant ces moyens n’ont pas toujours connu le succes attendu, et dans certains
cas, la situation a été aggravée. Ainsi, les agents chimiques (les insecticides en particulier)
utilisés peuvent conduire a I’apparition de résistance et avoir un impact sur 1I’environnement,
dans lamesure ou leur action ne cible pas a une seule espéce. Par ailleurs, la sélection de variétés
résistantes et/ou tolérantes a ces pucerons semble étre le moyen le plus efficace sauf que

certaines populations de pucerons ont pu contourner cette résistance génétique.

Les récents progres en génétique ont permis la mise au point de nouveaux moyens de lutte
contre les insectes ravageurs. Ainsi, les éléments transposables, séquences autonomes mobiles
au sein des génomes, sont considérés d’une part comme des facteurs puissants intervenant dans
la plasticité des génomes voire dans le tracage de I’histoire évolutive des organismes et, d’autre
part comme des outils exploités en biotechnologie pour effectuer la mutagenése et la
transgéneése. Par conséquent, il est ainsi intéressant de chercher a isoler de telles séquences
potentiellement actives afin de les utiliser en tant que vecteur de transfert de genes chez

différentes especes.

Dans ce contexte, les éléments transposables a ADN sont particulierement utilisés. Les
premiers essais de transformation des lignées germinales ont commencé chez Drosophila
melanogaster avec 1’¢1ément P (Rubin et Spradling 1982; Spradling et Rubin 1982) puis avec
1’élément hobo (Blackman et al. 1989). Cependant, ces transposons ne sont pas actifs chez les
non Drosophilidae (Handler et al. 1993). Ceci a donc orienté les recherches vers 1’identification
de nouveaux éléments transposables ayant un spectre de transformation plus large tel que les
éléments appartenant aux deux superfamilles Tc1l-mariner et piggyBac. Les éléments de cette
derniere, en particulier, ont été utilisés en tant que vecteurs de transfert de genes dans le

domaine de I’agriculture (Handler 2002) ainsi que dans le domaine de la santé humaine
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(Robinson et al. 2004). Il en est de méme pour mos1 et Himarl, éléments de la famille mariner,
qui sont exploités comme vecteur de transgénese chez plusieurs especes (Wang et al. 2000;
Keravala et al. 2006).

Dans cette optique, mon objectif était de répondre aux questions suivantes :

- Les éléments transposables mariner (mariner-like element ou MLE) et piggyBac sont-
ils présents dans les génomes des pucerons des céréales ?

- S’ils sont présents, quelles sont leur structure et leur fonctionnalité (e.g. existent-ils des
transposons potentiellement actifs ?) et comment sont-ils classés par rapport aux autres
éléments de la méme superfamille ?

- Existent-ils chez les céréales associées ?

Pour cela, des outils bio-informatique ont été utilisés pour balayer les génomes et rechercher
des éléments mariner. Toutefois, vu I’absence de génome complet séquencé chez les pucerons
des céréales objets de notre recherche, trois pucerons proche phylogénétiquement et
appartenant a la méme tribu des Macrosiphini ont été pris comme référence : le premier est le
puceron vert du pois Acyrthosiphon pisum, dont le génome de 541Mb a été publié en 2010
(Richards et al. 2010), le deuxiéme est le puceron russe du blé Diuraphis noxia, dont le génome
de 393Mb a été publié en 2015 (Nicholson et al. 2015) et le troisieme est le puceron vert du
pécher Myzus persicae, dont le génome assemblé (398Mb) a été récemment publié dans la base
de données « AphidBase ». Ceci a permis ’identification, la caractérisation, la classification et

la comparaison des éléments détectés dans ces trois génomes.

Ces données obtenues in silico ont été ensuite utilisées pour rechercher ces éléments
transposables in vitro chez les principales especes de pucerons des céréales R. padi, R. maidis,
S. avenae et S. graminum, ainsi que chez les plantes hotes associées orge, blé, avoine et égilope.
Des analyses in silico effectuées dans les génomes publiés des céréales complétent ces
recherches afin de caractériser ces éléments et de mettre en évidence 1’existence d’éventuels

transferts horizontaux de ces éléments entre les pucerons et leurs plantes hotes.

Pour la superfamille des piggyBac, la recherche des séquences identifiées chez les
eucaryotes et disponibles dans les banques de données (NCBI, RepBase), a permis d’enrichir
considérablement le répertoire de cette superfamille. Leur caractérisation fine, I’¢tude de leur
origine, leur distribution, leur structure et leur évolution sera trés utile pour la recherche de ces

éléments dans plusieurs génomes, entre autre ceux des pucerons des céréales.



Avant-propos

Outre I’impact de ces ¢éléments sur la dynamique et la plasticité des génomes, I’ensemble
des résultats de ce travail pourra étre utilisé pour proposer des pistes afin d’élaborer de

nouvelles stratégies de protection des céréales cultivées et le contréle de leurs ravageurs.
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La céréaliculture constitue I’une des premiéres activités agricoles. Bien que les céréales
aient été initialement exploitées a des fins médicales et de tissages, elles fournissent
actuellement une alimentation réguliere et abondante aussi bien pour ’'Homme que pour le
bétail.

C’est au début du Néolithique, il y a environ 10.000 ans, que I’Homme a commencé a
cultiver les céréales en pratiquant la domestication d’espéces sauvages. Le croissant fertile
(Moyen-Orient), I'Amérique Centrale et I'Asie du Sud-Est sont les berceaux de la majorité des

especes céréalieres consommeées actuellement dans le monde entier.

La sélection artificielle des caracteres qui facilitent la culture, la récolte et I’utilisation des
espéces cultivées a été effectuée en exploitant la diversité naturelle des variétés spontanées. Par
exemple, I’engrain (Triticum boeoticum) et I’amidonnier (Triticum dicoccoides) sont les
ceréales sauvages a I’origine du blé. De méme, I’orge et le mais ont été obtenus respectivement
par domestication de I’orge sauvage (Hordeum spontaneum) et de la téosinte (Zea mays ssp
parviglumis) (Anderson-Gerfaud et al. 1991). Cette domestication s’est exercée parmi les
especes sauvages aptes a cette transformation. Toutefois, trés peu d’espéces domestiquées sont
présentes parmi I’'immense famille des céréales qui compte plus de 700 genres. On peut citer
essentiellement le blé tendre, le blé dur, le blé poulard, 1’épeautre, 1’orge, le seigle, ’avoine, le
mais, le millet, le sorgo et le riz. Ces céréales sont consommées sous diverses formes : grains
mais aussi semoule, boulgour, farine, flocon, fécules qui correspondent a divers état de la

granulométrie de la graine d’origine.

En raison de la faible teneur en eau des grains, qui facilite leur transport et leur stockage,
ainsi que la richesse en amidon, les céréales ont constitué une importante ressource alimentaire
pour plusieurs civilisations. Ceci a favorisé le développement de populations denses,
d’économies de commerce et de structures administratives. Ainsi, les populations Moyen-
Orientales puis Européennes se sont construites autour du blé et de 1’orge, celles de I’Extréme-
Orient autour du millet, du riz et du blé, celles des Amérindiens autour du mais, tournesol et

quinoa, celles d’Afrique autour du millet, du sorgho et du riz (Diamond 2002).

Depuis les debuts de leur domestication, I’importance des céréales a pris une telle ampleur
dans le secteur économique que de nombreuses innovations techniques ont été développées
(notamment sélection-hybridation et transformation génétique) pour améliorer les rendements
voire lutter contre divers facteurs biotiques et abiotiques. Toutefois, la production reste variable

et dépend essentiellement de nombreux facteurs climatiques et biotiques.
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I. Les céréales: sous-famille des Pooideae

1. Systématique

Les Pooideae appartiennent au clade des angiospermes (plantes a fleurs). Ce sont des
monocotylédones de la famille des Poaceae. lls incluent environ 4200 espéces, réparties en
quatre tribus majeures: Triticeae, Aveneae, Poeae et Brachypodieae (Love 1984; Kellogg
2015). De nombreuses especes ont été domestiquées et cultivees. Parmi elles, figurent :

- Des céréales a pailles : le blé tendre Triticum aestivum, le blé dur T. turgidum ssp.
durum, I’orge Hordeum vulgare, le seigle Secale cereale et 1’avoine Avena sativa.

- De nombreuses espéces utilisées comme fourrage : I’égilope Aegilops tauschii, le
brachypode a deux épis Brachypodium distachyon.

2. Evolution des génomes

De par leur adaptabilité a des environnements différents, cette sous-famille est caractérisée
par une forte variabilité génomique qui touche aussi bien le nombre et la taille des chromosomes
que le niveau de ploidie et la composition en génes (Keller et Feuillet 2000). L’intérét
économique d’un grand nombre d’especes de Poaceae en a fait la famille la plus étudiée du
point de vue génomique. Les premiéres études de génomique comparative ont permis de
déterminer les chromosomes ou segments partagés entre ces espéces (synténie) et de montrer
une forte conservation de la position et de I’ordre des marqueurs (Gale et Devos 1998; Abrouk
et al. 2010). Conservation et variabilité suggerent que les especes de cette sous-famille ont
divergé il y a 35 Millions d’années (Mya) (Moore et al. 1995; Prasad et al. 2005).

Le ségquencage des génomes de plusieurs Poaceae a permis une meilleure compréhension de
leur évolution génétique. Ces especes se différencient par :

- Le génome dont ils sont issus : H = Hordeum, A = T. monococcum, B = Aegilops
(bicornis ou longissima ou searsii...), D = T. tauschii, S = A. speltoides.

- Leur degré de ploidie (exemple orge diploide : HH ; blé tétraploide : AABB).

- Le nombre de chromosomes (14, 28, 42) par exemple le blé dur ne contient que les deux
génomes AA, BB constitués chacun de sept paires de chromosomes homéologues (Al...A7,

B1...B7) soit au total 28 chromosomes.
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Spécifiquement chez les Pooideae, quatre especes ont été séquencées et sont publiquement
disponibles :

- B. distachyon 2n = 10 avec une taille de 272 Mb (Vogel et al. 2010),

- H.vulgare 2n = HH = 14 a 5Gb (International Barley Genome Sequencing Consortium
2012),

- T.aestivum 2n = AABBDD = 42 & 17 Gb (Brenchley et al. 2012; International Wheat
Genome Sequencing Consortium 2014),

- A tauschii 2n = DD = 10 a 4,3Gb (Jia et al. 2013).

La comparaison des séquences des génes orthologues d’Acetyl-CoA carboxylase (Acc-1 et
Acc-2 chloroplastiques), présents en une seule copie, a permis la datation des divergences entre
les especes (Huang et al. 2002). Plus tard, Chalupska et al. (2008) ont estimé la divergence
entre les Panicoideae (mais / sorgho) et les Ehrhartoideae (riz) a 60 Mya, celle du blé avec le
riz a 50 Mya, avec I’avoine a 31 Mya, avec I’orge a 11,6 Mya et avec le seigle a 6,7 Mya
(Eigure 1). Quant aux différentes especes de Triticum sp portant les génomes A, B et D, elles

ont diverge plus récemment, il ya 2,5 a 4 Mya.

Ainsi, bien que ces especes partagent les mémes événements ancestraux de polyploidisation
(on parle de paléopolyploidie), la comparaison de la taille des génomes montre une grande
diversité. Cette diversité de taille peut étre expliquée par deux forces majeures :

- Les événements récents d’allopolyploidisation (Eigure 2) : les chromosomes viennent
d’especes différentes mais suffisamment proches pour s’hybrider, on parle de chromosomes
homéologues. C’est le cas des génomes de 1’amidonnier sauvage T. turgidum ssp dicoccoides
(2n = AABB = 28), ou des espéces modernes de blé domestiqués tétraploides (T. turgidum ssp
durum et T. turgidum spp dicoccum 2n = AABB = 28) et hexaploides (T. aestivum
2n = AABBDD = 42) (Feldman et al. 1995; Blake et al. 1999).

- Laprolifération différentielle des éléments transposables (ETs) : en comparant les tailles
des génomes et leur teneur en ETs. Par exemple, les especes de Pooideae ayant un grand
génome (>2 Gb) comme le blé, I’aegilops et I’orge, possedent un plus grand nombre d’ETS que
les petits génomes (<800Mb) tel que Brachypodium (Charles et al. 2008; Jia et al. 2013;
Mazaheri et al. 2014). De plus, les familles d’ETs identifiées dans les différentes especes ne
sont pas les mémes (Pritham 2009), suggérant une invasion indépendante des ETs (voir plus

loin dans la partie 111 de ce chapitre : Les éléments transposables chez les Eucaryotes).

Les études portant sur I’évolution des génomes de ces différentes especes ont contribué a

I’amélioration de 1’adaptation de ces cultures intimement liées a la civilisation humaine.



Sous-famille Tribu Genre Espice

Serglim sorgho

Panicoideae Andropogoneae 1311
13| Mya
. Maize .
mais
73-65
Mya
. 60| Ehrhartoideae Oryzeae Oryza -
% Brachypodieae Brachypodium B. distachyon
Pooideae Aveneae Avena
avoine
3s
3 Hordeum —
Triticeae
11,6 ___ Secale seigle
6,7\ Triticum
Aegilops blé
0.5/0.01 Mya
ol 50 40 30 20 10 0
1 1 1 L ] 1 ] Mya

Figure 1. Divergence des espéces de la famille des Poacées en Million d’années (d’aprés Chalupska et al. 2008).
Cet arbre a été établi a partir de la comparaison des séquences des génes orthologues d’acétyl-CoA carboxylase (Acc-1 et Acc-2), présents en une seule copie. Les événements
anciens et récents de polyploidisation du blé sont indiqués en rouge et en bleu respectivement.
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Diploide
0.5 Ma
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Tétraploide I
Amidonnier
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Figure 2. Polyploidisation et domestication des blés sauvages engendrant la formation des blés
cultivés tétraploides et hexaploides.

Bien que le donneur du génome B reste inconnu, les progéniteurs des génomes A et D sont clairement
identifiés. (Feldman et al. 1995; Blake et al. 1999; Dvorak et al. 2006). En effet, un événement
d’allopolyploidisation entre 1’espéce diploide T. urartu progénitrice du génome A et une espéce
progénitrice du génome B qui reste a identifier, proche de A. speltoides, a formé, il y’a environ 0.5 Mya,
I’amidonnier sauvage tétraploide (BBAA). La sélection des plantes dont les épis ne perdent pas leurs grains
avant la récolte, a abouti a la domestication de I’amidonnier T. turgidum spp dicoccum (BBAA) venant de
I’amidonnier sauvage. L’hybridation de ce dernier avec I’espéce diploide sauvage Aegilops tauschii (DD)
a donné le blé tendre allohexaploide T. aestivum ssp. aestivum (BBAADD). Par ailleurs, 1’origine du blé
dur T. turgidum ssp. durum (BBAA) et sa relation avec les premiéres especes domestiquées tétraploides
restent mal élucidées.
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3. Lacéréaliculture

La surface cultivée en céréales dans le monde est estimée a 720 millions d’hectares (Mha),
soit 51 % des terres arables, 14.6 % de la surface agricole mondiale et 5.5 % des terres émergées
du monde (FAOstat 2014, http://faostat.fao.org/). Le mais est la céréale la plus produite au
monde et représente 40% de la production mondiale, suivi du blé 29%, du riz blanchi 19% et
de I’orge 6%. Les trois plus grands pays producteurs de céréales sont la Chine avec 492,9
millions de tonnes (Mt), suivie des Etats-Unis d’ Amérique avec 439,4 Mt et de I'Europe avec
329,1 Mt (USDA campagne 2014-2015, www.usda.gov - Figure 3).

— ¢
-; q =
W )
~ \
}
Production Surface Balance commerciale
:; Cultivée =Exports-Imports m
Chine
E Uni 492.9 Mt 93.4 Mha -30.9 Mt -
jatUnly;: 4394Mt  57.7Mha 74.5Mt |
Union Européenne 329.1 Mt 58.0 Mha 33.9Mt @) m
Inde 242.6 Mt 97.9 Mha 143 Mt
sresil 102.1Mt 21.8 Mha 29 Mt m
100.1 Mt 40.6 Mha 31.4Mt (avoine, seigle ...)

Production totale = 2 500 Mt

Figure 3. La céréaliculture dans le monde (FAOstat et USDA campagne 2014-2015
(http://faostat.fao.org/).

Les principaux producteurs en céréales (incluant le riz blanchi) sont représentés a gauche, les surfaces
cultivées ainsi que la balance commerciale entre exports et imports dans ces différents pays sont aussi
notées. Le pourcentage de la production céréaliere (incluant le riz blanchi) dans le monde est décrit a droite.

En Tunisie, la production est d’environ 2.35 Mt pour une surface moyenne de 1,4 Mha
(FAOstat 2014, http://faostat.fao.org/). Toutefois, bien qu’occupant pres du tiers de la surface
agricole utile et répartie essentiellement au nord du pays, les céréales ne contribuent en
moyenne qu’a hauteur de 13 % a la valeur ajoutée agricole (Office National des Céréales ONC
2014). Les céréales sont représentées essentiellement par le blé dur soit 49% des superficies
réservées, 1’orge 40%, le blé tendre 10% et les autres triticales ne dépassant pas 1% de la
superficie. De plus, 1’avoine est une culture bien enracinée dans la tradition des petits
exploitants pour I'utiliser comme foin. C’est le fourrage prédominant, il occupe des superficies
quasiment stables d’environ 184.000 ha par an, soit 70 % environ des superficies annuelles en

fourrages (ONC 2014).
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Par ailleurs, les rendements sont fort variables d’une année a I’autre et dépendent d’une
part des facteurs abiotiques, telles que les conditions climatiques ou pédologiques (Lacroix
2002; Djili et al. 2003; Slama et al. 2005) et d’autre part des facteurs biotiques représentés par
divers organismes tels que les virus, les bactéries, les champignons, les nématodes ou les

insectes particuliérement les pucerons, responsables d’une baisse considérable des rendements.

4. Les pathogeénes et les ravageurs des céréales

Plusieurs organismes nuisibles affectent la croissance des céréales et par conséquent, leur

rendement, conduisant & des pertes économiques considérables.
4.1. Les agents pathogenes des céréales

4.1.1. Lesvirus

Les phytovirus, parasites obligatoires, provoquent des maladies qui se traduisent par des
perturbations métaboliques entrainant différents symptémes tels que chloroses, nécroses,
enroulement des feuilles, rabougrissement des plante. Généralement, la transmission du virus
se fait horizontalement par I’intermédiaire d’un vecteur, le plus souvent un insecte. Ce dernier
préleve le virus a partir d’'une plante infestée en se nourrissant de la séve et I’inocule dans une
nouvelle plante saine assurant ainsi sa dissémination spatiale (Lapierre et Signoret 2004). Les
virus des céréales les plus fréquemment cités dans la littérature sont :

- B/WSMV = Barley/ Wheat Stripe Mosaic virus (Lin et Langenberg 1984).

- B/CYDV = Barley/Cereal Yellow Dwarf virus (Oswald et Houston 1951).

- SBCMV = Soil-Borne Cereal Mosaic virus (Canova et Quaglia 1960).

4.1.2. Les bactéries

Plusieurs bactérioses entrainent une désorganisation profonde des systémes radiculaires et
aériens. Xanthomonas campestris pv. transluscens, responsable des glumes noires des céréales
ou brdlures, est soit transmise par la semence, soit par un inoculum provenant d’hotes alternatifs
ou de débris. Cette bactérie se développe de maniére épiphyte sur les feuilles et remonte les
étages foliaires, vehiculée par les éclaboussures d’eau jusqu’a 1I’épi (Cunfer et Scolari 1982).

Par ailleurs, une autre bactérie Pseudomonas syringae pv. atrofaciens peut causer des
symptdmes proches de ce dernier. Toutefois, 1’infection débute généralement a la base de la
glume et de maniére plus intense a I’intérieur de la plante. Il existe d’autres brilures touchant

les feuilles et les épis des céréales. Elles sont provoquées par des pathovars différents, a savoir
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P. syringae pv. syringae ou encore P. syringae pv. striafaciens qui entrainent des stries au

niveau des feuilles d’avoine (Pasichnyk 1999; Lapierre et Signoret 2004).
4.1.3. Les champignons

Il existe un nombre considérable de champignons phytopathogénes chez les céréales. Ce
sont des parasites qui infestent les plantes sauvages et cultivées, causant des symptémes variés
tels que les pourritures, les nécroses, les chancres ou les stries. Les champignons peuvent étre
transmis verticalement par propagation de graines infestées ou par des résidus de paille (Lacroix
2002; Lapierre et Signoret 2004). Parmi les espéces les plus néfastes, on peut citer :

- Fusarium sp responsables de la fonte des semis et de la pourriture du collet, tige, racine
et semences, conduisant a la mort des plantules avant leur levée. Certaines espéces de Fusarium
sont connues pour leur capacité de synthétiser des mycotoxines.

- Zymoseptoria tritici (anamorphe de Septoria tritici) se manifeste par des taches foliaires
ou septoriennes essentiellement sur le blé.

- Puccinia sp responsables de la rouille des feuilles ou des tiges.

- Phaeosphaeria nodorum ainsi que P. avenaria qui engendrent des taches sur les feuilles,

les fruits et des chancres de la tige.

4.2. Les ravageurs des céréales

4.2.1. Les nématodes

Ces parasites sont des vers ronds non segmentés, susceptibles d’interférer avec la croissance
des plantes et difficiles a controler. Les attaques de nématodes sont observables sur les parties
aériennes comme sur les parties souterraines. En surface, ’infection se traduit par un
jaunissement des feuilles, un tallage réduit voire un arrét de la croissance (Kerry et Crump
1998). Pour les parties souterraines, les racines sont flétries et leur couleur est altérée (Nicol et
Rivoal 2008). Les principales espéces de nématodes parasites sont Meloidogyne, Heterodera et
Pratylenchus (Kerry et Crump 1998; Nicol et Rivoal 2008).

4.2.2. Les insectes

De nombreuses especes d'insectes sont des déprédateurs des céreales et s'attaquent aux
divers stades de croissance de la plante. Ils représentent une contrainte majeure suite aux dégats
directs et indirects qu’ils occasionnent. Les principales espéces d’insectes ravageurs des
céréales appartiennent a plusieurs ordres (Miller et Pike 2002) :

- IP’ordre des diptéres tel que les cécidomyies du genre Mayetiola ou les mineuses du genre

Agromyza ;
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- IPPordre des coléopteéres tel que le charangon du genre Sitophilus ;

- Pordre des Iépidopteres tel que la teigne des céréales du genre Sitotroga, la pyrale du
mais du genre Ostrinia ou la pyrale de la farine Ephestia, et les foreurs des tiges de céréales et
de mais des genres Busseola et Sesamia ;

- l’ordre des orthoptéres tel que le criquet pélerin du genre Schistocerca ou le criquet
migrateur du genre Locusta ;

- P’ordre des hémiptéres tel que les pucerons.
Durant cette étude, nous nous sommes focalisés sur les quatre espéces de pucerons des

céréales les plus répandues, a savoir Rhopalosiphum padi, Rhopalosiphum maidis, Schizaphis
graminum et Sitobion avenae (Blackman et Eastop 2000).
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II. Les pucerons des céréales

1. Systématique

Les espéces de pucerons des céreales appartiennent a I’lEmbranchement des Arthropodes,
Classe des Insectes, sous-classe des Ptérygotes (insectes possedant des ailes au stade adulte),
ordre des Hémiptéres (caractérises par deux paires d’ailes, dont 1'une est transformée en
hémiélytre, et d’un rostre articulé protégeant un stylet piqueur), famille des Aphididae et sous-
famille des Aphidinae (Blackman et Eastop 2000). Les principales especes de pucerons des
céréales sont réparties en deux tribus (Eigure 4) :

- Tribu des Aphidini regroupant Rhopalosiphum padi, Rhopalosiphum. maidis et
Schizaphis graminum.

- Tribu des Macrosiphini représenté par Sitobion avenae.

4
____ Rhopalosiphum maidis 9
| Rhopalosiphum padi q

Aphidini Schizaphis graminum " .
Aphis fabae
Aphis pomi
S RS
Sitobion avenae “a &
N
Macrosiphini Acyrthosiphon pisum

Mpyzus persicae

Figure 4. Représentation de la phylogénie des pucerons appartenant aux deux tribus des
Aphididae (adapté a partir de Foottit et al. 2008)

Quelques exemples de membres des tribus des Aphidini et Macrosiphini incluant les quatre espéces
étudiées dans ce travail. La phylogénie est basée sur la séquence du géne mitochondrial de la cytochrome
oxydase | (COI).

2. Caractéristigues chromosomiques

A ce jour, les genomes entiers de ces quatre espéces n’ont pas encore été séquencés.
Toutefois, les analyses cytogénétiques ont permis de déterminer le nombre de chromosomes de
chacune d’elle (Blackman et Eastop 2000), a savoir : 2n = 8 pour R. padi et S. graminum,

2n =18 pour S. avenae.
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Concernant R. maidis, le caryotype du puceron varie en fonction de la plante hote, suggérant
I’existence de races d’hote de caryotypes différents. Ainsi, les populations qui s’attaquent a
I’orge sont 2n = 10, alors que celles qui vivent sur le sorgho et le mais sont a8 2n=8 chromosomes
(Brown et Blackman 1988; Blackman et Eastop 2000). Cette variation peut étre due a la
présence d’origines multiples de la population sexuée ou a des mutations au sein des lignées
parthénogénétiques (Van Emden et Harrington 2007), voire a des événements survenus au cours
de la spéciation sur un héte ou méme a des effets de dérive génétique.

3. Cycle biologique

Chez les pucerons, il existe deux types de cycle de vie (Williams et Dixon 2007):

- Le premier est appelé holocyclique. De la fin de I’hiver a la fin de 1’été, les colonies de
pucerons ne sont composées que de femelles parthénogénétiques. Il s’agit d’un mode de
reproduction sans fécondation, c’est-a-dire que les nouvelles femelles sont des clones de leur
mere. A la fin de 1’été et en conditions défavorables, des femelles sexupares apparaissent et
donnent naissance a des males et des femelles fécondables. Durant 1’automne, la fécondation
s’effectue. Les femelles fécondables pondent début de I’hiver. Les ceufs éclosent en fin d’hiver
et des femelles fondatrices en émergent. Les femelles fondatrices sont les premieres femelles
parthénogénétiques qui sont a I’origine des colonies printaniéres (Eigure 5).

- Le deuxieme cycle, plus simplifié, est appelé anholocyclique puisque la phase de la
reproduction sexuee est inexistante (Figure 5). Les pucerons ne se reproduisent que par

parthénogénese tout au long de I’année.

En général, pour la plupart des espéces de pucerons, il y a une fraction de la population qui
est holocyclique et une autre fraction anholocyclique. En outre, les pucerons sont capables de
produire des adultes ailés et des aptéres (Williams et Dixon 2007).

Par ailleurs, le cycle biologique des pucerons peut s’effectuer sur une méme espece hote
(monoécique) ou sur deux espéces différentes (dioécique). Ainsi, la ponte des ceufs s’effectue
sur un « hote primaire » généralement une espéce arbustive ou arborescente, puis le reste du

cycle se déroule sur un « hote secondaire » (Blackman et Eastop 2000).

Plus spécifiqguement, chez R. padi, certaines lignées ont un cycle holocyclique dioecique
ayant comme hote primaire, le merisier a grappe, et d’autres se développent de manicre

anholocyclique sur le blé, I'orge, I'avoine, le sorgho et le mais.
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Les populations de R. maidis ont un cycle strictement anholocyclique sur le blé, I'orge, I'avoine,
le sorgho, la canne a sucre et le mais.

En revanche, S. avenae et de S. graminum sont généralement holocyclique monoecique sur
graminées. Leurs hétes sont le blé, l'orge, I'avoine, le seigle, le sorgho, le riz et le mais
(Blackman et Eastop 2000).

Femelles sexupares
@ Holocyclique

Femelles
Fécondables et Males

Eté Automne
Femelles Printemps Hiver
parthénogénétiques
Eufs d’hiver
Femelles
parthénogénétiques
Fondatrices

Figure 5. Cycle de vie des pucerons des céréales

4. Dégats des pucerons

La succion de la séve élaborée par les colonies de larves et d’adultes de pucerons entraine
des dégats directs se traduisant par une diminution de la vigueur de la plante (affaiblissement
et flétrissement général) et par des réactions physiologiques provoquées par la sécrétion
salivaire menant a la chlorose et la nécrose (Ryan et al. 1990; Miller et Pike 2002). Les dégats
indirects sont causés par :

- le développement de maladies a champignon comme la fumagine. En effet, le miellat
collant trés riche en sucre, est excrété par les cornicules des pucerons favorisant le
développement de diverses espéces de champignons ascomycetes, ectophytes et saprophytes
(i.e. Capnodium oleaginum, Fumago salicina). Une couche noire se forme sur les feuilles et

réduit la photosynthése (Huang et al. 1981).
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- latransmission de maladies virales. Le virus le plus préoccupant est celui de la jaunisse
nanisante de 1’orge et des céréales B/CYDV présentant plusieurs sérotypes qui infestent une
large gamme de céréales (Oswald et Houston 1951; Miller et Pike 2002).

5. Stratégies de lutte

Afin de limiter la pullulation et minimiser 1I’impact des pucerons des céréales, plusieurs

méthodes de lutte contre ces ravageurs ont été développees.

Les pratiques culturales telles que la suppression de plantes réservoirs ou I’'utilisation de
paillage réfléchissant pour empécher l'arrivée des pucerons, sont intéressantes dans la mesure
ou elles n’impliquent pas des couts supplémentaires, toutefois elles ne sont pas suffisantes pour
maitriser ces ravageurs (Brault et al. 2001).

La lutte chimique par I’emploi d’insecticides est le principal moyen de lutte utilisé a grande
échelle contre les pucerons. La pulvérisation d’insecticides organophosphorés et des
pyréthroides sur les parcelles pose a long terme des problémes dus au développement de
pucerons resistants et a la dégradation de la biocénose (Charbonnier et al. 2016).

Par ailleurs, certaines substances naturelles agissent en tant que bioinsecticide telles que les
endotoxines Cry, insecticides produits par la bactérie Bacillus thuringiensis (Bt), qui ont
toutefois montré une faible efficacité contre les pucerons (Chougule et al. 2013). En revanche,
I’efficacité aphicide de certaines neurotoxines de scorpions et d'araignées a été démontrée dans

la gestion des pucerons (Chougule et Bonning 2012).

La lutte biologique, quant a elle, consiste a utiliser des prédateurs naturels notamment : des
coccinelles (Iperti 1999), des chrysopes (Duelli 2001) ou des diptéres (Volkl et al. 2007). Les
parasitoides constituent une autre alternative, il s’agit de plusieurs espéces de hyménopteéres qui
pondent et se développent dans les larves des pucerons (Traugott et al. 2008; Vollhardt et al.
2008).

Pour d’autres espéces, la technique de 1’insecte incompatible (TII) est utilisée. Elle consiste
a introduire dans une population une bactérie endosymbiotique du genre Wolbachia qui va
entrainer une incompatibilité cytoplasmique (IC). Ce phénomeéne cause la mort précoce des
ceufs issus d’un croisement entre un male infecté et une femelle non infectée. En revanche, la
femelle porteuse va transmettre la bactérie a sa descendance, quel que soit le male et permet la

propagation rapide de la bactérie au sein de la population hote. Cette technique a été utilisée
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chez Culex pipiens (Laven 1967), Ceratitis capitata (Sarakatsanou et al. 2011), Aedes
albopictus (Zhang et al. 2015).

La technique de I’insecte stérile a également été développée chez plusieurs especes
d’insectes. Elle consiste a I’irradiation aux rayons ionisants (i.e. gamma) uniquement des males
élevés au laboratoire, préservant leur vigueur et leur performance sexuelle. Le lacher de ces
males devenus stériles est éffectué en quantité supérieure a celle des males sauvages (Klassen
et Curtis 2005) permettant ainsi de controler les populations de ravageurs. Une autre alternative
a cette technique a été decrite, notamment chez Anopheles gambia, ou pour assurer la
reproduction, le male produit a partir d’une transglutaminase AGAP009099 et son substrat
enrichi en glutamine Plugin, une protéine coagulée MAG qui bloque le liquide séminal a
l'intérieur de la cavité d’accouplement de la femelle. Il a été¢ démontré que 1’utilisation d’ARN
double brins ciblant le gene AGAP induit une réduction significative de son expression et par

conséquent la stérilité (Rogers et al. 2009).

D’autres travaux récents portant sur la modification génétique des dipteres (e.g. males
stériles de Bactrocera oleae modifiés génétiqguement par un vecteur recombinant comprenant
les TIR des piggyBac), ont révélé que les éléments transposables sont d’excellents vecteurs de
transfert de génes en vue de développer des méthodes de contréle plus efficaces (Koukidou et
al. 2006; Ant et al. 2012).
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III. Les éléments transposables chez les Eucaryotes

1. Histoire et définition

Le génome a longtemps été considéré comme étant relativement stable (aux mutations
ponctuelles pres) et évoluant lentement. Cette vision a été bouleversee dans les années 1940,
par les travaux de Barbara McClintock portant sur des instabilités phénotypiques chez le mais.
Ces analyses ont montré que « des éléments de contrdle » Ac (Activateur) et Ds (Dissociation)
sont capables de réguler I'expression des génes responsables de la pigmentation des grains de
I’épi (McClintock 1950; McClintock 1951). La découverte de ces sequences, a donc remplacé
le paradigme statique par une théorie dynamique et fluide du génome dans lequel des
réarrangements génétiques, parfois profonds, peuvent avoir lieu. Il a fallu attendre les années
1970, pour que I’intérét porté a ces éléments se développe. A cette époque, Shapiro (1969)
découvre que les éléments IS (séquences d’insertion) chez Escherichia coli sont impliqués dans
I’acquisition d’une résistance a un antibiotique. Par ailleurs, chez Drosophila melanogaster, les
éléments P et | ont été décrits comme étant responsables de la dysgénésie hybride (Kidwell et
al. 1977, Bucheton et al. 1984).

Ces séquences appelées aujourd’hui éléments transposables (ETs), sont capables de se
répliquer et de se déplacer d’une position chromosomique a une autre dans un génome. Ces
¢léments bougent au sein d’une cellule, ce qui les différencie des virus. Ceci dit, de nombreux
cas de transferts horizontaux entre especes sont suspectés (Daniels et al. 1990; Loreto et al.
2008). La plupart des ETs posséde des séquences promotrices et des séquences codantes
nécessaires a leur transposition, méme s’ils ont besoin de la machinerie de transcription et de
traduction du génome hdte (comme les virus). Par ailleurs, les ETs sont de trois types (Eigure
6) (Feschotte et Mouches 2000; Craig et al. 2002) :

- Les autonomes, qui contiennent un ou plusieurs genes codant pour des protéines
fonctionnelles impliquées dans leur mobilité et la régulation de leur expression.

- Les non-autonomes qui possedent des cadres de lecture ouverts (ORFs) délétés ou mutés
codant pour des protéines non fonctionnelles mais qui peuvent étre mobilisés en trans par la
machinerie d’un ETs autonome.

- Les éléments tronqués (mort) incapables de bouger.

Si sur le court terme, ces élements peuvent avoir des effets délétéres sur la structuration et
le fonctionnement des génomes, sur le long terme, ils peuvent étre source de variabilité
génétique et peuvent ¢galement étre domestiqués par 1’hote pour de nouvelles fonctions

(exaptation). Ainsi, les ETs qu’on qualifiait de génes égoistes ou de parasites moléculaires sont

20



Introduction Bibliographique II1. Les éléments transposables chez les Eucaryotes

considérés comme de véritables moteurs évolutifs d’adaptation et de plasticité génomique
(Orgel et Crick 1980; Dawkins 1990; McDonald 1995; Britten 1996; Capy et al. 2000; Schmidt
et Anderson 2006; Bohne et al. 2008).

¢léement autonome ¢léments non — autonomes
(defectifs)
- ) .—.
=
’ ' 9
I Cis
!
I
[ |
|
| ‘/ Enzyme de
: transposition v
|
! 00
\
\ o0

J

Insertion a un nouveau site

transposition

Figure 6. Régulation en cis pour les éléments autonomes et en trans pour les éléments non-
autonomes de Classe Il (d’aprés Anxolabéhére et al. 2007).

Les éléments autonomes, codant une ou plusieurs enzymes, possedent généralement des séquences
terminales qui permettent la régulation en cis de leur transposition. Les éléments non - autonomes
utilisent en trans les enzymes codées par les ETs autonomes.

2. Classification

Les éléments transposables ont été divisés, en fonction de leur mécanisme de transposition,
en deux Classes : la Classe | ou rétrotransposons et la Classe Il ou transposons a ADN (Eigure
7) (Finnegan 1989,1992; Jurka et al. 2005; Wicker et al. 2007, Kapitonov et Jurka 2008) :

- Les Rétrotransposons ou Classe | transposent par 1’intermédiaire d’un ARN transcrit par
I’ARN polymérase II de I’hote. Celui-ci est rétro-transcrit par la transcriptase réverse codée par
le rétrotransposon, ensuite 1’ADNc généré est inséré dans un nouveau locus du génome au
niveau d’un site d’insertion TSD (terminal site duplication) spécifique par une intégrase. On
parle ainsi d’une amplification réplicative selon le modéle copier-coller (Eigure 8).

- Les transposons ou Classe 11 se déplacent via un intermédiaire ADN et sont subdivisés,

selon leur mode de transposition conservatif ou réplicatif, en deux sous-classes (Figure 8).
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Par ailleurs, en fonction de leur structure, de leur cycle de transposition, de leur domaine
protéique ainsi que de leur site d’insertion TSD dans le génome, chaque Classe est subdivisee
en différents ordres, superfamilles, familles qui peuvent coexister dans le méme génome (Capy
et al. 1997; Wicker et al. 2007).

2.1. Les éléments de la Classe |

Les éléments de la Classe I, ou rétrotransposons, peuvent étre divisés en deux groupes : Les
rétrotransposons a LTR qui possédent de longues répétitions terminales (Long terminal repeat)

et des rétrotransposons sans LTR.
2.1.1 Les réetrotransposons a LTR

Ils regroupent 5 grandes familles, Copia, Gypsy, Bel-Pao, les Rétrovirus et les rétrovirus
endogenes (ERV). Leur taille varie de 5 a 10 kb (Bennetzen et al. 2005; Wicker et al. 2007;
Charles et al. 2008). Ces ETs sont flanqués par deux répétions terminales identiques, longues

et directes (LTR) dont la taille varie entre 100 pb & plusieurs kb.

Ces éléments autonomes contiennent principalement deux a trois ORF (Eigure 7) :

- un géne gag codant pour trois protéines structurales de la capside virale chez les
rétrovirus a savoir la protéine de la matrice et la protéine de la nucléocapside (Warmus et Brown
1989) ;

- un géne pol codant pour une polymérase nécessaire a la transposition constituée de
quatre domaines : une protéase (PR), une transcriptase réverse (RT), une ribonucléase H (RH)
et une intégrase (INT).

- un gene env, présent uniquement chez les superfamilles des rétrovirus et des ERV,

codant pour la protéine d’enveloppe.

Il faut signaler que les éléments de I’ordre des DIRS (Dictyostelium Intermediate Repeat
Sequences) dépourvus de LTR sont classés, de par la proximité phylogénétique de leurs
séquences, avec les rétrotransposons a LTR (Poulter et Goodwin 2005). Ils présentent une
tyrosine recombinase a la place de I’intégrase (Goodwin et Poulter 2001). Ces éléments sont
subdivisés en trois superfamilles en fonction de leur structure terminale (Eigure 7) : les DIRS1-
like présentant des extremités répétées inversées, les Ngaro et les VIPER présentant des
répétitions directes dupliquées en 3’ mais qui different par leur hotes.
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Classification Structure T5D Code Occurrence
Order Superfamily
Class | {retrotranspasons)
LTR Copla —{ GAG_AF INT AT Bl —>= 446 RLC RM.EO
Gypsy —{GAGC_AF R W TN — 46 RLG RM.EO
Bel-Pao —{ GG AF FT_ W Nl —> 46 RLB M
Retrovirus —=[GAG AP Rl W NI [NV _}—a 6 RIR M
ERV —=[GAC_AF KT W W BNV — 46 RLE M
DIRS DiRs »—"{"GAC_AF HI _RH VR |— 0 RYD EM.EO
Ngaro —{ CAC AP _RI_RH YR —4—»—73> o RYN M.F
VIPER — ORI T Y RW O
PME Penelope - Al [N e Varlable RFP RM.EC
LINE Rz e T . Variable RIR M
RTE S 1 S 1 I Variable  RIT M
lackey g 15 N o Y S | S Variable  RIl M
11 —{_ oM AR}~ Varfable RIL RM.EO
I o H AR B - Variable Rl R
SIME tRMA _— Variable RST FEM.F
75 —_— Variable REL PM.F
55 e Varlable RSS MO
Class Il (DNA transpoesons) - Subclass 1
TIR Te1-Mariner —f Taer | TA DTT RMEO
hAT —{ Tae* |— & DTA RM.EO
Mutator — Tt 9-11 DTM PMED
Merlin —{ Taw*  |—= &0 DTE M0
Transib —f Taw* |—a 5 DTR M, F
P T 8 DTP P
PiggyBac — Tae TTAA DIB MO
PIF-Harbinger —{ Tmet 1 ORF }—< 3 DTH PMFEO
CACTA et Tawe M OR Hee— -3 DTC PM.F
Crypran Crypton —{— ¥R = 0 DYC F
Class Il (DNA transposons) - Subclass 2
Heliron  Helitron W g 12 N 0 DHH  EMF
Maverick  Maverick »— O HRT - O HForE— 6 DMM  MFO
Structural features
= Long terminal repeats B =g Terminal inverted repeats == Coding region —e Man-coding region
—_— . [iagnostic feature in non-coding region — e Region that can contain one or mare additional ORFs
Praotein coding domains
AP, Aspartic probeinase APE, Apurinic endonuclease ATP, Packaging ATPase  CINT, Ciintegrase  CYIP, Cysteine protease EN, Endonuclease
EMY, Envelope protein GAG, Capsid protein I, Helicase IMT, Integrase ORF, Open reading frame of unknown function
POL B, DMA polymerase B RH, RMase H RPA, Replication pratein A (found only inplants) BT, Reverse transcriptase
Tase, Trnsposase [* with DDE matif) ¥R, Tyrosine recombinase 2, YR with Y matif
Species groups
P, Flants M, Metazoans F, Fungi 0, Others

Figure 7. Classification des éléments transposables détectés chez les eucaryotes (d’aprés Wicker
et al. 2007).
Les ETs de Classe | et |1 sont divisés en sous-classes, ordres et superfamilles. La taille du fragment dupliqué
apres insertion ou TSD (pour Target Site Duplication) est caractéristique de la plupart des superfamilles.
Un code unifié a trois lettres a été proposé par ces auteurs :
- La premiére position correspond a la Classe : une transposition via un intermédiaire 8 ARN (R) ou
transposition via un intermédiaire 8 ADN (D) ;
- Ladeuxiéme position correspond a ’ordre : par exemple T pour TIR répétitions terminales inversées ;
- Latroisieme position correspond a la superfamille : T pour Tc1l-mariner, B pour piggyBac.
La distribution des éléments au sein des grands groupes est également donnée.
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Classe I ou rétrotransposons Classe II ou transposons

Mode réplicatif Mode conservatif Mode réplicatif
1 2 3 4
LTR = Long Terminal Repeat
POL ORF2 polyA
— —— L) o
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transposition par INT * ¢
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Figure 8. Structure et cycle de transposition (d’aprés Wicker et al. 2007; Modolo 2014).

Quatre types de transposition sont résumés dans ce schéma. Les deux premiers opérent selon un mode réplicatif. Ils correspondent & une transposition de type « copier-coller » et
concerne les éléments de la Classe I. Le premier schéma (1) résume la transposition d’un rétrotransposon a LTR (la reverse transcription se fait dans la capside) et le deuxieme (2)
celle d’un rétrotransposon sans LTR pour lequel la reverse transcription se fait dans le noyau au moment de 1’intégration. Les deux schémas suivants (3 et 4) concernent des éléments
de la Classe Il. Le schéma 3 représente un modele de transposition de type « couper-coller » conservatif, relatif aux éléments de la sous-classe I. Au cours de ce cycle, le site cible,
présenté en marron, subit une coupure a extrémités adhésives qui va conduire a sa duplication et la formation d’un TSD de part et d’autre de la copie de I’élément. Le schéma 4
correspond au mode de transposition des éléments de type Hélitron (sous-classe 1) qui transposent selon un modéle « couper-coller » réplicatif. Un seul brin du transposon est clivé
et transposé vers un nouveau site et la bréche laissée est réparée par des mécanismes de réparation de I’ADN en se basant sur la séquence du transposon original comme matrice. Au
final un total de quatre copies est obtenu, soit deux par chromatide.

L’ADN génomique est représenté par une ligne droite noire, I’ETS en vert et I’ARN est par une ligne ondulée rouge. Les différents domaines protéiques sont représentés par des
rectangles de couleurs : EN pour endonucléase, ENV pour enveloppe, INT pour intégrase, PR pour protéase, RH pour RNAseH, RT pour transcriptase inverse.

v

Résolution de I'hétéroduplex

»

Réparation de FADN
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2.1.2 Les rétrotransposons sans LTR

Ces éléments se répartissent en deux grands groupes :

- les éléments autonomes qui incluent les LINE (Long Interspersed Nuclear Elements) et
les PLE (Penelope-Like-Elements).
Les LINE ont une taille de 5 a 8 kb. lls codent pour une transcriptase réverse et une
endonucléase. Les différentes familles (R2, RTE, Jockey, L1 et I) possédent une queue poly-A
a ’extrémité 3’et sont dépourvus d’intégrase mais possedent une endonucléase, leur conférant
un cycle de transposition différent de celui des rétrotransposons a LTR. Par ailleurs, ces
éléments sont fréquemment tronqués en 5’ en raison d’intégrations imparfaites. Les éléments
de la famille Penelope (PLE) présentent, quant a eux, des répétitions terminales inversées ou
directes et possédent un ORF unique de 2.5 kb qui code pour une transcriptase réverse et une
endonucléase. De plus, ils peuvent comporter des introns (Evgen'ev et Arkhipova 2005).

- les éléments non-autonomes incluant les SINE (Short Interspersed Nuclear Elements).
Les SINE ont une taille de 80 a 500 bp et ne possedent ni ORF ni LTR. Néanmoins, ils
comportent un promoteur d’ARN polymérase |11 en 5’ assurant leur transcription et une queue
poly A qui est reconnue par la machinerie de transposition des LINE et notamment la RT ce qui
les rend dépendant des LINEs (Unsal et Morgan 1995; Okada et al. 1997; Kramerov et
Vassetzky 2005). L’élément Alu, trouvé dans le genome humain a plus de un million de copies,
est responsable de plusieurs maladies (Deragon et Capy 2000 ; Roy-Engel et al. 2001;

Dewannieux et al. 2003) est considéré comme étant le plus représentatif de cette superfamille.

2.2. Les éléments de la Classe 11

Les éléments de la Classe Il ou transposons a ADN sont subdivisés en deux sous-classes
selon le mode de transposition conservatif ou réplicatif (Eigure 7) (Feschotte et Pritham 2007;
Wicker et al. 2007) :

- Les ETs de la sous-classe I sont coupés directement de I’ ADN hdte puis insérés dans un
nouveau site TSD, selon un modele de transposition conservatif de type « couper-coller » assuré
par un géne qui code pour la transposase (Figure 8).

- LesETsde lasous-classe Il transposent via un modele réplicatif de type « copier-coller »

ayant pour conséquence ’excision et le déplacement d’un seul brin d’ADN (Eigure 8).

Par ailleurs, un groupe d’éléments non-autonomes MITE (Miniature Inverted Repeat
Transposable Element) sont des versions délétées des transposons de Classe Il et ne sont
mobilisables qu’en trans par les ETs autonomes de cette Classe. IlIs ont été decrits chez les
plantes, les champignons, les amphibiens, les poissons et ’Homme (Bureau et Wessler 1994;

Yeadon et Catcheside 1995; Izsvak et al. 1999; Dufresne et al. 2007). Plusieurs mécanismes
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de réparation de I'ADN pourraient donner lieu a des délétions associées a des microhomologies
au niveau des sites de rupture (Puchta 2005; McVey et Lee 2008). Le mécanisme abortive gap
repair (AGR), proposé par Rubin et Levy (1997), est basé sur I’avortement de la synthése de
I’ADN, apres excision d’un €élément, a partir d’un brin complémentaire avant la fin de la
réparation. Ceci conduit a 1’émergence de diverses copies non autonomes ou a des copies
délétées chimeriques rares avec une courte insertion interne (Brunet et al. 2002). D’autres
mécanismes comme les systemes non homologous end joining (NHEJ), microhomology —
mediated end joining (MMEJ) et single strand annealing (SSA) peuvent également étre
impliqués. Ils sont capables d’induire des déelétions de longueur variable a I’intérieur de divers
éléments (Brunet et al. 2002; Negoua et al. 2013).

2.2.1 Lasous-classe | : ordres des TIR et des Crypton

L’ordre des TIR, le plus fréquent, est caractérisé par des répétitions terminales inversées
(TIR) qui régulent en cis la transposition et d’un ORF qui code une transposase. 1l comprend 9
superfamilles : les Tcl-mariner (Plasterk et al. 1999), les hAT (Calvi et al. 1991), les Mutator
(Lisch 2002), les P (Bingham et al. 1982), les Merlin (Feschotte 2004), les Transib (Kapitonov
et Jurka 2003), les piggyBac (Fraser et al. 1983), les PIF-Harbinger (Jurka et Kapitonov 2001)
et les CACTA (Kunze et Weil 2002). Une description plus détaillée des superfamilles Tc1-
mariner et piggyBac, objet de notre recherche, sera présentée plus loin. Chaque superfamille
est définie par sa structure, la longueur des TIR et les motifs du site catalytique de la transposase
DDD/E responsable de I’excision et de I’intégration de 1’élément (Plasterk et al. 1999;
Feschotte et Pritham 2007; Wicker et al. 2007).

L’ordre des Crypton est représenté par une seule superfamille dépourvue de TIR et possede
un ORF codant une Tyrosine recombinase a la place de la transposase, lui assurant un
mécanisme de déplacement impliguant la recombinaison entre une molécule circulaire et 'ADN
cible (Goodwin et al. 2003).

2.2.2 Lasous-classe Il : ordre des Helitron et des Maverick

Ces deux ordres sont représentés chacun par une seule superfamille.

La superfamille Helitron de taille de 5.5 a 17 kb est dépourvue de TIR et contient un ORF
codant pour une tyrosine recombinase qui lui conféere un modele de réplication selon un
mécanisme des cercles roulants (Kapitonov et Jurka 2001; Feschotte et Wessler 2001).

Les éléments Maverick (ou Politrons) sont, quant a eux, de longues séquences de 10 a 20

kb flanquées de TIR de 150 a 700 pb et codent jusqu’a 11 protéines, dont une polymérase, une
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intégrase de type rétrovirale, une protéase de type adénovirale et une ATPase, avec une

variation de 1’ordre des génes selon les éléments (Kapitonov et Jurka 2006).

3. Caractéristiques, dynamique et impact des éléments transposables

En plus de leur capacité a se déplacer dans le génome, les ETs possedent des

caractéristiques qui peuvent leur conférer un réle dans I’évolution des genomes.
3.1. Caractéristiques des ETs

Les eléments transposables sont ubiquitaires. Ils sont capables de se multiplier dans un
génome mais également d’en coloniser d’autres via deux modes de transferts. Le premier mode
correspond a un transfert vertical mendélien, ces éléments peuvent ainsi envahir le génome a
partir d’un ancétre, via la lignée germinale. Le deuxiéme mode, plus difficile a mettre en
évidence, correspond au transfert horizontal (TH) d’ETs entre especes reproductivement isolées
et pouvant nécessiter I’intervention d’un organisme vecteur (navette). Généralement, les études
illustrant les TH sont basées sur le pourcentage d’identité entre les séquences trouvées chez les
espéces donatrices et réceptrices sans pour autant connaitre le vecteur (Pace et al. 2008; Loreto
et al. 2008, Dupeyron et al. 2014; Tang et al. 2015). Ce mode de transfert a été en premier
décrit avec 1’élément P chez D. melanogaster, transféré horizontalement il y a 60 ans, a partir
D. willistoni (Brookfield et al. 1984; Anxolabéhere et al. 1988; Daniels et al. 1990; Clark et al.
1994). Plusieurs arguments en faveur de ce mode de transfert ont été ensuite publiés. On peut
citer ceux d’El Baidouri et al. (2014) qui ont montré la présence de rétrotransposons a LTR
avec une distribution aléatoire chez 40 espéces de plantes phylogénétiqguement éloignées
appartenant aux Monocotylédones (i.e. Poaceae, Arecaceae, Musaceae) et aux Dicotylédones
(i.e. Fabaceae, Vitaceae, Solanaceae...), et ceux de Gilbert et al. (2010) qui ont constaté que
quatre familles distinctes de transposons chez Rhodnius prolixus, vecteur de la maladie de
Chagas chez I’homme, ont été retrouvées chez deux hotes de mammiféres et que 1’une de ces
familles est présente chez des limnées, vecteurs de trématodes infectant divers vertébrés, et chez

les mammiféres de 1’ancien monde.

Malgré leur présence dans les génomes, la répartition des ETs est variable d’une espéce a
une autre indépendamment de la complexité (e.g. le nombre de fonctions cellulaires) de celui-
ci (Eigure 9) (Hua-Van et al. 2005; Feschotte et Pritham 2007). En effet, les ETs peuvent
constituer la majeure partie d’un génome tels que ceux des poacees avec 90% chez le blé, 85%
chez le mais et 60% chez le riz (Goff et al. 2002; Schnabel et al. 2009; Biémont 2010). A
I’inverse, chez I’abeille Apis mellifera (Biémont 2010) et la levure Saccharomyces cerevisiae

(Spellman et al. 1998) les ETs ne représentent respectivement que 1% et 5% des génomes.
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La proportion des ETs peut étre quasiment identique pour un méme groupe phylogénétique
comme les primates (Homme, chimpanzé et macaque) avec 45%. Cependant, chez d’autres
espéces proches, comme par exemple D. melanogaster et D. simulans, la proportion des ETs

est variable, avec 15% et 5% respectivement (Clark et al. 2007).

Par ailleurs, au sein d’un méme génome, la proportion des différentes familles d’ETs peut
étre trés variable et certaines superfamilles ou Classe peuvent étre plus abondantes (Feschotte
et Pritham 2007; Pritham 2009), sans qu’aucune régle puisse étre dégagée. Par exemple, les
éléments de Classe | sont prépondérants dans les genomes des végétaux (e.g orge, blé) et dans
ceux des mammiféeres (e.g. Homo sapiens) alors que les génomes des invertébrés (e.g.

Acyrthosiphon pisum) présentent une majorité d’ETs de Classe Il (Eigure 10).

3.2. Dynamique des ETs dans les génomes

La dynamique ou cycle des ETs est généralement divisée en trois phases (Eigure 11). La
premiére correspond soit a I’invasion de la population suite a I’arrivée d'un nouvel élément actif
par transfert horizontal dans le génome d'une espece, soit a la réactivation d'une copie
précedemment inactive (Kidwell 1992; Sanchez-Gracia et al. 2005). Dans une telle situation,
un élément doit étre trés efficace de facon a se multiplier rapidement dans le génome hote,
sinon, il risque d’étre éliminé par simple dérive génétique et/ou sélection (Le Rouzic et Capy

2005).

L’étape suivante est une phase durant laquelle des mécanismes de régulation ainsi que
I’apparition de mutations et de délétions limitent ’invasion de 1’élément. Ces mécanismes
peuvent étre de plusieurs types :

- régulation par la répression de la transcription comme observé pour les séquences
d’insertions bactériennes IS (Zerbib et al. 1990).

- autorégulation par la surproduction de la transposase (overproduction inhibition OPI)
entrainant la formation d’oligomeéres inactifs ou moins actifs qui diminuent I’efficacité¢ du
processus de transposition, ou par I’inhibition compétitive entre les éléments actifs et inactifs
pour I’accés aux répétitions terminales inversées (TIRs) ce qui bloguerait 1’excision des copies
actives. Les copies délétées agissent comme des inhibiteurs négatifs dominants de la
transposition (dominant negative complementation DNC). Ces deux modeles ont été décrits
chez D. melanogaster avec I’¢1ément mosl de la famille mariner (Lohe et Hartl 1996; Lohe et
al. 1997).

- régulation épigénétique par la méthylation d’ADN (Martienssen et Baron 1994; Slotkin
et Martienssen 2007) ou par les ARN anti-sens formant des diméres avec les ARNm des ETs
(Sijen et Plasterk 2003; Petit et al. 2007; Dowling et al. 2017).
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Enfin, la phase de sénescence durant laquelle une dérive aléatoire peut entrainer une forte
diminution du nombre de copies jusqu’a I’élimination complete de la famille. Ceci peut étre di
soit a I’inactivation verticale par accumulation de mutations conduisant a la perte totale
d’activité des ETSs ainsi que I’impossibilité d’étre mobilisé en trans (Lohe et al. 1995; Lohe et
al. 1997; Le Rouzic et Capy 2005), soit a des recombinaisons ectopiques (Biémont et al. 1997;
Kalendar et al. 2011) ou encore a la perte stochastique de copies par dérive génétique (Capy et
al. 1992a; Lohe et al. 1995).

= ET " 32 Gb ‘!R Homo sapiens [Humain)|
Non ET
‘. 32 Gb M Pan troglodytes [Chimpanzé|
" 3.1 Gb zg’ Macaca mulatta [Macaque] ~—  Mammiféres
‘. 2.8 Gb M Mus musculus [Souris]

‘. 2 Gb f Ornithorhynchus anatinus [Omithorynque] _|

e 2 Gb (‘Crocodylus porosus [Crocodile] Renti
ptile
“ 12 Gb y Gallus Gallus [Poule] Oiseau
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Figure 9. Représentation de la variation de la quantité des ETs dans les génomes Eucaryotes.
Cette figure résume la composition en ETs et la taille des génomes de différentes espéces. La distribution
des ETs dans ces génomes semble stochastique. On note chez certaines especes, une abondance d’ETS
associée a une augmentation de taille du génome comme chez le mais et le riz. Toutefois, on remarque aussi
la faible proportion d’ETs (comme chez I’abeille), souvent associée a des phénoménes de contraction du
génome et a la perte de grande quantité d’ ADN.

Données obtenues a partir du séquencage de chacun de ces génomes : Apis mellifera [Honeybee Genome
Sequencing Consortium, 2006], Arabidopsis thaliana [Kaul et al. 2000], Danio rerio [Haffter et al. 1996],
Crocodylus porosus [St John et al. 2012], Drosophila simulans et D. melanogaster [Clark et al. 2007],
Gallus gallus [Brandstrom et Ellegren, 2007 ], Homo sapiens [Lander et al. 2001], Macaca mulatta [Gibbs
et al. 2007], Mus musculus [Chinwalla et al. 2002], Ornithorhynchus anatinus [Warren et al. 2008], Oryza
sativa [Goff et al. 2002], Pan troglodytes [Chimpanzee Sequencing and Analysis Consortium, 2005],
Saccharomyces cerevisae [Spellman et al. 1998], Takifugu rubripes [Kurowaka et al. 2005], Xenopus
tropicalis [Hellsten et al. 2010], Zea mays [Schnable et al. 2009].
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Figure 10. Proportion des différents types d’éléments transposables dans les génomes de ’'Homme, du puceron vert du pois et de triticales.

La figure montre les fractions de génomes occupées par les grandes familles d’ETs. Les variations de proportion des différentes familles d’ETs sont souvent liées & une
amplification massive. Chez I’homme, les ETSs sont dominés par des rétrotransposons sans LTR (LINE et SINE) suivi de rétrotransposons a LTR. La tendance est inversée chez
les triticales (orge et blé) avec une dominance de rétrotransposons & LTR (e.g. Gypsy, Copia). Toutefois, dans le génome de I’orge et du puceron vert du pois, les éléments de
Classe Il sont bien plus abondants que chez H. sapiens.

Le groupe noté « autres » inclut des régions répétitives qui correspondent & des consensus d’ETs spécifiques a 1’hote mais qui n’ont pas pu étre classées par le pipeline REPETS
VU ’absence de caractéristiques structurelles et de similarités avec les ETs connus.

Données obtenues a partir du séquencage de chacun de ces génomes : Acyrthosiphon pisum [International Aphid Genomics Consortium 2010], Homo sapiens [Lander et al. 2001],
Hordeum vulgare [Mazaheri et al. 2014], Triticum urartu [Daron et al. 2014].
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Dans un méme génome I’ensemble des ETs ne sont pas tous dans la méme phase de leur
cycle. Aussi, il peut y avoir de nombreuses différences d’une famille a une autre, certains ETs
sont dans une phase d’invasion alors que d’autres sont dans leur phase de sénéscence (Le
Rouzic et al. 2007).

Bien que la plupart des copies vont étre perdues au cours du temps, certaines d’entre elles
peuvent s’insérer dans des régions ou elles induisent une augmentation de la fitness des
individus qui les portent (insertions adaptatives). D’autres peuvent étre domestiquées ou
« exaptées » et survivent dans le génome hote ou elles sont « récupérées » pour une nouvelle
fonction. Généralement, ces séquences sont en copie unique, elles sont conserveées et persistent
dans la population grace aux effets de la sélection (Le Rouzic et al. 2007; Jurka et al. 2012).
Par ailleurs, elles sont responsables d’un balayage sélectif dans la région de leur insertion. Par
exemple, des travaux antérieurs ont montré que la résistance a 1’insecticide DDT chez D.
melanogaster et D. simulans est corrélée a I’insertion du rétrotransposon Accord dans la région
5" du géne Cyp6gl du cytochrome P450. Une réduction significative de la variabilité s'étendant
au moins 20 kb en aval du géne de résistance a été observée (Catania et al. 2004; Schlenke et
Begun 2004).

3.3. Impacts des éléments transposables

Les ETs jouent un rble important dans I’évolution du génome de I’hote et dans la
biodiversité a travers trois mécanismes majeurs :

- les recombinaisons ectopiques entre régions homologues d’ETs : ces recombinaisons
entre des éléments situés sur un méme chromosome peuvent engendrer des duplications, des
delétions ou des inversions de séquences dans le génome de 1’hote. Ceci peut également
conduire a des différences significatives de taille des génomes entre espéces d’un méme genre
(Capy et al. 1992b; SanMiguel et Bennetzen 1998; Vicient et al. 1999; Devos et al. 2002;
Tenaillon et al. 2010). Ces recombinaisons peuvent également avoir lieu entre des éléments
situés sur des chromosomes différents et ont pour conséquence des translocations
chromosomiques ou des réarrangements plus complexes (Gray 2000; Han et al. 2005). C’est le
cas des éléments Alu trouveés chez les primates et qui seraient responsables de la translocation
entre les chromosomes 11 et 12 chez I’Homme (Hill et al. 2000). Il peut y avoir également des
recombinaisons intra-élément (essentiellement des rétrotransposons a LTR) a I’origine de la
suppression des séquences situées entre les deux LTR et conduisant a la formation de solo-LTR
(SanMiguel et al. 1996; Tenaillon et al. 2010).
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Figure 11. Schéma de la dynamique attendue d'une famille d’élément transposable dans le génome d'une espéce (adapté de Kidwell et Lisch 2001; Le Rouzic et al.
2007; Jurka et al. 2012).
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- Latransduction : les ETs peuvent promouvoir le mécanisme de transduction qui consiste
a déplacer certaines séquences geniques vers un autre endroit du génome. Ce mécanisme a éete
mis en évidence sur des lignées cellulaires humaines pour des éléments L1 qui sont des LINE
(Moran et al. 1999). En effet, la région transduite, pouvant contenir des promoteurs, enhancers
ou des exons, situeé en 3’ des L1 permet de créer de nouveaux genes ou de modifier la régulation
de genes préexistants (Burki et Kaessman 2004). Dans d’autres cas, les ETs sont responsables
de changements phénotypiques pouvant étre néfastes tels que les insertions indépendantes de
rétrotransposons tronqués L1 dans le géne codant le facteur VIII de la coagulation sanguine
induisant I’hémophilie de type A (Dombroski et al. 1991).11 faut signaler que leur fixation dans
le proto-oncogene c-myc ou dans le gene suppresseur de tumeur APC provoquant
respectivement le cancer du sein et du colon (Rodi¢ et Burns 2013). De plus, ces éléments
peuvent participer indirectement a la régulation de I’expression des genes via les microARN
(miRNA) qui dérivent eux-mémes parfois de séquences d’ETs (Piriyaponga et al. 2007).

- La domestication : durant I’évolution, les ETs peuvent étre « détournés », « réutilisés »
et devenir des €léments constitutifs du génome. Ce processus a €té baptisé domestication ou
« exaptation ». Les éléments domestiqués se trouvent en une seule copie, dans des loci
orthologues chez différentes espéces et sont généralement associés a une fonction (Britten
1996; Kidwell et Lisch 1997; Miller et al. 2000; Kidwell 2002; VVolff 2006; Sinzelle et al. 2009;
Joly-Lopez et al. 2016). Nous décrirons dans les résultats de cette thése, des événements de
domestication survenus dans la superfamille des piggyBac. Le cas le plus typique chez les
mammiferes est celui de la recombinaison V(D)J des immunoglobulines, due aux genes RAG1
et RAG2, dérivant de 1’élément transib, qui initient cette recombinaison (Biémont et Vieira
2006). La domestication peut étre la conséquence d’un phénomeéne de fusion entre un
transposon délété avec une séquence d’ADN qui code pour un domaine ou une protéine
fonctionnelle. C’est I’exemple de la protéine domestiquée SETSMAR chez les primates, qui
provient de I’insertion du transposon Hsmarl appartenant a la famille des mariner dans un
domaine SETSs (activité histone méthyl transférase) formant ainsi une protéine chimérique qui

persiste depuis 50 millions d’années (Cordaux et al. 2006).
3.4. Utilisation des eléments transposables en biotechnologie

Les éléments transposables, considérés comme source de variabilité génétique ayant un
impact sur le pouvoir adaptatif des espéces et sur leur évolution, présentent plusieurs propriétés
qui font d’eux de bons candidats pour générer des outils de mutagenése insertionnelle ou de

transgenese.
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Plusieurs éléments tels que P, minos, piggyBac, Sleeping beauty ont été utilises en
mutagenese insertionnelle dans différentes espéces d’insectes (D. melanogaster, C. capitata,
Tribolium castaneum), des cellules humaines et de souris, ainsi que chez I’ascidie (Ciona
intestinalis). Ces vecteurs permettent d’analyser I’expression de certains genes et leurs
fonctions (Spradling 1995; Klinakis et al. 2000; Zagoraiou et al. 2001; Bonin et Mann 2004;
Awazu et al. 2007; Ivics et al. 2009; Rad et al. 2010; Yusa 2015).

Concernant la transgenese, 1’élément P a été le premier élément utilisé comme outil pour
les études génétiques et génomiques chez la drosophile (Ryder et Russel 2003). D’autres
¢léments sont capables de transposer dans des cellules différentes de leur cellule d’origine. En
effet, certains éléments de la superfamille des Tcl-mariner ont été exploités. C’est I’exemple
de 1’élément Sleeping Beauty (lvics et al. 1997) qui a été utilisé comme vecteur non viral en
thérapie génique humaine sur les cellules somatiques, (Essner et al. 2005; Miskey et al. 2005;
Ivics et Izsvak 2006), pour la génération de souris (Clark et al. 2004; lvics et al. 2004; Dupuy
et al. 2005; Miskey et al. 2005), et de poissons transgeniques (Davidson et al. 2003; Grabher
et al. 2003). D’autres vecteurs appartenant a cette superfamille ont été aussi utilisés comme
vecteurs en transgénése tels que Himarl dans les cultures cellulaire de I’human (Keravala et
al. 2006), mos1 dans les cultures cellulaires de Bombyx mori (Wang et al. 2000) et Frog Prince
dans les cultures cellulaires d’amphibiens, de poissons et de mammiféres (Miskey et al. 2003).

Il est important de préciser que ’efficacité de ces ETs est différente selon 1’espéce étudiée
(Izsvak et al. 2000; Wu et al. 2006). A ce titre, il est important de noter que 1’élément
transposable, le plus largement utilisé pour la transformation des lignées germinales d’un large
éventail d'espéces d'insectes, y compris les coléopteres, diptéres, hyménopteres, Iépidoptéres et
orthoptéres est 1’élément piggyBac. Cet élément a également servi a la transformation d’autres
organismes Eucaryotes incluant les plantes, les levures, les protozoaires et les vertébrés (Yusa
2015).

L’objectif de la transgenese est I’insertion d’un géne dans la lignée germinale de 1’héte, de
fagon a ce qu’elle soit transmise a sa descendance. Généralement, elle consiste en I’insertion
d’un couple de vecteurs dérivés du transposon (Handler 2002), a savoir :

- un vecteur recombinant incluant un gene d’intérét associé a un marqueur de sélection
tel qu’un gene codant pour une protéine fluorescente (GFP ou RFP) sous le contréle d’un
promoteur spécifique flanqué par les séquences terminales répétées ;

- un vecteur assistant non autonome codant une transposase active.

Cette stratégie est maintenant largement utilisée pour le développement de souches

génétiquement modifiées appropriées pour la lutte contre les ravageurs.
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IV. Les superfamilles Tc1-mariner et piggyBac

1. La superfamille Tcl-mariner

Cette superfamille comprend des éléments apparentés a 1’élément Tcl identifié chez le
nématode Caenorhabditis elegans (Emmons et al. 1983) nommés TLE (Tcl-like elements) et
les éléments apparentés a 1’élément mariner « Dromar » ou « mosl » identifié chez Drosophila
mauritiana (Jacobson et al. 1986) nommés MLE (mariner-like elements). Etant donné
I’existence de fortes similitudes structurales avec les transposons bactériens 1S630 (Insertion
Sequence 630) (Matsutani et al. 1987;), tous ces éléments ont été rassemblés pour constituer la
superfamille ITm pour 1S630-Tc1-mariner (Henikoff 1992; Shao et Tu 2001).

Largement distribuée au sein des espéces, cette superfamille se caractérise par deux
répétitions terminales inversées (TIR) flanquées par la duplication du site cible «TA». Les génes
de transposase présentent des similitudes de séquences, principalement a proximité des acides
aminés impliqués dans I’activité de I’enzyme formant une triade catalytique. Cette triade peut
étre formée de deux acides aspartiques (D) et d’un résidu de glutamate (E) typique des TLE ou
de trois acides aspartiques (DDD) pour les MLE (Doak et al. 1994; Plasterk et al. 1999). Plus
tard, sur la base du nombre de résidus (x) séparant les 2°™ et 3°™ composants de la triade
catalytique du motif DDXD/E, les Tc1-mariner ont été subdivisés en plusieurs familles, soit :
DD34D (MLE animaux), DD34E (TLE ou Gambol), DD37D (maT), DD37E, DD39D (MLE
plantes), d’autres éléments DDXE n’ont pas été bien définis (Feschotte et Mouches 2000;
Gomulski et al 2001; Shao et Tu 2001; Feschotte et al. 2002). La classification de cette

superfamille est en perpétuelle réactualisation (Bui et al. 2008; Rouault et al. 2009).

Dans le paragraphe suivant, seules les caractéristiques de la famille des mariner (incluant

les MLE de plantes), objet de cette thése, sont développées.
1.1. Caractéristiques générales des MLE

Le premier élément MLE a été identifie chez D. mauritiana en étudiant une mutation
instable du gene white suite & I’insertion d’un transposon, appelé peach, dans le promoteur. Cet
élément est incapable de se déplacer d’une maniére autonome mais il est mobilisé en trans par
I’élément actif similaire mosl (pour mosaique), qui ne differe de la copie peach que par 11
nucléotides (Medhora et al. 1988; Maruyama et Hartl 1991; Medhora et al. 1991). Depuis, les
MLE d’origine animale ont été répartis en plusieurs sous-familles présentant un pourcentage de

similitude qui varie de 40 a 56 %, et deésignees en fonction des espéces dans lesquelles les
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premiers membres ont été découverts (Robertson et MacLeod, 1993). Les cing sous-familles
majeures sont : mauritiana pour D. mauritiana, cecropia pour Hyalophora cecropia,
elegans/briggsae pour Caenorhabditis elegans et C. briggsae, irritans pour Haematobia
irritans, mellifera/capitata pour Apis mellifera et Ceratitis capitata (Jacobson et al. 1986;
Lidholm et al. 1991; Robertson 1993; Robertson et MacLeod 1993; Witherspoon et Robertson
2003).

Au cours du temps, la plupart des éléments ont subi des mutations au niveau de la
transposase entrainant ainsi la perte de la capacité de déplacement. A ce jour, les seuls éléments
naturels actifs et autonomes identifiés sont mos1 (mauritiana), Famarl (mellifera) isolé chez
le perce-oreille Forficula auricularia (Barry et al. 2004) et Mboumar-9 (mauritiana) découvert
chez la fourmi Messor bouvieri (Palomeque et al. 2006; Munoz-Lopez et al. 2008). Un autre
MLE a été artificiellement reconstruit a partir du consensus d’un ensemble de séquences non
autonomes. Ceci a permis de générer une copie active vraisemblablement proche de la copie
ancestrale dont sont dérivées les copies non autonomes actuelles. Il s’agit de 1’élement Himarl
(irritans) (Miskey et al. 2007; Rholl et al. 2008). Ces éléments actifs naturels et artificiels sont
actuellement exploités comme des outils de transfert de génes d’intérét (Wang et al. 2000;

Sassetti et al. 2003; Keravala et al. 2006; Jegot 2007).

Les études concernant les MLE de plantes sont peu nombreuses. Le niveau de similitude
avec des éléments de la famille mariner est généralement inférieur a 50% (Bigot et al. 2005).
Par ailleurs, ces éléments possédent une triade catalytique de type DD39D. Certains éléments
sont potentiellement actifs tels que Soymarl (Soybean mariner element 1) isolé chez le soja,
Osmarl (Oryza sativa mariner element 1), Osmar2 et Osmar2b chez le riz ou Psmarl (Pisum
sativum mariner element 1) chez le pois (Jarvik et Lark 1998; Tarchini et al. 2000; Feschotte et
al. 2002; Macas et al. 2005). Cependant, aucune transposition de ces MLE de plantes n’a été
mise en évidence (Feschotte et al. 2002; Macas et al. 2005). En outre, les éléments du régne
végétal ont été désignés par Feschotte et al. (2002) « mariner» ou MLE de plantes. Toutefois,
I’appartenance de ces éléments a la famille mariner fait débat a cause des motifs de la triade
catalytique et de leur taille (Shao et Tu 2001; Brillet et al. 2007).

1.2. Structure des MLE

Ces éléments, caractérisés chez un grand nombre d’espéces animales (insectes, nématodes,
crustacés, mammifeéres, poissons), présentent une taille d’environ de 1300 pb et une triade
catalytique DD34D (Robertson 1997; Plasterk et al. 1999; Robertson 2002; Casse et al. 2006).
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Chez les végétaux, leur taille est généralement plus importante et peut atteindre 7000 pb et leur
triade catalytique est constituée par le motif DD39D (Feschotte et al. 2002; Leroy et al. 2003).

Ces éléments ont des séquences terminales répétées inversées (TIR) bordant deux
séquences non traduites UTR (Untranslated Terminal Repeat) et un géne ayant une seule phase
de lecture ouverte (ORF) codant la transposase, enzyme capable d’assurer a elle seule toutes
les etapes de la transposition. Il faut signaler que les MLE de plantes peuvent contenir des
introns (Robertson 2002; Feschotte et al. 2002; Feschotte et al. 2003; Zhou et al. 2011). Enfin,
ces MLE s’insérent dans un site cible réduit a deux nucléotides TA (Eigqure 12).

Les TIR ont une taille variable de 20 a 40 pb (Jarvick et Lark 1998; Feschotte et al. 2003;
Jacobs et al. 2004; Macas et al. 2005; Brillet et al. 2007) a I’exception de Mcmarl isolé chez
le nématode Meloidogyne chitwoodi ou ils peuvent atteindre 355 pb (Leroy et al. 2003). Ces
TIR possédent un motif cardinal conservé en début de séquence 5’YYAGRT 3’ (Y pour C ou
T, R pour A ou G) qui constitue le signal de clivage de I’ADN, suivi de motifs palindromiques
qui sont des sites de liaison a la transposase, et de motifs miroirs qui seraient impliqués dans la

stabilisation du complexe Transposase-TIR (Bigot et al. 2005).

Les UTR, régions non traduites, comportent généralement des séquences régulatrices de la
transcription et de la traduction de la transposase soit la TATABoX et la GC Box en 5’UTR et

le signal de polyadénylation en 3°UTR (Palomeque et al. 2006; Leroy et al. 2003).

L’ORF code une transposase de taille d’environ 345 acides aminés (aa) chez les animaux
(entre 412 et 520 aa chez les plantes). Cette enzyme est composée de deux domaines : le
domaine de liaison a I’ADN et le domaine catalytique (Eigure 12) :

- Le domaine de liaison a I’ADN, situé dans la partie N-terminale, contient deux motifs
hélice-tour-hélice (HTH) impliqués dans la dimérisation de la transposase et sa liaison aux TIR
(Augé-Gouillou et al. 2005a ; Brillet et al. 2007). Le premier motif, localisé en position 25 a
54, est séparé du deuxieme motif en position 88 a 108, par une séquence conservée GRPR
(Plasterk et al. 1999; Bigot et al. 2005; Richardson et al. 2006). De plus, chez les MLE des
animaux, deux autres motifs ont été mis en évidence dans cette région, a savoir, un signal de
localisation nucléaire NLS permettant le transport de la transposase dans le noyau, ainsi qu’un
motif signature WVPHEL qui interviendrait dans les interactions protéines/protéines (Augé-
Gouillou et al. 2005b).

- Le domaine catalytique est composé de trois motifs contenant la triade catalytique
formée par les trois résidus Aspartate. Ces motifs hautement conservés sont TGDE, HDNA,
YSPDLAPXD, pour la famille DD34D et HIDEKWF, IQQDNARTH, NSPDL/MN-LDLGFF,
pour la famille DD39D (Robertson 1993; Feschotte et al. 2003).
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Figure 12. Structure des éléments mariner

(A1) Schéma général de la structure des transposons de la famille mariner. Les répétitions terminales inversées (TIR) en fleches noires de 20 a 40 pb encadrent les régions
UTR qui comportent les sites impliqués dans la transcription et la traduction. Un seul géne code pour la transposase (elle présente rarement un intron avec une position
variable chez les MLE de plantes). Le site cible de duplication est dinucléotidique (TA). La fleche grise correspond a la position du promoteur.

(B1) Schéma de structure des transposases de mariner. Le domaine de liaison & I'ADN se trouve a I'extrémité N-terminale. Dans ce domaine, deux motifs hélice-tour-
hélice (HTH) sont séparés par un motif GRxR. Ils sont suivis du signal de localisation nucléaire (NLS) chez les animaux. Le domaine catalytique a I'extrémité C-
terminale comporte une triade d'acide aspartique, signature des MLE. Ainsi, DD34D et DD39D sont tres conservées chez les MLE animaux et végétaux, respectivement
(d’aprés Feschotte et al. 2003).
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1.3. Mécanisme de transposition des MLE

Plusieurs travaux portant sur I’¢tude du mécanisme de transposition de Himarl (irritans)
et mosl (mauritiana) ont révélé quatre étapes majeures (Lampe et al. 1996; Augé-Gouillou et
al. 2005a; Richardson et al. 2006) résumée dans la Figure 13.

Tout d’abord, la transposase reconnait les TIR et s’y fixe via le ou les motifs HTH situé(s)
dans le domaine N-terminal. Deux modeles ont été proposés pour expliquer la fixation de mos1.
Le premier modéle (Augé-Gouillou et al. 2005b) implique un seul motif HTH (résidus 88-108)
et un dimére de transposase se fixe sur chaque TIR formant un complexe cis-SEC2 (single-end
complex). Le second modeéle (Richardson et al. 2006), quant a lui, implique les deux motifs
HTH ; le premier HTH (résidus 25-54) se fixe au niveau des nucléotides 20-25 du TIR et le
second HTH (résidus 88-108) au niveau des nucléotides 3-8 du TIR.

Dans les deux modeles, aprés rapprochement des transposases fixées sur les deux TIR, un
complexe nucléoprotéique dit complexe synaptique est formé. Il s’en suit le clivage ou
I’excision de chaque brin du transposon a deux ou trois bases a I’intérieur de I’extrémité 5 du
TIR (Augé-Gouillou et al. 2005a). Un premier clivage génére une extrémité 5’-phosphate au
niveau du transposon et une extrémité 3’OH au niveau de I’ADN flanquant (Dawson et
Finnegan 2003; Augé-Gouillou et al. 2005b), un changement de configuration conduit au
positionnement du second brin dans le site actif de la transposase qui effectue un second clivage
générant cette fois une extrémité 3°’OH au niveau du transposon et une extrémité 5’phosphate
au niveau de ’ADN flanquant (Richardson et al. 2006). Enfin, I’insertion du transposon
s’effectue dans un site cible contenant un dinucléotide TA, suivie de la réparation des brins de
I’ADN excisés.
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Figure 13. Mécanisme de transposition « couper-coller » des mariner (adapté de Tellier et al. 2015)

La séquence du site donneur est en noir, celle du site receveur en bleu, la coupure de ce dernier, catalysée par la transposase, est symbolisée en rouge. La formation du complexe
synaptique a partir de la transposase fixée sur les TIR, entraine une excision spécifique conduisant d’une part a la libération et « cicatrisation » du site donneur et d’autre part
a I’éventuelle réinsertion du transposon, dans un nouveau site cible receveur. La coupure cohésive de la séquence d’insertion conduit a la duplication du site cible.
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2. La superfamille piggyBac

L'élément piggyBac (anciennement nommé IFP2 pour Insertion Few Polyhedral occlusion
bodies) a été isolé, pour la premiere fois, a partir d'un baculovirus mutant dans une culture de
cellules du lépidoptere Trichoplusia ni, fausse-arpenteuse du chou (Fraser et al. 1983, 1985).
Depuis la découverte de cet élément autonome actif (Cary et al. 1989), la distribution
taxonomique, restreinte au départ aux différents ordres des insectes, a été significativement
¢largie pour couvrir plusieurs groupes d’Eucaryotes a 1’exception des plantes (Penton et al.
2002; Wang et al. 2006; Xu et al. 2006; Hikosaka et al. 2007; Sun et al. 2008; Wang et al.
2008; Wu et al. 2008; Carpes et al. 2009; Wang et al. 2009; Daimon et al. 2010; Luo et al.
2011; Wu et al. 2011; Luo et al. 2014; Wu et Wang 2014).

Le séquengage complet des génomes a également permis de révéler I’existence de genes
homologues a celui de la transposase piggyBac. Par exemple, le génome humain contient cing
éléments piggyBac domestiqués appelés piggyBac derived protein/gene/element et désignés
PGBD1 a PGBD5 (Sarkar et al. 2003). PGBD1 et PGBD?2 étaient probablement présents chez
I'ancétre commun des mammiferes, tandis que PGBD3 et PGBD4 1’étaient chez 1’ancétre des
primates, alors que PGBD?5 est largement distribué chez les vertébrés, y compris la lamproie et
le lancelet, suggérant une domestication ancienne concomitante ou antérieure a l'apparition des
vertébrés il y a environ 525 Mya (Sarkar et al. 2003; Pavelitz et al. 2013). De tels événements
de domestication ont été également identifiés chez les ciliés et le xénope (amphibien). En effet,
des éléments domestiqués désignés piggyMac (PGM) et TPB2 ont été identifiés chez
Paramecium tetraurelia (Baudry et al. 2009) et Tetrahymena thermophila (Cheng et al. 2010).
Ces genes interviennent au cours du développement du macronoyau, en induisant I’élimination
de séquences internes essentielles pour la reconstruction de génes fonctionnels (Baudry et al.
2009; Cheng et al. 2010). En outre, chez Xenopus, la transposase domestiquée nommeée
KOBUTA, conservée depuis 100 Mya, semble étre impliquée dans une activité de liaison ou de
recombinaison & I'ADN, pouvant inactiver les éléments autonomes par hétérodimérisation
(Hikosaka et al. 2007).

Ainsi, deux principaux groupes, appartenant a cette superfamille, peuvent étre distingués :
les éléments PBLE (piggyBac-like element) qui contiennent TIR, UTR et ORF codant une
transposase qui sont des eléments transposables, et les eléments piggyBac domestiqués PGBD,
non mobilisables, contenant un gene homologue a celui codant la transposase des PBLE et qui

constituent des geénes de I’hote a part enticre.
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2.1. Structure des PBLE

Ces ¢léments autonomes s’insérent dans un site cible de quatre nucléotides TTAA, qui est
dupliqué lors de I’insertion. L’élément de référence TniPBLE, découvert chez T. ni, présente
une taille d’environ 2475 pb et comporte des TIR de 13 pb commencant par le motif CCCTTT.
Comme pour la superfamille des Tcl-mariner, les régions UTR comportent des séquences
régulatrices de la transcription et de la traduction de la transposase soit une TATA Box et une
GC Box dans I’'UTR-5" et un signal de polyadénylation dans ’'UTR-3".

Des répétitions inversées sub-terminales (STIR) asymétriques situées a 3 pb de I’extrémité
5‘TIR et a 31 pb de ’extrémité 3’TIR peuvent étre également présentes (Cary et al. 1989;
Fraser et al. 1996; Lobo et al. 1999). De plus, des répétitions directes (DR) situées au niveau
des deux UTR, peuvent étre détectées, tel est le cas de 1’élément SfrPBLE-wu isolé chez le
Iépidoptére Spodoptera frugiperda (Wu et Wang 2014). Si les TIRs sont présentes dans toutes
les copies complétes, les STIRs et les DRs sont facultatives (les détails de ces structures seront
présentés dans la partie résultat) Ces répétitions terminales (TIR) et sub-terminales (STIR et

DR) seraient reconnues spécifiquement par la transposase (Mitra et al. 2008) (Eiqure 14).

La transposase de 594 aa, codée a partir d’un cadre de lecture unique, est composée de
deux domaines fonctionnels (Eigure 14) : un domaine catalytique et un domaine de fixation a
I’ADN :

- Le domaine catalytique, est caractérisé par la présence de trois résidus Aspartate D28,
D346 et D*' hautement conservés, qui assurent les réactions catalytiques de clivage de I’ADN
et d’intégration (Sarkar et al. 2003; Keith et al. 2008; Mitra et al. 2008). Dans les cultures
cellulaires, un quatriéme motif D*° pourrait éventuellement étre impliqué dans I'excision des
piggyBac. Toutefois, le role de ce résidu n’est pas bien élucidé étant donné que son
remplacement par un glutamate (E — méme groupe d’aa) peut étre toléré (Keith et al. 2008).

- Le domaine de fixation a I’ADN, situé dans la région C-terminale, est riche en cystéine
formant un motif en doigts de zinc. Sept cystéines sont présents dans la transposase de T. ni.

L'espacement entre ces résidus est relativement bien conservé.

Par ailleurs, Keith et al. (2008) ont suggéré que la région ZnF pourrait étre impliquée dans

I'interaction protéine-protéine requise pour une dimérisation putative de la transposase.
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Figure 14. Structure de I’élément piggyBac-like element (PBLE).

(A2) Schéma général de la structure des transposons appartenant a la famille des piggyBac (e.g. TniPBLE identifié chez Trichoplusia ni). Les répétitions terminales inversées (TIR)
encadrent les régions UTR (Untranslated region) qui comportent des répétitions sub-terminales inversées (STIR) et des sites impliqués dans la transcription et la traduction. Un seul
gene code la transposase. Le site cible est TTAA. Les fleches en noir et en vert représentent, respectivement, les TIR et STIR. La fléche grise, dans la région UTR, correspond a la

position du promoteur.

(B2) Schéma de structure de la transposases de TniPBLE. La transposase comprend le domaine catalytique avec trois acides Aspartiques. Le domaine de liaison situé dans la région C-

terminale inclut une région riche en cystéines ainsi que le motif de signal de localisation nucléaire NLS. (D’apreés Keith et al. 2008).
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2.2. Structure des séquences domestiquées PGBD

Toutes les séquences domestiquées se trouvent en une seule copie dans les génomes. Chez
certaines d'entre elles, la séquence codante dérivée de la transposase est fusionnée avec un géne
de structure ou un domaine particulier (Sarkar et al. 2003).

- PGBD1 est le résultat d’une fusion ancestrale entre une séquence codant une protéine
dérivée d’un élément piggyBac de taille de 519 aa et une séquence codant un domaine riche en
leucine (LER ou SCAN) de 290 aa, dans la région N-terminale.

- PGBD2, correspondant a la fusion de plusieurs exons, code une protéine de taille de 592
aa dont la fonction reste inconnue.

- PGBD3, qui code une protéine de 593 aa, est une séquence insérée dans le cinquieme
intron du géne responsable du syndrome du groupe B de Cockayne (CSB). L’épissage alternatif
de cette région conduit a la formation d’une protéine de fusion CSB-PGBD3 (Newman et al.
2008).

- PGBD4 code une protéine de taille de 585 aa, de fonction inconnue.

- PGBDS?5, le groupe le plus ancien, contient plusieurs introns et code une protéine de taille
variant de 414 a 595 aa (Pavelitz et al. 2013). Ce gene semble impliqué dans des fonctions
neuronales.

- PGM et TPB2 contiennent également plusieurs introns (2 et 12) et codent
respectivement pour des protéines de tailles 1065 et 1220 aa (Baudry et al. 2009; Cheng et al.
2010), impliqués dans les rearrangements programmeés des macronoyaux chez les ciliés.

- Enfin, KOBUTA code une protéine de taille de 610 aa (Hikosaka et al. 2007) de fonction

inconnue.

Par ailleurs, il est important de souligner que dans la majorité de ces séquences
domestiquées, le motif DDD n’est pas conservé. De plus, chez PGBD1 et PGBDS, le domaine

de fixation a I’ADN de la région C-terminale est absent.

Etant donné les différences de structures observées entre les PGBD, il est probable qu’ils

résultent de différents événements de domestication.
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2.3. Mécanisme de transposition des PBLE

La mobilisation des PBLE se fait en quatre étapes (Mitra et al. 2008) (Figure 15) :
La coupure de I’élément commence avec une entaille a la jonction de I’extrémité 3’ du

transposon avec I’ADN flanquant donneur.

Le 3’0OH libre au niveau du transposon agit comme un nucléophile et coupe en 5’ la
jonction entre TTAA et I’ADN flanquant donneur, générant aprés repliement une structure en
épingle a cheveux a I’extrémité du transposon par complémentarité entre AA et TT, et libérant
I’ADN donneur. Ce dernier comporte des extensions complémentaires simple brin 5’TTAA

qui vont s’apparier et se souderpar le systéeme de réparation.

La structure en épingle a cheveux a I’extrémité du transposon est ensuite excisée par la
transposase pour se déplier et libérer en 5° I’extrémité cohésive TTAA des deux cotés du

transposon.

Le transposon est enfin intégré de facon covalente dans un autre site cible. Cette intégration

a pour conséquence la duplication du site cible.

Il est important de noter que 1’excision de cet €lément est précise, et ne laisse pas de

duplication du site cible, contrairement a 1’excision des éléments de type mariner.
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Figure 15. Mécanisme de transposition « couper-coller » des piggyBac (adapté de Mitra et al. 2008)

La séquence du site donneur est en noir, celle du site receveur en bleu, la coupure de ce dernier, catalysée par la transposase, est symbolisée en rouge. Une double excision est effectuée
pour libérer d’une part le site donneur et d’autre part, le transposon avec une extrémité 3’ OH et une extrémité 5° TTAA. Il se forme alors une structure en épingle a cheveux qui sera
a son tour excisée puis le transposon est réintégré dans un nouveau site cible qui est dupliqué.
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Délimitation du sujet

es recents développements de la génomique ont permis de mettre en évidence le
role considérable des ETs dans la plasticité structurale et fonctionnelle des
génomes. IIs sont ainsi des acteurs majeurs de I’adaptabilité et de I’évolution des
especes a moyen et a long termes. Par ailleurs, leurs caractéristiques insertionnelles sont de plus
en plus utilisées en biotechnologie pour développer notamment des vecteurs de transfert de

geénes.

Les superfamilles Tc1l-mariner et piggyBac, identifiées chez divers Eucaryotes, notamment
les insectes, appartiennent a la Classe Il qui transpose selon un mécanisme conservatif de type
« couper-coller » et présentent une structure simple avec un géne unique qui code une
transposase. La plupart de ces éléments sont inactifs en raison de 1’acquisition de mutations
(ponctuelles et/ou indels) ou de leur inactivation par « gene silencing ». Cependant, certains
transposons naturels sont actifs comme mos1, Mboumar9 ou piggyBac-Like element ou PBLE.
D’autres sont des éléments synthétiques, reconstruits a partir des séquences consensus déduites

d’un ensemble d'éléments non-autonomes comme Sleeping beauty, Frog Prince ou Himar.

Dans cette thése, notre objectif est d’étudier les ETs de la superfamille Tc1-mariner-1S630
(spécifiquement la famille mariner) et piggyBac dans les génomes des pucerons des céréales
(Rhopalosiphum padi, R. maidis, Sitobion avenae, Schizaphis graminum) et de leurs plantes-
hotes (céréales : orge, blé, avoine, égilope). Par ailleurs, en raison de la forte interdépendance
des especes considérées, nous avons cherché a savoir si des transferts horizontaux avaient pu

avoir lieu entre le couple plante-hote/ravageur.

Dans le premier chapitre, nous avons cherché in silico les ETs appartenant a la famille

mariner et a la famille rosa initialement definie comme une variante de mariner chez ’espéce
modele Acyrthosiphon pisum (puceron vert du pois), chez Diuraphis noxia (puceron russe du
blé) et chez Myzus persicae (puceron vert du pécher). Ces trois espéces de pucerons

appartiennent a la méme tribu des Macrosiphini et leur génome est entiérement séquence.

Dans le deuxiéme chapitre, nous nous sommes intéressés a la caractérisation in vitro des

éléments de la sous-famille irritans aussi bien chez les pucerons des céréales Rhopalosiphum
padi, R. maidis, Sitobion avenae, Schizaphis graminum que des plantes-hétes (céréales : orge,
blé, avoine, égilope). Une analyse in silico de ces éléments dans les génomes séquences des

céréales a été également entreprise.

Le dernier chapitre a été consacré a 1’étude in silico de la superfamille piggyBac dans un

large éventail de génomes Eucaryotes afin de caracteriser leur polymorphisme, leur distribution

et leur évolution intra et inter-familles.
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Les résultats sont présentés sous la forme d’articles en anglais structurés en introduction,
mateériel et méthodes spécifiques, résultats et discussion. Chaque article est encadré par une
introduction et une conclusion en francais. Enfin, une partie reprenant I’ensemble des résultats
pour les replacer dans un contexte plus général, les discuter et proposer des perspectives viendra

clore ce manuscrit.
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Matériel et Méthodes

Ce chapitre est consacré a la description du matériel animal (pucerons) et végétal (céréales
sous-famille des Pooideae) ainsi que des différentes méthodes utilisées, depuis 1’extraction de
I’ADN, jusqu’au traitement des séquences en vue de leur exploitation dans les analyses

génomiques et phylogénétiques.
I. Matériel biologique

Des pucerons de céreales ont été prélevés au centre régional des recherches en grandes
cultures de Béja (CRRGC) au cours des campagnes de 2012 a 2014. L’identification des
espéces Rhopalosiphum padi, R. maidis, Sitobion avenae, Schizaphis graminum est basée sur
les critéres morphologiques décrits par Blackman et Eastop (2000). Des feuilles de plusieurs
variétés d’orge (Rihane, Manel, Martin, Bowman, Roho, HD29), de blé (BLG, Salambo) et
celles d’avoine ont été également collectées. Des graines d’aegilops fournies par le CIMMY T
(The International Maize and Wheat Improvement Centre, Mexico) ont été utilisées. Enfin, des
échantillons du puceron vert du pois Acyrthosiphon pisum, nous ont été aimablement fournis

par I’Institut National de Recherche Agronomique de Tunis (INRAT).

II. Méthodes

1. Extraction de ’ADN

L’ADN total est extrait selon deux méthodes différentes :

1.1. Méthode de Doyle et Doyle (1987)

Ce protocole ancien et long, basé¢ sur ’utilisation du CTAB (hexadecyltrimethyl-
ammonium bromide), est efficace et permet d’obtenir jusqu’a 200 ug d’ADN par insecte. Le
broyage des pucerons est effectué a I’aide d’un piston conique dans un tube Eppendorf
contenant 50ul de tampon d’extraction (2% CTAB ; 1,4M NaCl ; 0,2% 2-mercaptoéthanol;
20mM EDTA ; 100mM Tris HCI ; pH 8) préalablement chauffé a 65°C. Le broyat est additionné
de 150ul du tampon d’extraction et incubé a 65°C pendant 1h. Aprés traitement par un volume
de chloroforme-alcool isoamylique (24 : 1), une centrifugation pendant 10 min a 8000 rpm a
4°C permet de récupérer le surnageant dans un tube Eppendorf contenant un volume égal
d’isopropanol. Aprés une nuit a -20°C, le culot contenant les acides nucléiques est réecupéré
suite a une centrifugation de 15 min a 13500 rpm et a 4°C. Le culot est ensuite lavé avec 250l
d’éthanol 70% et séché au Speed-Vac avant d’étre repris dans 20ul de H20 bi-distillée stérile.

Pour les végétaux, I’extraction de I’ADN a été effectuée suivant le méme protocole. Le
broyage a été fait dans un mortier contenant de 1’azote liquide, puis dans un volume de 150pl

de tampon d’extraction, avant d’ajouter de 450ul du tampon d’extraction.
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1.2. Méthode basée sur ’utilisation des kits d’extraction

Cette méthode suit les spécifications des fournisseurs des kits d’extraction rapides Wizard®
Genomic DNA Extraction Kit (Promega®) ou NucleoSpin® Tissue DNA Kit (Macherey-
Nagel) qui permettent d’obtenir entre 10 a 50 ug d’ADN. Le broyage du matériel biologique

s’effectue dans le tampon d’extraction fourni dans le kit.

Quelle que soit la méthode d’extraction utilisée, la pureté de I’ADN est ensuite vérifiée par
la mesure de la DO a 260nm et 280nm dans un spectrophotomeétre (Nanodrop) ou/et un
fluoromeétre (Qubit 3.0). Le rapport DO260/280 doit étre compris entre 1,8 et 2.

2. Amplification et purification de ’ADN

La PCR « Polymerase Chain Reaction » (Mullis 1990) comporte une phase de dénaturation
initiale de 5 min a 94°C, environ 30 cycles d’amplification et une phase d’élongation finale de
10 min a 72°C. Chaque cycle est composé de trois étapes: une étape de dénaturation de I’ADN
matrice a 95°C, une étape d’hybridation des amorces & une température variable selon la

séquence de I’amorce utilisée et une étape d’élongation a 72°C.

Le milieu réactionnel comprend de 50ng a 100ng d’ADN, 5ul tampon Taq 5X (Promega®),
MgCl, 2.5mM, dNTP 0.2mM, amorces 1uM, GoTaq Polymérase a raison de 1U (GoTaq™
DNA Polymerase, Promega®) dans un volume final de 25ul. Les amorces utilisées seront

décrites dans les différents chapitres.

Par ailleurs, une autre variante de la PCR, la PCR-inverse (iPCR), a été utilisee pour
identifier les régions flanquantes d’un élément dans un génome de plantes ou d’insectes
(Ochman et al. 1988). Celle-ci présente les mémes étapes d’amplification, toutefois, elle est
précédée d’une étape de digestion de ’ADN génomique (500ng) par 10U d’une endonucléase
(Smal, Haell ou EcoRIl; Promega®) durant 5h a 37°C. Les fragments obtenus sont alors
circularisés dans 150 pL du tampon de ligation avec 100U de T4 DNA ligase (Promega®) a
37°C pendant 5h. Apres I’inactivation de cette enzyme a 65°C pendant 10min, 10ul de I’ADN
génomique ligué est utilisé pour réaliser la PCR inverse, avec des amorces spécifiques.

Apres migration sur gel d’agarose des produits PCR/iIPCR obtenus, la purification des
fragments d’ADN est effectuée en utilisant le kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega®). La solution d’ADN est ensuite stockée a -20°C.
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3. Clonage et purification des plasmides

3.1. Préparation des bactéries compétentes

Pour effectuer le clonage, une pré-culture de bactéries Escherichia coli DH5a (lacZ-)
sensibles a I’ampicilline est réalisée pendant une nuit a 37°C, dans 3ml de milieu SOB : Super
Optimal Broth (Bacto tryptone 2% ; extrait de levure 0.5% ; NaCl 10mM ; KCI 2,5mM ; MgCl»
10mM ; MgSO4 10mM). Puis, 1ml de la pré-culture est repiqué a nouveau dans 100ml de milieu
SOB et le mélange est soumis a une agitation modérée a 37°C jusqu’a I’obtention d’une densité
optique DO a 600nm comprise entre 0,45 et 0,5.

La culture est ensuite transférée dans des tubes Falcon et placée dans la glace pendant 15 min.
Aprés 20 min de centrifugation a 3000 rpm a 4°C, le culot obtenu est re-suspendu dans 20ml
d’une solution mére froide (1ml de CaCl, 4M, 1ml de MnClz 1M, 1ml de MgCl2 0,5M, 500ul
d’ Acétate de potassium 1M et Sml de glycérol dans un volume final de 50ml), puis mis dans la
glace pendant 30 min.

Le mélange est centrifugé pendant 30 min a 3000 rpm, le culot est re-suspendu dans 3ml de
solution froide. La suspension de bactéries compétentes est incubée pendant 30 min dans la

glace, aliquotée puis conservée a -80°C.
3.2. Préparation du vecteur recombinant par ligation

Les produits PCR purifiés sont clonés dans le vecteur plasmidique pGEM T Easy Vector
(Promega®). Ce vecteur contient, en plus de 1’origine de réplication, un gene de résistance a
I’ampicilline et un fragment du géne LacZ codant pour une 3-Galactosidase active comportant
une séquence MCS (Multiple Cloning Site), ayant plusieurs sites uniques de restriction,
encadrée par les promoteurs T7 et SP6. L’insertion d’un fragment d’ADN est assurée par
I’enzyme T4 DNA ligase dans un mélange réactionnel composé de 50ng du vecteur pPGEM-T
Easy, 10U de T4 DNA ligase, 5ul du tampon de ligation (2X) et d’environ 50ng de produit PCR

dans un volume final de 10ul. Le mélange est incubé pendant une nuit a 4°C.
3.3. Transformation et sélection des bactéries

10 pl de produits de ligation sont ajoutés a 100ul de bactéries DH5a. Apres une incubation
pendant 30 min dans la glace suivie d’un choc thermique a 42°C pendant 45sec puis une ré-
incubation dans la glace pendant 2 min, 900ul de milieu LB liquide sont ajoutés. Aprés avoir
incubé sous agitation le mélange pendant 1h a 37°C, une centrifugation pendant 3 min a 5000
rpm est effectuée et le culot est re-suspendu dans 100ul de LB liquide. 70ul de bactéries sont

ensuite étalés sur un milieu LB solide contenant 100pug/ml d’ampicilline, 40ul X-gal comme
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substrat (2%) et 40ul IPTG a 20mg/ml comme inducteur. Les boites sont ensuite incubées a
37°C toute la nuit. Les colonies recombinantes de couleur blanche sont ensuite récupérées,
mises en culture dans du milieu LB liquide a raison de 3ml en présence d’ampicilline (10pug/ul)
et incubées pendant une nuit a 37°C sous agitation. L’ADN plasmidique est extrait en utilisant
le kit «Wizard® Plus Minipreps DNA purification system » (Promega®). Afin de vérifier la
présence d’un insert, une PCR par les amorces T7 et SP6 (Tableau 1) est réalisée dans un
volume réactionnel de 25ul contenant 5ul de tampon PCR (5X), 1ul d’ADN plasmidique, 1ul
de chacune des amorces T7 et SP6 (10uM), 0,15ul de I’enzyme Taq Polymérase, 2ul de MgCl»
25mM, 1,5 pl de ANTP a 10mM. Apres confirmation par électrophorése sur un gel d’agarose a
1%, I’insert est séquencé en utilisant les amorces T7 et SP6 dans un séquenceur automatique

ABI Prism 3100.

Tableau 1 : Amorces spécifiques utilisées pour vérifier la présence de I’insert et pour le séquencage

Amorces Séquences 5°= 3’ T® Tailles attendues (pb)
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Taille de I’insert +
53
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG ~170pb

4. Filtrage et vérification des séquences

Les sequences ainsi obtenues sont utilisees comme requéte dans BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) sur NCBI-NR (base de données non redondante) afin de
vérifier qu’elles correspondent bien aux types de séquences attendues (Altschul et al. 1990).
Plusieurs variantes de ce programme sont proposees :

- BLASTN est une recherche par similarité a partir de séquences nucléotidiques dans une
base de données nucléotidiques.

- BLASTP est une recherche par similarité a partir de séquences protéiques dans une base
de données protéiques.

- BLASTX est une recherche par similarité a partir de séquences nucléotidiques traduites
sur une base de données protéiques.

- TBLASTN est une recherche par similarité a partir de séquences protéiques sur une base

données nucléotidiques traduites.

Plusieurs informations sont également fournies : le pourcentage d’identité, la position et
I’orientation de la séquence extraite de la base de données par rapport a la séquence requéte, la

longueur de recouvrement, 1I’E-value décrivant le bruit de fond aléatoire.
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5. Recherche in silico des éléments transposables dans les génomes

La recherche dans les génomes séquencés a été réalisée selon I’approche basée sur
I’homologie de séquences par rapport a une séquence requéte (query) en utilisant le programme
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

6. Alignement et traitement des séquences

L’alignement des séquences est une étape fondamentale afin de déterminer le pourcentage
de similitude, d’estimer la contrainte sélective (Ka/Ks), de classer les éléments et de construire
des arbres phylogénétiques. Cet alignement est effectué par le logiciel Aliview 1.18 qui utilise
le programme MUSCLE. Les matrices d’identité sont obtenues via MEGAG6 (Tamura et al.
2013). Les motifs conservés sont visualisés par le logiciel GENEDOC (Nicholas et al. 1997)
ou Weblogo (Crooks et al. 2004). Par ailleurs, les séquences nucléotidiques obtenues sont
traduites grace au logiciel Expasy TranslateTool portail disponible sur le web
(http://web.expasy.org/translate/), puis optimisées manuellement. Par ailleurs, la mise en
évidence des motifs HTH est effectuée par GYM2.0 (Gao et al. 1999; Narasimhan et al. 2002).
Les signaux de localisation nucléaire (NLS) sont prédits par PSORTII (Bannai et al. 2002).

7. Estimation de la contrainte sélective

Le rapport du nombre de substitutions non-synonymes Ka sur le nombre de substitutions
synonymes Ks informe sur le type de pression de sélection qui s’est exercé au cours du temps :
sélection purifiante (Ka/Ks <1), sélection neutre (Ka/Ks =1), sélection diversifiante (Ka/Ks >1)
(Hurst 2002). Ce type d’analyse est réalis¢ sur des paires de séquences, dans le cas d’une
matrice de n séquences, chaque séquence est comparée a chacune des n-1 autres. Ce rapport est
calculé par le logiciel MEGAG6 (Tamura et al. 2013).

8. Classification par la méthode agrégative UPGM-VM (Unweighted Pair Group Method
with Variation Metric)

Cette méthode de classification s’inspire de la méthode classique UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with arithmetic Mean; Sneath et Sokal 1973). Les algorithmes utilisés sont
basés sur des stratégies adaptatives permettant d’améliorer I’ajustement par une combinaison
d’un grand nombre de modéles tout en éliminant le poids des insertions/délétions ou indels
(Rouault et al. 2009). Elle permet d’intégrer des séquences nucléotidiques de tailles tres
différentes. Les deux principales différences avec la méthode UPGMA sont d’une part
I’absence de consensus (la distance entre deux groupes est définie par la moyenne des distances

entre tous les individus des deux groupes) et d’autre part, la variation de la métrique au cours
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du processus de calcul qui commence par une distance globale (identité stricte des séquences)

pour devenir progressivement locale (ignorant les indels).

Les programmes de cette méthode (Eigure 16) sont écrits en langage ADA utilisable sous
Windows et adaptable sous Linux. Ces programmes ne prennent en compte que les noms des
fichiers a traiter « Input » et le format des fichiers « Output » souhaité. Enfin, le logiciel Scilab
permet la visualisation de la classification sous forme de rosace (Rouault et al. 2009).

9. Construction des phylogénies moléculaires

Elle a pour but de reconstruire, par comparaison nucléotidique ou d’acides aminés, I’histoire
évolutive et de déterminer les relations de parenté entre des séquences. Pour tirer le meilleur
parti des méthodes phylogénétiques, il est important de choisir le modéle d’évolution le plus
approprié pour le jeu de données. Dans ce contexte, le meilleur modele pour les séquences
protéiques est établi par le logiciel ProtTest

(http://darwin.uvigo.es/software/prottest2_server.html).

Plusieurs méthodes peuvent étre exploitées telles que la méthode des proches voisins ou
Neighbor-Joining NJ (Saitou et Nei 1987), la méthode du maximum de parcimonie ou
Maximum Parcimony (Moore et al. 1973) et la méthode du maximum de vraisemblance ou
Maximum Likelihood ML (Hutchinson 1929). Les particularités de chacune d’elle, sont les

suivantes :

- Neighbor-Joining (NJ) : C’est une méthode phénétique. Elle se base sur ’utilisation
d’une matrice des distances globales. Le calcul des distances nécessite la clustérisation des
séquences, prenant en compte le nombre de caractéres qui different entre les séquences prises
deux & deux. La méthode NJ utilise la matrice triangulaire de distances pour construire 1’arbre
phylogénétique qui se fait en deux étapes : (i) la premiere consiste a choisir les séquences les
plus proches et a les lier par un nceud représentant leur ancétre commun hypothétique, (ii) la
seconde consiste a recalculer les distances entre le nceud obtenu et toutes les autres séquences
pour convertir 1’ancétre commun en un nceud terminal.

- Maximum Parcimony (MP) : Elle consiste a minimiser le nombre total d’événements
évolutifs (mutations/substitutions) et a passer d’une séquence a une autre dans une topologie
d’arbre en utilisant le chemin évolutif le plus court (minimum de transformation). Elle construit

’arbre le plus parcimonieux, optimal, parmi I’ensemble de tous les arbres possibles.
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= Chaque fichier fasta (.fas) comprend :
-une séquence nucléotidique

-toutes les informations concernant cette
séquence (Nom, taille, appartenance...)

= (Création d’une liste (.Ist) comprenant
tous les noms des fichiers fasta a Input
utiliser [jf_d5151_database_liste]

= Calcul de la distance [jf_d5611_classif_distances]

= Calcul de ’agrégation [jf_d5612_classif_agrege m]

= Détermination de la liste du nombre de groupe, sous
groupe, tribu affectée pour chaque séquence
[if_d5622_classif_liste_agreg]

= Préparation de la coloration de la rosace en rajoutant un
fichier (.col) comprenant la liste des couleurs choisies
pour chaque groupe [jf_d5631_classif_dessin_prepare]

= Appel du logiciel Scilab
[jf_d5641_classif_dessin_trace]

Output

Classification
sous forme de
Rosace (.jpg)

Figure 16. Représentation des étapes suivies pour I’élaboration de la classification selon la méthode UPGM-VM (Rouault et al. 2009)
Le résultat final est une classification sous forme de rosace comprenant différentes couleurs spécifiques pour chaque groupe ou tribu (voir chapitre résultat). Les programmes,

dont les noms sont colorés en bleu marine, ont été élaborés et remis a jour par JD Rouault.
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- Maximum Likelihood (ML) : Cette méthode établit des relations phylogénétiques a
partir d’'un modele explicite de changements évolutifs, en recherchant 1’arbre qui maximalise
la vraisemblance de ’échantillon. Suite au calcul de la vraisemblance des différents arbres,
leurs scores sont comparés deux a deux. La durée du calcul augmente donc exponentiellement
avec le nombre d'échantillons, en raison du plus grand nombre d'arbres possibles. Cette méthode
est fortement recommandée pour les séquences phylogénétiquement éloigneées.

Par ailleurs, le support des branches est évalué par la méthode de bootstrap. Il s’agit d’un
test de ré-échantillonnage au hasard et avec remise des caractéres qui permet d’évaluer la
robustesse de la reconstruction en fonction des caractéres. L’opération est répétée généralement
de 500 a 1000 fois et la robustesse d’un nceud est estimée par le pourcentage d’observation du

nceud dans ’ensemble des 500 a 1000 arbres re-construits.

La visualisation d’un arbre se fait directement sur MEGAG. 1l est polarisé des feuilles vers
la racine. Les nceuds terminaux sont connectés par des branches qui se rejoignent au niveau des
nceuds internes. Ces derniers représentent les événements de spéciation déterminés a partir du
jeu de données. L’ensemble des feuilles en partant d’un nceud interne est appelé «clade». Un
clade monophylétique inclut tous les descendants d’un nceud, un clade paraphylétique désigne
un clade incluant une partie seulement de ses descendants d’une espéce ancestrale. Le clade
polyphylétique est quant a lui défini par une ressemblance qui n’a pas été héritée d’un ancétre
commun, mais qui est le fruit d’une convergence évolutive. Généralement, un groupe externe

(outgroup) est nécessaire pour pouvoir enraciner 1’arbre.
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Chapitre 1

Diversité et évolution des marimer-like elements dans les
génomes des aphides

Diversity and evolution of mariner-like elements in Aphid

genoiues
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Résultats Chapitre 1

Chapaitre 1
Diversité et évolution des mariner-like elements dans les génomes des
aphides

L’exploitation des génomes séquencés constitue une approche rapide et efficace pour
identifier et caractériser les transposons. A ce jour, trois genomes de pucerons sont disponibles
dans les banques de données (NCBI, AphidBase). Le génome du puceron vert du pois,
Acyrthosiphon pisum a été nouvellement annoté (Acyr_2.0, new reference Annotation Release
102, http://www.ncbi. nim.nih.gov, Richards et al. 2010). Il est constitué de 23925 scaffolds
couvrant 541Mb. Le génome du puceron russe du blé Diuraphis noxia a été également
récemment sequencé et annoté. Un total de 393Mb est couvert par 5641 scaffolds (Dnoxia_1.0
reference annotation release 101, http://www.ncbi.nlm.ih.gov, Nicholson et al. 2015). De plus,
les données préliminaires du nouvel assemblage du génome complet du puceron vert du pécher
Myzus persicae ne sont disponibles que dans AphidBase et présentent une taille de 398Mb,
incluant 34598  scaffolds (Myzus persicae  Clone G006 assembly V2,

http://tools.genouest.org/tools/myzus/).
Ces trois especes parasitent plusieurs plantes hotes cultivées ou sauvages :

- A pisum s’attaque aux plantes de la famille des fabacées ;

- M. persicae est un ravageur du pécher et mais peut également s’attaquer aux solanacées ;

- D. noxia infeste principalement le blé mais aussi d’autres céréales cultivées et sauvages.

Ces hémiptéres appartiennent a la tribu des Macrosiphini, ordre des Aphidinae et sont
phylogénétiquement trés proches des pucerons des céréales, objets de notre recherche (Sitobion
avenae appartient a la méme tribu des Macrosiphini alors que Rhopalosiphum padi, R. maidis

et Schizaphis graminum appatiennent a la tribu des Aphidini).

La disponibilité de ces trois génomes offre I’opportunité de rechercher les éléments de la
Famille mariner, largement distribués chez les insectes et caractérisés par le motif catalytique
DD34D, ainsi que ceux du « clade » rosa qui a été identifié initialement comme une variante
des éléments mariner mais ayant un motif catalytique spécifique DD41D (Gomulski et al.
2001).

Cette recherche in silico, basée sur I’homologie des séquences, porte sur :
- ladiversiteé et la distribution intra et inter-spécifiques de ces élements ;
- la dynamique et I’histoire évolutive de ces ¢léments.

Les résultats de ce chapitre ont fait I’objet d’un article soumis dans la revue BMC genomics.
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Abstract
Background

Although transposons have been identified in almost all organisms, genome-wide information
on mariner elements in Aphididae remains unknown. Genomes of Acyrthosiphon pisum,
Diuraphis noxia and Myzus persicae belonging to the Macrosiphini tribe, actually available in

databases, have been investigated.
Results

A total of 22 lineages were identified. Classification and phylogenetic analysis indicated that
they were subdivided into three monophyletic groups, each of them containing at least one
putative complete sequence, and several non-autonomous sublineages corresponding to
Miniature Inverted-Repeat Transposable Elements (MITE), probably generated by internal
deletions. A high proportion of truncated and dead copies was also detected. The three clusters
can be defined from their catalytic site: (i) mariner DD34D, including three subgroups of the
irritans subfamily (Macrosiphinimar, Batmar-like elements and Dnomar-like elements); (i1)
rosa DD41D, found in A. pisum and D. noxia; (ii1) a new clade which differs from rosa through
long TIRs and thus designated LT7R-like elements. Based on its catalytic domain, this new clade
is subdivided into DD40D and DD41D subgroups. Compared to other 7c//mariner superfamily
sequences, rosa DD41D and LTIR DD40-41D seem more related to maT DD37D family.
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Conclusion

Overall, our results reveal three clades belonging to the irritans subfamily, rosa and new LTIR-
like elements. Data on structure and specific distribution of these transposable elements in the
Macrosiphini tribe contribute to the understanding of their evolutionary history and to that of

their hosts.

Key words: Aphids, comparative genomics, Tc/-mariner, Transposable elements, MITEs,

molecular evolution.

Background

Genomes contain diverse repetitive DNA sequences of transposable elements (TEs),
contributing to their plasticity, adaptability and evolution [1-3]. Class II TEs use a “cut and
paste” mechanism. They are either autonomous transposons encoding their own transposase or
non-autonomous transposons including truncated copies (i.e. copies with only one or no
extremity) or copies with internal deletions, but with two intact extremities. Although not
encoding for a functional transposase, these shorter copies or miniature inverted repeat
transposable elements (MITEs) can be frans-mobilized and may reach high copy number with

a size homogeneity that distinguishes them from other non-autonomous elements [4].

The Tcl/mariner superfamily is ubiquitous and forms the largest group of eukaryotic Class
I TEs [5]. Its members share several common characteristics and synapomorphies. In
particular, the target insertion site is TA, the ORF of autonomous copies encodes a transposase
of 282 to 350 amino-acid residues [6]; the transposase contains two helix—turn-helix (HTH)

motifs in DNA binding domains and a catalytic triad DDE/D motif [5,7].

Despite these similarities, two major differences can separate families of 7cl/mariner: (1)
their complete length from 1 to 5 kb due to their TIR (i.e. the mariner-like element MLE 13-34
bp long, the 7ci-like element TLE ranging from 20 to 600 bp), (ii) the DDE/D signature motif
in their catalytic domains which corresponds to DD34D for mariner, DD34E for Tcl, DD37D
for maT, DD37E, DD39D, and DD41D for rosa [8-10].

The mariner family, initially described in Drosophila mauritiana [11], is one of the best
known elements belonging to this superfamily. This element is characterized by a patchy and
large distribution among metazoans [12-14], which can be explained, in part, by horizontal
transfer (HT), corresponding to its ability to transpose between genomes [15-17]. Due to the
great diversity of this family, these elements are classified into several subfamilies based on

phylogenetic studies. Five major distinct subfamilies including irritans, mauritiana, cecropia,
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mellifera/capitata, and elegans/briggsae were reported [12]. However, sixteen minor
subfamilies also exist with a more limited distribution [18-20]. Otherwise, the rosa
monophyletic group, first identified in Ceratitis rosa and other Tephritid flies, is closely related
to the mariner subfamilies [9,16]. Its main characteristic is a transposase with a DD41D motif,

and the nucleotide identity between MLE subfamilies is about 40 to 56% [12,21].

While MLE is characterized by a high proportion of inactive copies due to independent
accumulation of substitution and indels, known as vertical inactivation [22], three elements,
namely mos/, found in the fruit fly Drosophila mauritiana (mauritiana subfamily), Famarl
discovered in the common earwig Forficula auricularia (mellifera subfamily) and Mboumar9
isolated from the ant Messor bouvieri (mauritiana subfamily) are still naturally active, and thus
able to be mobilized [12,23-27]. Furthermore, the Himarl element from the horn fly
Haematobia irritans (irritans subfamily) has been reconstructed by in vitro mutagenesis to
restore a potential activity [28,29]. Due to their wide distribution and ability to successfully
invade new genomes by horizontal transmission, naturally and artificially active mariner
transposons are used as powerful molecular tools in transgenesis and insertional mutagenesis,

inter alia leading to genetic control strategies of pests [29-32].

In plant aphid species, only a few studies have described the presence of mariner elements.
For instance, (i) internal partial sequences of irritans and mellifera subfamilies were identified
in vitro by a Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification in the soybean aphid Aphis
glycines [33], (ii) deleted sequences of mauritiana subfamily were characterized in seven fruit
tree aphid species [34], (ii1) in the first version of pea aphid Acyrthosiphon pisum genome [35],
only three complete sequences, namely Mariner-Ap 1, 2 and 3, were published in RepBase
[36]. However these sequences shared catalytic motif DD34E and should be more related to

Tcl-elements.

Nowadays, three aphid’s genomes are available in public databases. Indeed, the recent
sequencing of the Russian wheat aphid Diuraphis noxia genome (Dnoxia 1.0 reference
annotation release 101, http://www.ncbi.nlm.ih.gov) [37], the green peach aphid Myzus

persicae genome (AphidBase, http://tools.genouest.org/tools/myzus/), and the new annotation

of A. pisum genome (Acyr 2.0, new reference Annotation Release 102, http://www.ncbi.
nlm.nih.gov) offer an opportunity to investigate the diversity of the mariner family within and

between aphid species, along with the evolutionary history and dynamics of these elements.

These species belong to the Macrosiphini tribe of the Aphididae family and diverged
approximately 42.5 Mya [38]. They are found on different host plants: 4. pisum on Fabaceae,

D. noxia on cereals and M. persicae on peach trees or Solanaceae.
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In this paper, we explored these three genomes in order to identify mariner-related
transposons and their non-autonomous derivatives using a library-based method. Eleven TE
clusters from A. pisum, seven from D. noxia and four from M. persicae have been detected.
Classification and phylogenetic analysis suggested (i) that these lineages are divided into three
groups: the irritans subfamily DD34D, rosa DD41D and a new group DD40/41D close to rosa
and characterized by a long TIR, (ii) an evidence of vertical transfer with stochastic losses and
several putative HT events. All these data provide new informations about the evolutionary

history of these transposable elements in aphids.

Methods

Supporting data

The genome of Acyrthosiphon pisum and Diuraphis noxia are available at NCBI
(http://www.ncbi. nlm.ih.gov). The first contains 541Mb covering 23925 scaffolds and the
second includes 393Mb covering 5641 scaffolds [35,37]. The genome of Myzus persicae,
presenting 398Mb and spanning 34598 scaffolds, is published in aphidbase (The International

Aphid Genomics Consortium http://tools.genouest.org/tools/myzus/).

Data mining

A panel of 18 transposases sequences belonging to the five major mariner subfamilies DD34D
and to the rosa DD41D group (Additional file 1) were used as queries in tBLASTN searches
on the three aphid genomes, with default parameters. In order to determine the full sequence of
each copy, the best hits were extracted with 5 kb flanking sequences and were manually
investigated for TIR searches. Each new complete sequence was then used to retrieve more
elements. Truncated copies located at the end of scaffolds and sequences less than 250bp were
further discarded. The sequences closer to DDxXE catalytic motif were excluded after a
BLASTX search against transposases from this family. Finally, 115 sequences from A. pisum,

45 from D. noxia and 23 from M. persicae were obtained and used in this work.

Sequence analyses

The nucleotide sequence analyses, including alignment, were done with the Aliview 1.18 [39].
USEARCHS6.0 [40] was performed to cluster repetitive sequences using a threshold of 75%
identity. Shorter copies flanked by two TIRs and with evidence of transposition (at least 2
copies) were considered as MITEs [4,41]. Consensus sequences were derived using the relative
majority rule.

The  putative  amino  acid  sequences were  deduced by  ExpasyTool

(http://web.expasy.org/translate/) and then manually optimized. The nuclear localization
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sequence (NLS) and the helix turn helix (HTH) domain were searched using PSORTII [42] and
GYM2.0 [43,44], respectively (Additional file 2).

Mining of available eukaryote genomes

The complete nucleotide sequences previously identified were used in BLASTn searches
against the nr (non-redundant nucleotide) and WGS (whole genome sequence) databases
available on the NCBI. Sequences with more than 60% of nucleotide identity over more than
65% of the length of the query were extracted. These thresholds have been chosen to avoid
recovering small fragments and sequences phylogenetically far from the subfamilies here
considered. Cases of potential horizontal transfers between aphids and other taxa are considered
when elements present more than 90% of identity covering more than 90% of the query

sequences as proposed by several authors [17,20].
Classification and phylogenetic analysis

The classification is based on the Unweighted Pair Group Method with Variation of Metric
UPGM-VM [19], an ascending hierarchical classification analogous to the UPGMA method,
with two main differences: (i) there is no arithmetical mean, the nucleotide sequences are
aligned by pairs, (ii) the metric varies with the ascending classification and gap is considered
as a fifth nucleotide. This variation allows a complete sequence to be gathered in the same group
with the corresponding truncated and/or deleted sequences such as MITEs. Thus, the 183
elements extracted from aphid genomes were added to a set of 96 already known complete
sequences from the Tc/-mariner-1S630 superfamily published in GenBank and to 50 sequences
found in eukaryote genomes (Additional file 3). MITE classification is based on identity of
TIRs, internal sequences of complete transposable elements and on the breakpoints of deletions.
For phylogenetic analysis, the amino acid sequences were aligned with Aliview1.18 [39] and
the best-fitting ML model (AIC, matrix WAG+F+I+G) was selected using Protest 2.4 server
[45]. Then, the phylogenetic analysis of transposases was computed using MEGAG6 [46] with
1000 bootstrap replicates.

Results

Distribution and diversity of mariner and rosa elements within the Macrosiphini tribe
Search of sequences belonging to the main mariner subfamilies DD34D and to the rosa DD41D
group was based on a homology approach (tBLASTN) using a set of 18 known transposases as
queries (Additional file 1). We found a total of 115 copies from A. pisum clustered in eleven

lineages, 45 from D. noxia clustered in seven lineages and 23 copies from M. persicae
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distributed in four lineages. A lineage corresponds to a group of sequences that is more than

75% similar and to clear phylogenetic clades (see below).

While 183 copies were extracted, 23 complete and potential autonomous sequences,

representing 12.57% of all copies, have been identified in aphid genomes. A low copy number,
ranging from one to six, per lineage and per species is observed. More precisely, only ten
sequences distributed into nine lineages are found in A. pisum genome. All these sequences are
named Apismar. For D. noxia, seven complete copies (Dnomar) are grouped into five lineages
and only six copies from M. persicae (Mpmar) are gathered in the same group.
For most of these clusters (14 out of 15), the terminal inverted repeats (TIRs) necessary for
transposition have been identified, as well as the TA target site duplication (TSD). The
Apismar4.2 does not display a TSD. Interestingly, the whole nucleotide sequences appear
heterogeneous in length. Some clusters with a short TIR (15-32bp) have a full length of
approximately 1.3 kb (i.e. Apismarl.2, Apismar4.1), while others (i.e. Apismar5.1, Apismar5.2)
showed sizes longer than 2 kb due to long TIR sequences about 460bp (Table 1).

Classification of the 183 aphid sequences, based on the 146 nucleotide sequences of the
Tc1/mariner superfamily, was performed using a UPGM-VM method. This allows all sequences
to be dealt with whatever their length, including the distantly related 7c/ and 7c3 sequences of
animals, plants, fungi and bacteria like /1S630 (Figure 1, Additional file 3).

Results reveal that 75 copies (18 complete elements and 57 deleted/truncated sequences) belong
to the irritans subfamily. They can be subdivided into three tribes: the first is specific to aphids,
namely Macrosiphinimar (Apismarl, Dnomarl and Mpmarl). The second is close to known
Batmar-like-elements found in the bat Rhinolophus ferrumequinum genome. This group
includes complete (Apismar2 and Dnomar?2) and shorter sequences (deleted or truncated) from
the three aphids species. The last tribe, namely Dnomar-like element, contains a complete copy
from D. noxia (Dnomar3) and deleted/truncated sequences from D. noxia and M. persicae.
Furthermore, two other groups can be identified: 7osa DD41D and a new one close to the latter
(Figure 1, Additional file 3). rosa DD41D is represented by 44 copies restricted to A. pisum
(Apismar4) and D. noxia genomes. They are clustered with Crmar2 found in the Diptera
Mediterranean fruit fly Ceratitis rosa. The second group, characterized by a long TIR, named
LTIR-like elements, mainly comprises sequences from the pea aphid (4Apismar35.1, Apismar35.2)
and may correspond to a new subfamily.

In the same genome, at least four lineages can coexist. However, large differences are
observed among species (Figure 1). Indeed, in M. persicae, a potential autonomous element

(Mpmarl) from Macrosiphinimar, related to short sequences, is identified. No rosa elements
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are detected and only deleted/truncated copies belonging to LTIR-like, Dnomar-like and
Batmar-like elements are detected. In D. noxia, five irritans lineages are found. They include
potential autonomous elements (Dnomar) and a few deleted/truncated copies of the same
lineage. Two lineages are composed by short sequences belonging to rosa and LTIR clades.
Furthermore, the genome of A. pisum is free of Dnomar-like elements. The other lineages are
mainly represented by deleted/truncated copies and only a few complete sequences (Apismar1-
5) can be detected. Hence, the large diversity of these elements among species may reflect the
independent evolutionary history of these lineages or specific properties of the genome.

TIRs show a higher degree of identity in the irritans subfamily, suggesting a possible recent
common ancestor, while they seem to be less conserved in rosa and LTIR elements (Additional
file 4). In addition, TIRs do not present palindromic motifs, but only mirror repeats can be
detected in Apismar2.1 and Dnomar?2.1 belonging to Batmar- like elements (Table 1).

Otherwise, the screening of NCBI-nr and WGS databases (Eukaryotes) with the complete
elements identified in aphid’s genomes reveals only one sequence having a level of similarity
above 90%, with cover queries up to 90%. In fact, it concerns a complete element belonging to
the irritans subfamily found in the genome of the Coleoptera Agrilus planipennis, which is
closely related to Dnomar2.2 from D. noxia with 92% of similarity (Figure 1, Additional file
3).

Protein and phylogenetic analyses

The protein sequences of the 15 full clusters are characterized by an ORF encoding about 339
to 370 aa (Figure 2, Table 1 and Additional file 2). They are aligned with 56 other copies of the
Tcl-mariner superfamily belonging to non-aphids species. The topology of the ML
phylogenetic tree is roughly similar to the classification based on nucleotide sequences (Figure
1, Additional file 3). Indeed, the five tribes, previously described, are supported by high
bootstrap values (98-100%). The percentage of identity between these clades varies from 28 to
59% (Additional file 5).

Only six complete sequences (Apismarl.1, Mpmarl, Apismar2.1, Apismar4.1, Apismar4.3
and Apismar5.1) present an intact ORF with no frameshift or codon stop, suggesting that they
might be active (Table 1, Additional file 2). The sequences related to the conserved motifs,
especially WVPHEL and YSPDLA, as well as the catalytic site DD34D considered as the
mariner signature [47,48], are detected in most of the sequences belonging to the irritans
subfamily: Macrosiphinimar, Batmar-like elements and Dnomar-like elements (Figure 2,
Additional file 2). The less conserved motifis WVPHEL, localized between the HTH motif and
the first D. The catalytic site is relatively well conserved (7 out of 10) with a length
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polymorphism between the three residues. Two sequences are deprived of HTH and one of
NLS. These three copies are probably inactive.

In the rosa clade, close to Crmar2-like elements, the catalytic domain is DD41D rather
than the canonical DD34D (Figure 2, Additional file 2). While the NLS motif is lacking, the
HTH is located from position 88 to 110 in Apismar4.1 and from 90 to 112 in Apismar4.3.

The classification and phylogenetic tree showed the presence of a monophyletic clade
related to rosa DD41D (43% + 0.016 of similarity), designated LT/R. This monophyletic group,
characterized by long sequences (> 2.3 kb) with a long TIR (> 460 bp), can be divided into two
tribes based on the transposase similarities. The NLS motif is absent and in the catalytic domain
the distance between the second and the third D is of 40 aa for Apismar5.2 and 41 aa for
Apismar3. 1. Otherwise, HTH motif is only present in L7/R DD41D (Figure 2, Additional file
2). The phylogenetic tree also indicated that rosa DD41D and LT/IR DD40-41D elements are
closer to maT and Tc1 than to mariner subfamilies (Figure 1). The comparison of the sequences
surrounding the catalytic site is summarized in Figure 3. The flanking sequences of the second

D is clearly distinct between the different groups (rosa/ LTIR/maT vs the mariner subfamilies).

MITEs occurrence: structure and evolution

MITEs are defined as short non-autonomous copies which are known to derive from
autonomous ones. They do not encode functional transposase but can be frans-mobilized thank
to the transposase of complete copies.

MITEs, detected in the present work, represent 43 copies i.e. 23.5% of all extracted
sequences. Only the Dnomar-like tribe is free of MITEs (Table 2). For the others, there is a
large-size polymorphism, and MITEs are clustered into eleven sublineages based on the
breaking points of the main internal deletion and the TIR sequences. All of these sequences,
except one (MITE.1 sub?2), can be related to a full-length copy (Figure 1, 4 and Additional file
3). Microhomologies have been found at the breaking points of the internal deletions for most
of the MITEs. According to the nomenclature proposed by Negoua et al. [49], they are of the
BPEE type for seven sublineages of MITE, and of the BPNN type for two other sublineages
(Table 2). For the remaining (MITE.1) no microhomology can be detected.

In the irritans clade, represented by the Macrosiphinimar tribes and Batmar-like elements,
only 4. pisum and M. persicae contain MITEs, with size varying between 908 and 1165 bp. The
first tribe (MITE 1. 1) includes nine copies from the pea aphid clustered in two sublineages (subl
and sub2) which only share the first 12 nucleotides of the TIRs. An additional lineage
(MITE1.2), closely related to MITE].1subl, is found in M. persicae. These two sublineages

present similar TIRs and an average identity of 81.8%. However, they do not have similar
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breaking points (Figure 4). These two types of MITEs are related to putative autonomous copies
found in each species (Apismarl.1 and Mpmarl.1 respectively) showing 99% of identity.

A similar situation is observed for the rosa clade when MITE4.1subl and MITE4.2 are
compared. The MITE4.1 lineage, includes twelve copies with lengths from 349 to 548 bp,
comprised two sublineages. Although clearly related, these sublineages seemed to result from
independent internal deletions of the Apismar4.1 complete element. The D. noxia genome
contains two copies of a MITE of 578 bp (MITE4.2) which are also closely related to the
autonomous element Apismar4.1 (Figure 4).

For the LTIR DD41D tribe, MITES. 1, only found in D. noxia, comprises five copies (790-
822 bp) with the same breakpoints, and are related to the autonomous element Apismar5.1. No
MITES. 1 was retrieved in the A. pisum genome. Furthermore, MITES.2 of LTIR DD40D tribe
identified in the pea aphid is composed of seven short copies (411 and 441 bp). They are divided
into two sublineages depending on the breakpoint positions, probably resulting from
independent internal deletions (Figure 4).

Globally, these results show that (i) MITEs in aphid species are less frequent than in

Drosophila ananassae (about 240 copies) [41] and in Rhodnius prolixus (about 400 copies)
[20]; (i1) irritans clades do not generate MITEs smaller than 900bp, in contrast to rosa and
LTIR-like elements clades; (iii) three MITE sublineages (MITE2.2, MITE4.2 and MITES.1) are
closely related to autonomous copies found in other species; (iv) orphan MITE sublineages can
be detected with no full-length partner (MITE!.1 sub2). In the later case, it cannot be excluded
that active copies still exist in other populations or closely related species.
The distribution of MITEs and their relationship with full-length elements show that their
phylogeny is inconsistent with that of the species. Several scenarios involving the existence of
ancestral polymorphism, current population polymorphism (presence/absence of autonomous
copies and/or MITEs), stochastic loss of autonomous copies and/or horizontal transfers can be
proposed.

To infer the dynamics of MITEs identified in the aphid genomes, we generated consensus
sequences for each sublineage in order to estimate their period of amplification from their
percentage of divergence, as proposed by Le Rouzic et al. [50] and Wallau ef al. [41]. Except
for two sequences of the MITE4.1 sub2 showing 69 and 72% of identity with the consensus of
this lineage, all others exhibit a level of identity higher than 85% (Figure 5). While the
transposition rate (frans-mobilization) of these copies is unknown, we observed that some of
them are almost identical (97-99% of identity) suggesting that these copies are still trans-

mobilizable or were recently inactivated. The remaining sequences (identity level from 85% to
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95%) are less conserved and probably correspond to ancient trans-mobilization, and are no

longer mobilizable.

Discussion

The three species of aphids, 4. pisum, D. noxia and M. persicae, present different genome sizes
(541Mb, 393Mb and 398Mb respectively), which correspond to different TE equipment
[35,37], i.e. 38% and 11.5% for the first two species (no information being available for M.
persicae), suggesting as previously proposed that the contribution of TEs to genome size
variation is greater relative to other sources of variation [41,51,52].

This present work focused on a survey of MLE-related elements in aphid genomes. A total of
115, 45 and 23 sequences, extracted from A. pisum, D. noxia and M. persicae, respectively, are
clustered into 22 lineages. The relative abundance of MLE-related elements in these three
aphids’ genomes is low compared to other insect genomes. For instance, mariner subfamilies
are represented by 10836 copies in the 700Mb genome of the Hemiptera Rhodnius prolixus [20]
and 642 copies in the 156Mb genome of the Drosophila eugracilis [41]. Otherwise, the Tci-
mariner superfamily is poorly represented in each aphid genome compared to other
superfamilies of DNA transposons, such as piggyBac or hAT (personal data). This observation
might be an illustration of the competition that may occur between superfamilies as described
by Abrusan and Krambeck [53]. However, today without a complete and detailed overview of
TE equipment of these genomes, we do not have strong arguments to conclude that such a result
1s due to competition.

In the mariner family, only members of the irritans subfamily are identified in the aphid’s
genomes. They belong to the Macrosiphinimar, Batmar-like and Dnomar-like tribes, and are
characterized by the DD34D catalytic site. Moreover, only three lineages might still be active
(Apismarl.1, Mpmarl.l and Apismar2.1). No sequence related to other mariner subfamilies
(i.e. mauritiana, mellifera, cecropia, elegans) is found in these genomes, although they have
been identified in vitro in other species belonging to a closely related aphid species such as
Aphis glycines [33] and seven tree aphids [34].

However, sequences belonging to the rosa family (initially closely related to the mariner
family [9]) have been detected in A. pisum and D. noxia; and a novel clade (LTIR-like) has been
identified. This clade is closely related to the rosa subfamily but is characterized by long TIRs
(about 460bp vs 28-32bp). Moreover, conservation of some specific amino acid residues in their
catalytic region, especially the final aspartic acid (D) rather than glutamic acid (E), and

phylogenetic analysis revealed that rosa and LTIR-like elements are more closely related to maT
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elements than to 7c/ and mariner ones. Therefore, we suggest that rosa DD41D and LTIR-like
elements constitute a large new family belonging to 7cl/mariner.

Distribution, diversity and phylogeny of these elements in the three aphids’ genomes are
probably the result of vertical transmissions associated to an ancestral polymorphism. In such
a situation, closely related sequences derived from the same ancestral copy can be found in
several species, while copies derived from different ancestral copies and found in the same
genome, can be more distantly related (see for instance [54-56]). Host genomes are also able to
repress TE activity [57,58], leading to their elimination by stochastic loss or vertical extinction.
Therefore, the absence of members of the rosa family may be due to a stochastic loss during
the evolutionary trajectory of M. persicae. A similar observation was illustrated in some
Drosophila species for mariner subfamilies [41,59].

The high level of similarity between MITEs and autonomous partner indicates that short
sequences are internally deleted elements, deriving from complete copies. Most of them exhibit
direct repeat microhomologies exactly (BPE) or nearly (BPN) to the deletion breakpoints,
suggesting that these internal deletions are probably due to abortive gap repair [49,60,61].
However, MITEs and related complete copies can be found in two different species, as
described in the R. prolixus and Drosophila genus [20,41]. This is the case for MITE?2.2,
MITE4.2 and MITES. 1. To explain such observations, two scenarios can be proposed. First, the
ancestral autonomous element at the origin of MITEs may have been lost after the MITE
amplification, but was maintained in another species. Another hypothesis consists in the
emergence of MITEs after internal deletion(s) of a complete copy, these MITEs being then
mobilized by the transposase of another copy closely related to the first one.

Finally, horizontal transfer may also occur for all these sequences between distantly related
species. For instance, the mariner autonomous transposon Dnomar2.2 from D. noxia is closely
related to the sequence of Agrilus planipennis. Despite a divergence time of about 361 Mya
between these two species (http://www.timetree.org/index.php), the phylogenetic tree of these
elements is inconsistent with that of the species. Moreover, HT could also explain the patchy
distribution of MITE elements in aphids. However, in all these cases, the transfer mechanism(s)
remain unknown and only propositions are suggested, like those proposed in Silva et al. [62]

and Loreto et al. [63].

Conclusion
Our results represent the first in silico evidence of diversity and possible evolutionary scenarios
of elements belonging to the three clades: irritans, rosa and a new one named LTIR-like
elements in aphid genomes. This latter clade is characterized by long TIRs and subdivided into

two distinct subgroups based on the catalytic domain signature DD40D or DD41D. Moreover,

72



based on protein and phylogenetic analyses, the rosa and LTIR transposons are related to maT
DD37D elements, indicating a recent common ancestor. We also demonstrated the presence of
several MITE lineages deriving from internal deletion of autonomous elements. Finally, this
study proposes an update of the classification of the 7cl/mariner superfamily. Data analyses
will offer a basis for future research aiming to understand the role of transposable elements
during evolution and to develop biotechnological applications for the genetic control of aphid

species.
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Figure 1. Classification and phylogenetic tree of sequences identified in Macrosiphini tribe.

A. Classification of the 115 sequences obtained from Acyrthosiphon pisum, 45 from Diuraphis noxia and 23 from Myzus persicae. These 183 sequences, along with 146 elements belonging to the
Tc1/mariner superfamily were classified using the UPGM-VM method [19]. References and positions of all these sequences are given in Additional file 3 according to the reading sense indicated by
the arrow in the circular tree. Sequences found in A. pisum, D. noxia and M. persicae are given in colour, in green, brown and grey, respectively. Complete sequences are marked by a full black circle
and MITEs by an empty circle. B. The phylogeny based on amino-acid sequences of the 15 lineages. After a search of the best evolutionary scenario (ProTest 2.4), this tree was generated in MEGA6
with the Maximum likelihood (ML) method, using the WAG+F+I+G model. Only bootstrapping values (1000 replications) higher than 60% are written on the branch. Families and subfamilies are
indicated in the right-hand part of the tree. The colored rectangles correspond to the different tribes as in A. Green squares, grey lozenges and brown triangles refer to the aphid species A. pisum, D.
noxia and M. persicae, respectively. The designation of unpublished sequences extracted from other species than those of the three aphids includes a point (i.e. Vemar. from Vollenhovia emeryi).
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Sequences name: Apismar: elements from Acyrthosiphon pisum, Dnomar: elements from Diuraphis noxia and Mpmar: elements from Myzus persicae.
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Figure 2. Schematic representation of the 15 lineages corresponding to complete sequences found in aphid’s genomes.
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red. Blue arrows indicate TIR, while bold lines represent UTRs. A turned T shows the presence of polyAdenylation site “AATAAA”. In transposase gene, the three catalytic residues containing aspartic

amino acids marked in red are indicated. The helix turn helix (HTH) region, the nuclear localization signal (NLS), and motifs related to WVPHEL are also mentioned.
Sequences name: Apismar: elements from Acyrthosiphon pisum, Dnomar: elements from Diuraphis noxia and Mpmar: elements from Myzus persicae.
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Figure 3. Multiple alignments of catalytic motifs of 7cl, mariner, maT families with the 15 lineages

identified in aphids.
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Figure 4. Sequence alignments of MITE lineages with a longer autonomous partner.

For each alignment (a-h), sequences are in blue, showing substitutions in red and gaps in black. The autonomous copies
related to MITE and the global structure of the copies are shown on top, with arrowheads corresponding to TIR. Similar
copies in length and sequence-defined sublineages (numbered in green). Given the lack of homology with the full potential
element, MITE1.1 sub?2 is not represented. a, ¢, ¢ and h are found in A. pisum, b and d in M. persicae, f and g in D. noxia.
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Figure 5. Evolution analysis of different MITEs sublineages.

Based on the comparison of consensus with copies, the similarity rates are identified. While copy sublineages with a high
level of similarity present recent invasion, the decrease of this percentage refers to an ancient element. Filled, hatched and
dotted patterns correspond to A. pisum, D. noxia and M. persicae, respectively. Colors match to the different tribes as in
Figure 1.
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Table 1. Characteristics of 15 lineages corresponding to complete elements.

The copy number, clade, length of the element, TIR and ORF, as well as the presence of potentially active copies, are specifically indicated for each complete sequence. The number of
copies not truncated by “N” is mentioned in the fifth column. Potentially active copy = existence of at least copy with a complete ORF, with no frameshift or codon stop. In TIR sequences,
the mirror sites are mentioned in bold.

Clade Tribe Species Lineage Complete  Length TIR ORF Potentially
name copy (bp) Length Sequences Length  active copy
number (bp) (aa)

. Apismarl.l 1 1334 28 CGAGGCGTGTCCAGAAAGTAAGTGTACT 354 Yes

A pisum Apismarl.2 1 1317 15 TTCGAAAAGTAAGGG 355 No

Macrosiphinimar . Dnomarl.1 1 1347 28  CGAGGCGTGTCCAGAAAGTAAGTGTACT 354 No

P noxia Dnomarl.2 1 1300 20  TWCGAAAAKTAAGGGCCGTIT 347 No

irritans M. persicae Mpmarl.1 6 1334 28  CGAGGCGTGTCCAGAAAGTAAGIGTACT 355 Yes

DD34D _ Apismar2.1 1 1323 30 CGAGGTATGACAATAAAATAAYGAGACTTT 354 Yes

A pisum Apismar2.2 2 1280 22  AAYACCCAGACAAMAWKTATTA 354 No

Batmar-like

. Dnomar2.1 2 1326 27  YGAKGTGWSAMATAAAATAAACGAGAC 357 No

P noxia Dnomar2.2 2 1344 24 CSWGGTGTGTTCAAAAAGWACYCG 339 No

Dnomar-like D. noxia Dnomar3.1 1 1360 26  CGAGGGCGGGCTGATAAGTAATGCCT 362 No

Apismar4.1 1 1355 32  AAGGGTGTCTCAAAAAGAACGCCGGATTTRAA 361 Yes

DIrDTfD Crmar2-like A. pisum Apismar4.2 1 1299 32  GGGITTTTCAATARRAGCGCTCGAWSTTTSAT 361 No

Apismar4.3 1 1316 27  GGTGCGGCAGAGCCRACTGACGAGTTT 362 Yes

DD41D A. pisum Apismar5.1 1 2307 466  TCACCAATTTAGGGAACACTGAATTICTCGGCT.. 370 Yes

HTIR DD40D A. pisum Apismar5.2 1 2423 460 AATGTGTCAAACTTCTAGAGGTGTTITCTACACC.. 351 No
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Table 2. List of MITEs detected in the aphid’s genomes.
NR = no related autonomous copy identified. Presence of short direct repeat (microhomologies) in the region of deletion breakpoints are indicated: BPEE for Breaking Point Exact Exact
and BPNN for Breaking Point Near Near (according to the nomenclature proposed by Negoua et al. [49]).

Clade Tribe Species ID MITE Length Sublineage Copy TIR sequences Autonomous element Breakpoints
(bp) number related to MITE
sequences Average
identity (%)
subl 5 CGAGGCRTGTCCAGAAAGTAAGTGTACT Apismarl.1 90.8
o A. pisum MITEL.1 923-1165 -
Macrosiphinimar sub2 4 CGAGGCGTGTCCCAAAARTAAGGTCTCCAT NR -
irritans
ik M. persicae MITEL.2 959, 1007 subl 2 CGAGGCGTGTCCWGAARAGWAAGTGTACT Mpmarl.1 92
DD34D BPEE
. A. pisum MITE2.1 908-931 subl 3 . 98.6
Batmar-like CGAGGTRTGACAATAAAATAACGAGACTTT Apismar2.1
M. persicae MITE2.2 908-912 subl 3 97 BPNN
subl 8 AAGGGTGTCTCAAAAAGAACGCCGGATTTRAA 94.5
rosa . A. pisum MITE4.1 349-548 .
DDA41D Crmar2-like sub2 4 RGGRTRYCWCAAAAARAAGSGYGGATTTKRAA Apismar4.1 74.6 BPEE
D. noxia MITEA4.2 578 subl 2 WAGGGTGTCTCAAAAAGAACGCCGGATTTRAA 97
DD41D D. noxia MITES.1 790-822 subl 5 TCACCAATTTAGGGATCACTGAATTTCTCGGC... Apismar5.1 86.2 BPEE
LTIR . subl 4 . 90.25 BPEE
DD40D A. pisum MITES.2 411-441 AATGTGTCAAACTTCTAGAGGTGTTTCTACAC... Apismar5.2
sub2 3 90 BPNN
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Additional file 1. mariner and rosa transposases sequences used as queries in the tBLASTN search
(Species, Clades, Accession number).

Transposase Species Clades Accession
number
Catalytic motif ID name
Cbmarl Caenorhabditis briggsae briggsae AC099767
Avamar Adineta vaga elegans AAZ67106.1
Cemarl C. elegans NP497120.1
Gtmarl Girardia tigrina ) CAA56763.1
. cecropia
Hsmarl Homo sapiens u52077
Bytmar Bythograea thermydron CAD45367.1
Cpmarl Chrysoperla plorabunda AAA28265.1
Fungia Fungia sp. Kusabiraishi BAB32436.1
Himarl Haematobia irritans DD34D irritans U11642
Hsmar2 H. sapiens AAC52011.1
Rfmar Rhinolophus AC157888
ferrumequinum
Ammar Apis mellifera AY 155490
Ccmar2 Ceratitis capitata mellifera AA012864
Famarl Forficula auricularia AY155492
Desmarl Mayetiola destructor U24436
Mboumar Messor bouvieri mauritiana AJ781769
Mos1 Drosophila mauritiana X78906
Crmar?2 Ceratitis rosa DD41D rosa AAK61417.1
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Additional file 2. Amino acid sequences of the transposase of the 15 complete elements. The three aspartic
residues of the catalytic domain are marked in red, the sequences related to the WVPHEL-specific motif of the DNA
binding domain are indicated in black bold as well as the helix turn helix (HTH) region (underlined) and the
NLS (in blue). Stop codons are represented by asterisks (*).

Apismarl.1
MSIESAAKCEIRAVIRYLVAKEKSPHEIFNEVRTVYGEGHMNRTSVYKWCREFKNDRTNVHDDLRSGRPSILTDD
IVKKSRMRFVDRRLTLDELSAMFPQLSRSLLHETS I TETSLGFHKLCARWVPKQLTEQHMLNRVOASREFLERYE
LDGDNFLKSIVTGNETSWVAHYTPETSKRQSEQWRHTTSPSTKKENTTI SAKK IMASVFWDHKGI ILIEYLPQGE
TSINAARYCETSLKKLRRAIQONKRRGLLTSGVCLLHDNARPHTANVTKQLLDSFGWDVLNHTPYSPDLAPSDYHL
FTSLKKHMGGKKFSADEEVKGAVDKWTKEMAAEFYEAGIKKLICRLTTCIERNGDYVEK

Apismar1.2
MSAIVAAPASCEVRTVIRFLCAKRSSAAEIHGELCLAYGLTVMSEGKIRWCRDFKNGRTNVHDEERSGRPSMQTD
EIVSLVDQKLRFDCRLTISALADEFPNLARTTVYTIITEKLGYHKLYARWVPKMLTDQHKEQRIMSSGREFLNRY
RQDGDNLFSHIVTGDGTWISYINPETSKQQSMOWRHSTSPKQKKFKQTPYTSRKMMATVFWDEKSVLLVDFMERG
TTITAQVYCETSLNKLRCAIQONRRRGKLSSSIILLHDNARPHTAAKTQEKIDFR*ELFNHPLYSPDLVPSDYFLF
FHFKKWLVGQRFENDKELNAVENWENSQAANFYADGLRKLVKRYEKCFE INGNYVEK

Dnomarl.1
MSIESATMCEIRAVIRYLDAKEKSP*GIFNEVRTTYIEGNNINRTSVYKWCREFKNNRTNVHDDLRSGRPSVLTD
DIVKKVENAVCDDRRLTLDELSATFPQLPRSLIHETSITETSLGFHKLCARWVPKQLTDQHMLNRVQASREFLER
YELDGDNFLKSIITEDETSWVAHYTLETSKRQSEQWHHTTSPSTKKFKTIISAKKIMALVEWDHKGIIFIKYLPQ
GETSINAARYFETSLKKLRRAIQONKKRGLLTSGDCLRLHDNTKPHMANVSKQLLDSFGWDVLNHPPYSPDLAPSD
YHFFTSLKKLVVGKKFSTDEEVKGAVDKWTKEVFYGAGIKKFICCLITCI*RDGDYAEK

Dnomarl.2
MSTIIPAPTSCEIRAVIRFLCAKRSSAAEIHQELFLVYGPNVMSEGKIRQWCRDLKNGRTNVHSMQTDEIVSLMD
QKPRTNRRLTFSTLADEFPNL*RTIVYTIVTEKLGYHKLCARWLPKMLTDQHQE*RITSG*EFLIHYRQODGDNLF
SHIATGYETSWISYINPETsKQQSMOWCRSTSSKPKKFKPTPCTSRKMIATVEFWDEKGVLLVDFMERGTTITAEV
YCETSLNKLRRAIQN*RSGK*SGIILRDNARPHTAAKTQEKIQDFRWKLLNHPPYSTDLAPSDYFLFLHEFKKWLG
EQRFENDKELKNAVENWFKSQNEFYTDELRKLVKWYEKCLEVNGDYVEK

Mpmarl.1
MSIESAAKCEIRAVIRYLVAKEKSPHEIFNEVRTVYGEGHMNRTSVYKWCREFKIGCTNVHDDLRSGRPSILTDD
TVKIVENAVRDDRRLTLDELSAMFPQLSRSLLHETSITETSLGFHKLCARWVPKQLTEQHMLNRVQASREFLERY
ELDGDNFLKSIVTGDETSWVAHYTPETSKKQSEQWRHTTSPSTKKFKTT I SAKKIMASVFWDLKGIILIEYLPQG
ETSINAARYCETSLKKLRRAIQNKRRGLLTSGVCLLHDNARPHTANVTKQLLDSFGWDVLNHPPYSPDLAHSDYH
LFTSLKKHMGGKKFSADEEVKGAVDKWTKEMAAEFYEAGIKKLICRLTTCIERNGDYVEK

Apismar2.1
MLDIKIEQRVNIKFLVKLKKTAAESFRMLCEVYGEECLSRARVFEWHKRFCSGREDVEDDDRSERPTTSSTNENV
EKIDKITRQDRRLSVRAVAEMVNIDRESVRKILVENLNMNKVCAKMVPKNLT I DQKFNRKEICSDTLKI IKDDPS
FINNIITCDETSWIFTYDPETSKRQSMHWKTPTSPRMKKARMSKSKFKAMLIVFFDIKGI IFVEWVPSGQTVNQY
YYKEVLIKLRERVRKKRPDLWKNGWVLHQDNAPAHSAFSIQRYLTEKKISVLQHPPYSPDLAPCDFFLFPKIKSL
LKGTHFQTVDDVKMKTAELLKGLNESDWQHCFQEWQRRMOQC IDAEGRYFEGDNH

Apismar2.2
MDNITEQRACFKFCSKIGKNATETSLELIKLAFGDVSLSRCVTFDWFRRSKEGRISIEDDYRPGRPSSSKTNDTI
DLVRNKIRNYRRLTVREVANEVGTSTIGTCHSILSDELSMKRVSAKLLPKTEEQMEHRTEVCLELKNRVSNDPNFT
KSIITGDETSWVYGYDPKTKVQSSOWKTANSSRPKKCRQIRSNIKAMLIVFFDFFGLVHYEFVPTGQOTINQVEYK
*VVLKRLREKVCRKRPEVWKSKSWFLHHEDNAPAHSALSIREFLASKNIPVVPHPPYSPDLAPCDFFLFPRLKSTL
KGHRFVDVNETSIHNATQELKAITMKEIQRCFKKWQDRWDHC IEAKGHYFEGDPFK

Dnomar2.1
MLGIKFEQR*NIKFFCEIKKKIAVESFHILCEFYGEERLSRVCVFELHKERMSKMMIVLDVLRPTTPSTNENVEK
IDTITRK*RRLSVRAVTEMVNIDRESVRKILVENLNMKKMCAKWSLKSLTVDQKFNRKEICSDTLKI TKDDPSFT
NNIITCDETSCIFTYDTETSKRQOSMHWKTVRHQOVSQE*RKHE*TSONSKQFSLFSLTLRE*LFLEWVPSGQTVYQ
YYCKEILIKLKEHIRKK* LNLWKNGWVLHQDNAPAHSAFSIQRFLTEKNIFILQHPPYSPDFTPCDFFLFSKIKS
LLKNGTNNFQTVDDVKM* TAELLKGLTESDWQYCFQEWQRRMQOQCVDDE *RY FEGDNH

Dnomar2.2
MEELKSQRIFIKFCVKNEIKCSKVCELLQOKAYGESAMKKTIVNEWYKRYQDGRKDVEDDKRSGRPSTS I IDANVK
KVEKMVVNDRRITIIREVADEVGISIVSCONIFSNVLGLKRVAAKFIPKLLNFDOKNNRMNVAQELLNDVNVDPS
LLERVITSDETSWVYGYEVETSKAQSSTWKHSTSPRAKKARQVRSNVKVLLTVEFFDFNGIVHQEFLPQGRTVNKE
YYLEVMRRLREAIRKKRPDIWKNNSWLLHHDNAPAHSSLLVHNFLAKNNTAVMPQPPYSPDMAPCAFFLEFPMLKR

HMKGQRFSSIEEIKAESLRVLKDMPKSEYQECFEDWKKSLA
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Dnomar3.1
MESIITAPSDVRFKQRAVIEFLVAENVKPVDIHRRLLAVYGNQTLDVSSVRRWALRVKGSEVGKAIITDQODRSGR
PVTVTDEGLVTRPIKQKVDDLVKGNRRIKQSEIATALGISKERVOHILCELE YRKICTRWVPKMLTEEMKONRVE
ICROLLLRLNVRENFLNIMVTGDESWVHHYGPENKRQSMEFRHKTSPAPKKFKVQASAGKVMLTVEFWDSKGVIHT
EYLEKGSTINSIRYIEALKKLKKRIKRVRPNLTQFLLHHDNARPHCSRATMTAIESLGFQVIPHPPYSPDLAPCD
FFLFPKLKEHLKGTKFNSDEKVKAEVKRWENAQPEEFYLNGISKLVNRWQKCIALEGSYVEK

Apismar4.1
MERYSKEQRVLIVKTHYQONGEHYAVTVRKLRTILGHHNAPNESTVRRLIKKFEESGSTQDKKISGRHRSGRSEAN
VTVVHDSVTVSPRKSCRRRAQEMHMS PATMQORILTKDLHLHAYKVQLTQELKPADHEKRRQFVEWILTRDRESEG
FAKRITIFTDEAHFHLNGEFVNKONCRIWGSENPRTIQEKEMHPERVTVWCGIWSGGLIGPYFFEDEEGNAVTVNGV
RYRAMLNHFLWPRLDOMNIENVWFQODGATCHTSRETSIALLREKFPDTLISLRGDQSYPPRSCDLTPCDFFLWG
YTKSRVYQNKVRNVLELKQEIRCVLNELDGAMCDRVMVNFMERIIAYRASRGGHMPDVVFHC

Apismar4.2
MNGYSVEQRVRIIKFYYQONQCSVRETSFRAFTDFYPRHNRPAESTIRRLVAKF*STGSINYQPTPIRQRNARSIE
NIAAVRDSVRENPRQ* IPRRSQELGLSVTSTWRILRRDLGLHPYKIQLTQALKVNDHTQRRVFADWVLGQLAVDP
NFAKKIIFSDEAHFWMNGYVNKONCRIWDDTNPHKTHONKMHPEEVTVWCGFWSGGIIGPYFFQNETSGIAITVN
GERYRSMINNFFWPKLDDMDTEDMWFQQODGATCHTARATMDILRERFEGMVISRNGDINWPPRSCDLTPLDFFLW

GYLKSQVYANKPQTIDALKVNIINTIKKIQPDVCNKVIENWTTRIRATKQSRGGHLNDVIFHK

Apismar4.3
MVWTGVHRSEFVVRAYYENNHSLIATQRAFRIHFGIPRNESIPSANTIKEWIRQLEETSGSTLSELGHGAPRTVRT
PENVOLVRESTEQSPTRSARKHAVALGISVRSLRRILHEYLSFHPYKLMLVQELHATDYDNRKNLCQQILLRIPP
TSTFFCSDEAHFHLSGTVNKONFRYWAANNPOOQLHERPLHSPKVIVWCGVSQFGVIGPYFFEDENRTVIVTPGRY
VVMLETSYLQORLEEMAEYHNLENVWEFQODGATAHTAQISLGVLQOMFPGRLVSLRGDIGWPARSPDLSMCDFFEL
WGYLKDKVFRHRPHTIEDLKOKITEEIEAIPVETSCRKSYESFRDRLOQCIDADGRHHRDIISKQO

Apismars5.1
MLVVILVRLVGLNVKMNNQEKVOMLLIYGKCDRNSROSARMYAEQYPGRYHPPHTFFIKIEQLLINHGAFSVKVV
RNQQIRENNINEDVELQVLAY IRLNPRSSVRHVGREVGISFGLVHKILKKHKMHPYKPDLVQHLRPADPERRLNF
IAWLLVQIDTKPLFLNQILWTDESKFTNNGVINKQONNRMWSDVNPHWAVDNRYQTVWGTNVWCGLIGGKLLGPYF
YEENLTARRYLAFLTNVLPLMLENLPLATRQTLYFOODGAPAHNAHIVRDYLNRVYEGKWLGTYGPIEWPARSPD

ITPLDFFLWGHLKTVVYADPPVNLADLKNKILVACNNLTESQIMSATNRGCLOQRFQLCVDNHGANFEQFT
Apismar5.2
MPSYSNTELPDMHFIYGLCNGNTRASQREYENRFPHRRVPAPAMFSRIHQALRQRGNFRRSLRESVONVDLERET
LDEVNRDPETSSTRTLAHQFGVHHSTVWRT INREGLHPYHF*EFMA*RTQTINNVYSSVDGYFIMKLRIVVESKV
LWTDESTFTREGVENIHNSHHYAQENPRLVRQORFQRREFSINVWMGI IGGVLIGPFLGLPRTVGGNSYLNFLONE
LPGLLEDLPLEVRRRMIYQHDGAPPHFSRAVRQHLDETSFTCWIGRGGTIPWPPRSPDLTPMDFFVWGYLKERVY
HQEVDSEAELROQRILOAATEIRRVVTAGVTGRHVRERARACLRONGGHIEQLL
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Additional file 3. Sequences classified by UPGM-VM method according to the reading sense indicated
by the arrow in the circular tree. Deleted or truncated sequences are indicated by an asterisk (*).

Macrosiphinimar DD34D

1 0i984744883:140935-140721 strand- *
2 Diuraphis noxia 0i984744980:13238-14654 strand+ *
3 0i984745316:3270-2865 strand- *
4 0i984745505:879619-879165 strand- *
5 0i320446981 NW003383590.1 Scaffold101:202225-201649 strand - *
6 | Acyrthosiphon pisum 0i320388812 NW003403215.1 Scaffold19726:243-904 strand - *
7 0i320446984 NW003383587.1 Scaffold 98:39716-40668 strand + MITEL.1 subl
8 | Myzus persicae Scaffold419:92618-93582 strand- *
9 | Acyrthosiphon pisum 0i320446985 NW003383586.1 Scaffold97:172262-173595 strand + Apismarl.l
10 Scaffold938 :36419-37755 strand-
11 Scaffold42 :437239-438574 strand-
12 Myzus persicae Scaffold26 :74179-75510 strand+ Mpmarl.1
13 Scaffold353:292415-290211 strand -
14 Scaffold167:418817-420155 strand+
15 Scaffold425:148657-149615 strand + MITEL.3
16 | Diuraphis noxia 0i984745178:34523-35477 strand+ *
17 | Acyrthosiphon pisum 0i320447035 NW003383536.1 Scaffold47:642566-643516 strand + MITEL.1 subl
18 | Myzus persicae Scaffold6:1582921-1583927 strand+ MITE1.3
19 | Acyrthosiphon pisum 0i320446957 NW003383614.1 Scaffold125:833628-834589 strand - MITEL.1 subl
20 Myzus persicae Scaffold344:286764-288093 strand+ Mpmarl.l
21 Scaffold50:754375-755343 strand+ *
22 Acyrthosiphon pisum 0i320446934 NW003383637.1 Scaffold 148:254344-255290 strand + MITEL1 subl
23 0i320446899 NW003383672.1 Scaffold 183:345754-346918 strand + '
24 | Trachymyrmex cornetzi 011006854094 LKEY01038001.1 Contig 38001:392-1605
25 | Rhodnius prolixus Rpmar33 [20]
26 | Vollenhovia emeryi gi763991541 BBUO01005411.1 Contig06950:10342-11676
27 | Oncopeltus fasciatus 0i641099433 JHQO01163363.1 ContigNC163363:6062-7386
28 | Homalodisca vitripennis 0i642862357 JINS01041406.1 ContigNC41406:3310-4634
29 | Myzus persicae Scaffold1103:23507-23906 strand+ *
30 0i984745202:272244-271837 strand- *
31 | Diuraphis noxia 0i984745488:452325-450979 strand- Dnomarl.1
32 0i984745255:324638-325555 strand+ *
33 | Myzus persicae Scaffold131:48139-48677 strand- *
34 0i320447046 NW003383525.1 Scaffold36 :908811-909602 strand - *
35 | Acyrthosiphon pisum 0i320447034 NW003383537.1 Scaffold48:638002-638846 strand + *
36 0i320446875 NW003383696.1 Scaffold207:537540-538487 strand - *
37 Diuraphis noxia 0i984745157:267924-268872 strand+ *
38 0i984744390:37892-38851 strand+ *
39 0i320447089 NW003383510.1 Scaffold21:987841-988816 strand + *
40 0i320446282 NW003384289.1 Scaffold800:146539-147106 strand -
41 0i320446572 NW003383999.1 Scaffold510:194743-195684 strand + MITEL1 sub2
42 Acyrthosiphon pisum 0i320446653 NW003383918.1 Scaffold429:453472-454426 strand + '
43 0i320446326 NW003384245.1 Scaffold756:48163-49727 strand +
44 0i320447005 NW003383566.1 Scaffold77:451686-452577 strand + *
45 0i320442452 NW003388040.1 Scaffold4551:1640-2495 strand + *
46 0i320446993 NW003383578.1 Scaffold89:934560-935876 strand + Apismarl.2
47 | Diuraphis noxia 0i984745245:252450-251151 strand- Dnomar1.2
48 | Dendroctonus ponderosae 0i459605371 APGL01021548.1 Seq01021608:13322-14422
49 | Gerris buenoi 0i822390376 JHBY01085489.1 Contig85496: 109-1314
50 | Homalodisca vitripennis 0i642470880 JJINS01248885.1 ContigNC248885:1757-2877
51 | Mesobuthus martensii 0i553813549 AYEL01086727.1 Contig347321:2028-3230
52 | Anoplophora glabripennis 0i496870061 AQHT01063015.1 Contig63076:4332-5534
Himar-like elements DD34D
53 | Aphis glycines GQ231493
54 | Drosophila yakuba Dromarl18 [41]
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55 | Rhodnius prolixus Rpmar0 [20]
56 | Bactrocera dorsalis AF346541
57 | Diachasmimorpha AY601748
longicaudata
58 | Chrysoperla plorabunda L06041
59 | Haematobia irritans U11642
60 | Mantispa pulchella U11649
61 | Bactrocera dorsalis AY601743
Maibmar-like elements DD34D
62 | Cancer pagurus AJ507245
63 | Eriphia verrucosa AM906106
64 | Thalamita possoinii AM906155
65 | Pilumnus hirtellus AM906121
66 | Xantho hydrophilus AM906156
67 | Maia brachidactyla AJ507238
Bytmar-like element DD34D
68 | Alvinella caudata AJ496120
69 | Ventiella sulfuris AJ507232
70 | Perisesarma bidens AM906146
71 | Bythograea thermydron AJ507219
72 | Portunus pelagicus AM906137
73 | Alvinella pompejana AJ496135
Nosferatis DD34D
74 . . Rpmar13 [20]
75 Rhodnius prolixus Rpmard [20]

Dnomar-like element DD34D

76 Diuraphis noxia 0i984735891:2467-2015 strand- *
77 0i984745098:54676-56035 strand+ Dnomar3.1
78 MvzUS Dersicae Scaffold280:15925-14979 strand - *
79 yzusp Scaffold220: 401477-402088 strand + *
Hsmar2-like element DD34D
80 | Portunus pelagicus AM906137
81 | Alvinella pompejana AJ496135
82 | Homo sapiens U49974
83 | Lemur catta AC133072
84 | Gorilla gorilla AC145402
Batmar-like element DD34D
85 0i984745342:336477-336902 strand+ *
86 Diuraphis noxia 0i984744928:23881-24312 strand+ *
87 0i984745420:365693-366623 strand+ *
88 0i984745311:440129-439207 strand- *
89 Acyrthosiphon pisum 0i320447037 NW003383534.1 Scaffold45:158750-158202 strand- *
90 0i320446899 NW003383672.1 Scaffold183:261886-261320 strand- *
91 Diuraphis noxia 0i984744320:45892-45397 strand- *
92 0i984744320:47738-47243 strand- *
93 0i320446184 NW003384387.1 Scaffold898 :36060-36989 strand - *
94 01320446473 NW003384098.1 Scaffold609:132371-133021 strand+ *
95 Acyrthosiphon pisum 0i320438813 NW003391455.1 Scaffold7966:4139-4600 strand+ *
96 0i320446392 NW003384179.1 Scaffold690:96269-97548 strand - Apismar2.2
97 0i320447011 NW003383560.1 Scaffold71:493658-494941 strand + '
98 0i320447000 NW003383571.1 Scaffold82:64692-64037 strand - *
99 | Heliconius melpomene gi378865014 CAEZ01008735.1 Contig7180001235928:24625-25792
100 | Drosophila eugracilis 0i449842783 AFPQ02005657.1 Contig5655:975265-976459
101 | Neodiprion lecontei 0i914279877 LGI1B01001307.1 Scaffold1307:12116-13443
102 | Lasius niger 0i861599989 L BMM01019009.1:53-1374
103 Diuraphis noxia 0i984745480:182128-183428 strand+ *
104 0i984745116:79279-80622 strand+ Dnomar2.2
105 | Agrilus planipennis 0i648140536 JENH01008607.1 Contig8616:12243-13577
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106 | Diuraphis noxia 0i984745529:295648-297002 strand+ Dnomar2.2
107 | Rhodnius prolixus Rpmarl [20]

108 | Dinoponera quadriceps 0i938133368 JPHR01007292.1 Scaffold1145:2209123415

109 | Copidosoma floridanum 0i619889135 JBOX01069944.1 Contig69949:1149212815

110 | Ceratitis capitata 0i488305875 NW004523814.1 Contig13099:32902-34140

111 | Drosophila ficusphila Dromar8 [41]

112 0i320445628 NW003384943.1 Scaffold1454:8232- 8961 strand - *

113 0i320445628 NW003384943.1 Scaffold1454:3454-4361 strand-

114 Acyrthosiphon pisum 0i320447015 NW003383556.1 Scaffold67:738385-739292 strand- MITE2.1
115 0i320445203 NW003385294.1 Scaffold1805:8796-7866 strand-

116 0i320446728 NW003383843.1 Scaffold354:173658-174753 strand - *

117 0i320446952 NW003383619.1 Scaffold130:212179-213501 strand - Apismar2.1
118 Scaffold544:202614-203522 strand+

119 | Myzus persicae Scaffold166:292461-293374 strand+ MITE2.2
120 Scaffold6:1479795-1480706 strand+

121 Diuraphis noxia 0i984744707:110647-111912 strand+ Dnomar2.1
122 0i984744972:124915-123590 strand- '
123 | Acyrthosiphon pisum 0i320446088 NW003384483.1 Scaffold994:76058-76816 strand+ *

124 | Blattella germanica 0i692674178 JPZV01249368.1 ContigNC249368:8211803

125 | Trabutina mannipara 0i1044319939 FKYK01006678.1 :1-1114

126 | Camponotus floridanus 0i304581076 AEAB01024585.1 Contig622:1601-2726

127 | Trionymus perrisii 0i1010807036 FIZV01000272.1 :504-1644

128

Trachymyrmex
septentrionalis

0i1006956206 LKEZ01022017.1 Contig22017:3294-4437

129 | Homalodisca vitripennis 0i642782498 JINS01106073.1 ContigNC106073:3898-5039
130 | Rhinolophus ferrumequinum | AC157888
131 | Wasmannia auropunctata 0i780611046 XM011690486.1
132 | Rhodnius prolixus Rpmar26 [20]
133 | Carollia perspicillata AC148202
Pacmar-like element DD34D

134 Pachygrapsus marmoratus AM231069
135 AM231072
136 | Portunus granulatus AM906131
137 | Pachygrapsus marmoratus AM983536
138 Portunus granulatus AM906134
139 AM906132
140 | Thalamita possoinii AM906151
141 | Paromola bathyalis AM906119
142 | Perisesarma bidens AM906150
143 | Atelecyclus undecimdentatus | AM906092

Other mariner elements DD34D
144 | Papilio xuthus AB055185
145 | Attacus atlas AB006464
146 | Hyalophora cecropia M63844
147 | Bombyx mori D88671
148 | Antheraea yamamai AB247378
149 | Antheraea mylitta AF126011
150 | Homo sapiens EF517118
151 | Apis mellifera AY 155490
152 | Forficula auricularia AY 155492
153 | Ceratitis capitata U76903
154 | Caenorhabditis elegans U10438
155 | Meloidogyne chiwoodi AJ437557
156 | Caenorhabditis briggsae AC099767
157 | Solenopsis invicta AF518170
158 | Solenopsis saevissima AF518177
159 | Myrmica ruginodis AY652423
160 | Bombus terrestris AJ312712
161 | Drosophila mauritiana M14653
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162 X78906
163 | Drosophila simulans X89927
164 | Mamestra brassicae AF465247
165 | Messor bouvieri AJ781769
166 Mayetiola destructor 0i30778846 AEGA01027875.1
167 U24436
168 | Rhynchosciara sp. GU442128

Crmar2-like element DD41D
169 0i320446057 NW003384514.1 Scaffold1025:1012-1344 strand+ *
170 0i320446057 NW003384514.1 Scaffold1025:2902-3244 strand+ *
171 0i320401144 NW003399120.1 Scaffold15631:349-1 strand-
172 0i320447076 NW003383518.1 Scaffold29:1329370-1329000 strand-
173 0i320446843 NW003383728.1 Scaffold239:535418-535797 strand+
174 0i320446434 NW003384137.1 Scaffold648:49392-49775 strand- MITE4.1 subl
175 Acyrthosiphon pisum 0i320446106 NW003384465.1 Scaffold976:179217-179591 strand+
176 0i320446648 NW003383923.1 Scaffold434:173770-174148 strand+
177 0i320446083 NW003384488.1 Scaffold999:5967-6345 strand+
178 0i320447199 NW003383491.1 Scaffold2:2053341-2053729 strand+
179 0i320447197 NW003383492.1 Scaffold3:641055-641464 strand - *
180 0i320446904 NW003383667.1 Scaffold178:3884-4294 strand - *
181 0i320441128 NW003389140.1 Scaffold5651:1032-1552 strand - *
182 0i320447041 NW003383530.1 Scaffold41:488837-490191 strand - Apismar4.1
183 0i984744291:33825-34544 strand+ *
184 Diuraphis noxia 0i984744522:27562-28176 strand+ *
185 0i984745358:548730-549307 strand+ MITE4.2
186 0i984745382:435077-434500 strand- '
187 0i320447027 NW003383544.1 Scaffold55:451821-452338 strand+ *
188 0i320446929 NW003383642.1 Scaffold153:555302-554950 strand-
189 | Acyrthosiphon pisum 0i320446959 NW003383612.1 Scaffold123:513503-513873 strand+ MITEA.1 sub2
190 0i320446812 NW003383759.1 Scaffold270:349975-349604 strand- '
191 0i320445944 NW003384627.1 Scaffold1138:18647-18271 strand-
192 | Locusta migratoria AVCP010119604.1
193 | Mesobuthus martensii 0i553824729 AYEL01075810.1 Contig333646:1103812150
194 | Stegodyphus mimosarum 01602493518 AZAQ01086514.1 Contig86514:26900-28235
195 0i320446734 NW003383837.1 Scaffold348:294674-294127 strand- *
196 | Acyrthosiphon pisum 0i320445699 NW003384872.1 Scaffold1383:15032-14708 strand- *
197 0i320447104 NW003383505.1 Scaffold16 :729100-731500 strand+ Apismar4.3
198 0i984745081:151016-151527 strand+ *
199 0i984745384:382222-382755 strand+ *
200 0i984745429:267344-266809 strand- *
201 | Diuraphis noxia 0i984745389:349961-349421 strand- *
202 0i984745380:533248-533974 strand+ *
203 0i984745519:793804-794330 strand+ *
204 0i984745503:728303-727753 strand- *
205 | Nilaparvata lugens 0i688034042 AOSB01116314.1 Scaffold930:1140012616
206 | Heliconius melpomene KU514436.1 GI:974707777 32163-33486
207 | Acromyrmex echinatior XM011050935.1
208 0i320446279 NW003384292.1 Scaffold803:93845-94145 strand+ *
209 0i320445889 NW003384682.1 Scaffold1193:81099-81559 strand - *
210 0i320446954 NW003383617.1 Scaffold128:616437-616899 strand- *
211 gi320447044 NW003383527.1 Scaffold38:870577-871352 strand- *
212 | Acyrthosiphon pisum 0i320446184 NW003384387.1 Scaffold898:33860-34319 strand+ *
213 0i320447097 NW003383508.1 Scaffold19:246121-246683 strand+ *
214 0i320446974 NW003383597.1 Scaffold108:252404-252965 strand- *
215 gi320447085 NW003383512.1 Scaffold23:1752408-1753706 strand- Apismar4.2
216 0i320447044 NW003383527.1 Scaffold38:871366-871812 strand+ *
217 | Atta cephalotes 0i295962919 ADTU01003898.1 Contig03898:64257703
218 | Trachymyrmex cornetzi 0i1006767341 LKEY01058653.1 Contig58653:2926-4236

219

Atta colombica

0i1006787365 LKEW01025605.1 Contig25605:1490716198
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220

Danaus plexippus

0i357604284 AGBW01012371.1 :21719-22917

221 | Dufourea novaeangliae 0i919891211 L GHO01003380.1 Contig3380:23632-24843
222 | Harpegnathos saltator 0i304616639 AEAC01015863.1 Contig6619:7536976586
223 | Anoplophora glabripennis 0i496927062 AQHT01044136.1 Contig44173:546-1789
224 Anastrepha suspensa AY034629

225 AY034630

226 | Operophtera brumata 0i914552887 JTDY01008752.1 2357-3647

227 | Ceratitis rosa AY034623

228 | Homalodisca vitripennis 0i642494493 JINS01240973.1 ContigNC240973:3989-5223

229

Anoplophora glabripennis

0i496912294 AQHT01049420.1 Contig49462:67688047

230

Dendroctonus ponderosae

0i459588353 APGL01038566.1

231

232

Acyrthosiphon pisum

0i320446058 NW003384513.1 Scaffold1024:28892-29972 strand-

0i320446789 NW003383782.1 Scaffold293:337514-338606 strand +

*

233 | Metaseiulus occidentalis 0i391326941 XM003737920.1

LTIR-like element DD40-41D
234 0i320446742 NW003383829.1 Scaffold340:1803-2145 strand+ *
235 0i320446952 NW003383619.1 Scaffold130:17385-18186 strand+ *
236 0i320442315 NW003388177.1 Scaffold4688:7007-6080 strand- *
237 0i320446920 NW003383651.1 Scaffold162:358972-359636 strand+ *
238 0i320447020 NW003383551.1 Scaffold62:504081-503547 strand- *
239 0i320447044 NW003383527.1 Scaffold38:494414-493847 strand- *
240 0i320447038 NW003383533.1 Scaffold44:245172-244580 strand- *
241 | Acyrthosiphon pisum 0i320442393 NW003388099.1 Scaffold4610:542-1295 strand+ *
242 0i320433456 NW003396117.1 Scaffold12628:816-1 strand- *
243 01320446328 NW003384243.1 Scaffold754:22810-24151 strand+ *
244 0i320446852 NW003383719.1 Scaffold230:461388-461756 strand+ *
245 0i320447106 NW003383503.1 Scaffold14:910161-909675 strand- *
246 0i320447031 NW003383540.1 Scaffold51:481283-479084 strand- *
247 0i320446462 NW003384109.1 Scaffold620:170760-168538 strand- *
248 0i320447015 NW003383556.1 Scaffold67:301784-299478 strand- Apismar5.1
249 Scaffold228: 352709..353122 strand+ *
250 MvzUs persicae Scaffold16:1450072-1450945 strand+ *
251 yausp Scaffold176:395279-395722 strand+ *
252 Scaffold10:1542469-1543323 strand- *
253 0i984745065:239246-238443 strand-
254 0i984745517:765990-765175 strand- MITE5.1
255 0i984745390:259040-259829 strand+
256 Diuraphis noxia 0i984745032:193491-194325 strand+ *
257 0i984745175:253583-254179 strand+ *
258 0i984745400:243420-244241 strand+ MITES.1
259 0i984745050:86317-85518 strand- '
260 0i984745081:249492-250419 strand+ *
261 0i320446972 NW003383599.1 Scaffold110:354919-355343 strand+ *
262 0i320447020 NW003383551.1 Scaffold62:503547-504119 strand+ *
263 Acyrthosiphon pisum 0i320446800 NW003383771.1 Scaffold282:207301-208570 strand+ *
264 0i320446154 NW003384417.1 Scaffold928:21356-19996 strand- *
265 0i320446987 NW003383584.1 Scaffold95:302694-301750 strand- *
266 0i320447105 NW003383504.1 Scaffold15:1038009-1036576 strand- *
267 | Diuraphis noxia 0i984745508:982719-984070 strand+ *
268 0i320447008 NW003383563.1 Scaffold74:94584-96017 strand+ *
269 0i320442315 NW003388177.1 Scaffold4688:6080-7007 strand+ *
270 0i320446319 NW003384252.1 Scaffold763:18048-18455 strand+ *
271 | Acyrthosiphon pisum 0i320447082 NW003383514.1 Scaffold25:979065-978002 strand- *
272 0i320446163 NW003384408.1 Scaffold919:2730-3812 strand- *
273 gi320447077 NW003383517.1 Scaffold28:658930-658046 strand- *
274 0i320447191 NW003383495.1 Scaffold6:867979-866906 strand- *
275 MvZUS Dersicae Scaffold1040:29624-30705 strand+ *
276 | VAP Scaffold1981:5634-7149 strand+ *
277 | Acyrthosiphon pisum 0i320446879 NW003383692.1 Scaffold203:311633-311055 strand- *
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278 0i320447177 NW003383497.1 Scaffold8:947336-948127 strand+ *
279 0i320446579 NW003383992.1 Scaffold503:316494-315441 strand- *
280 | Diuraphis noxia 0i984745469:593111-591544 strand- *
281 0i320447082 NW003383514.1 Scaffold25:163596-162726 strand- *
282 | Acyrthosiphon pisum 0i320434094 NW003395907.1 Scaffold12418:13-883 strand+ *
283 0i320392825 NW003401900.1 Scaffold18411:6357-5063 strand- *
284 | Bombus terrestris 0i339751187 AELG01000709: 6387911-6385650
285 | Nasonia vitripennis 0i154053393:26728-27797
286 | Harpegnathos saltator NW011646526.1 Scaffold1231:24830-28107
287 | Pogonomyrmex barbatus NW011933482.1 Scaffold7180000350099:45895-49565
288 | Calycopis cecrops LUGF01035226.1
289 | Cimex lectularius JRLE01000220.1 Scaffold310843
290 | Rhodnius prolixus KQ034065 Scaffold9:2936024-2933697
291 | Anoplophora glabripennis 0i496979286 AQHT01025496.1 Contig25506:11686-12762
292 | Homalodisca vitripennis KK962044.1 Scaffold551:1019188-1021387
293 | Megachile rotundata 0i383080544 Scaffold0130:560690-562464
294 0i320447045 NW003383526.1 Scaffold37:902476-902066 strand+
295 0i320446511 NW003384060.1 Scaffold571:438535-438949 strand+ MITES.2 subl
296 0i320446471 NW003384100.1 Scaffold611:61351-61779 strand+ '
297 0i320446667 NW003383904.1 Scaffold415:160458-160887 strand+
298 0i320446129 NW003384442.1 Scaffold953:162133-162549 strand+
299 0i320446884 NW003383687.1 Scaffold198:591126-591545 strand+ MITES.2 sub2
300 Acyrthosiphon pisum 0i320446815 NW003383756.1 Scaffold267:153990-154430 strand+
301 0i320447083 NW003383513.1 Scaffold24:949317-949750 strand+ *
302 0i320447001 NW003383570.1 Scaffold81:754854-757276 strand+ Apismar5.2
303 0i320446306 NW003384265.1 Scaffold776:57772-58831 strand+ *
304 0i320446984 NW003383587.1 Scaffold98:28691-29172 strand+ *
305 0i320446449 NW003384122.1 Scaffold633:131583-130926 strand- *
306 0i320446999 NW003383572.1 Scaffold83:210237-208812 strand- *
307 0i320446763 NW003383808.1 Scaffold319:416807-419008 strand+ *
maT DD37D
ggg Caenorhabditis elegans Qggf’fglz
310 | Caenorhabditis briggsae AC084524
311 | Bombyx mori U43131
312 | Anopheles gambiae AAAB01008975
OQutgroup TLE and 1S630
313 | Fusarium oxysporum AF282722
314 | Caenorhabditis briggsae M64308
315 | Drosophila virilis CH940657
316 | Salmo salar AJ249090
317 | Anopheles gambiae U89802
318 | Aedes aegypti AF208675
319 | Caenorhabditis elegans M77697
320 | Aedes atropalpus AY038027
321 | Fusarium oxysporum AF076632
322 | Fusarium solani AF443562
323 Fusarium oxysporum AF076631
324 AJ608703
325 | Aspergillus niger U58946
326 | Sinorhizobium meliloti AF143444
327 | Pseudomonas sp. U15298.1
328 | Catharanthus roseus DQ852611
329 | Salmonella typhimurium M58505
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Additional file 4. TIR sequences for each clade. TIR consensus per clade was generated using the Web-Logo
server (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi). At each position the nucleotides are stacked one on top of another with
the most frequent one on the top. It displays the frequency of bases at each position with height indicating the proportion
of occurrence. The vertical scale is in bits with maximum of two bits possible at each position indicating that
there can be possibility of four different bases at each position. For LTIR- like element, only the first 57 nucleotides

are presented.
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Additional file 5. Pairwise divergence matrix between amino acid lineages.
Fifteen complete sequences have been aligned using Aliview. The alignment was then transferred in GENEDOC software [64] to obtain the identity percentage.
Sequences name: Apismar: elements from Acyrthosiphon pisum, Dnomar: elements from Diuraphis noxia and Mpmar: elements from Myzus persicae.

Macrosiphinimar Batmar-like element Dnomar-like element Rosa LTIR-like element
Apizmarl]l Apismerll | Dnomarll | Dnomerl 2 Mpmarll Apizmar2?  Dnomar2]l | Dnomarld Dnomar3. 1 Aptemard] | AptEmerd3 | Apkmars] ApiEmaril

Apizmar] 1 5 EBe 2% i 455 4T3 5% i 3Fa 3% 0% 1% Eci
Apizmar] 2 e i e 48 4% 48 54 L 31% i E
Dnomarl.1 i B 53 48 45 5% 5% 3Fa 5% 18
Dnomarl.2 Bl 45 474 4% 43 3Fa 0% D
Mpmarl.1 550 51% 47% 5Xa EEi 31% e
Apizmarl 1 ) Bl o i 3fa 3 EL
Apizmar2 2 5% &84 3T 3% 3%
Dnomarl. 1 53 i L 1%
Dnomarl 1 5% 3% )
Dnomar3.1 3fa 2%
Apizmard 1 @i
Apizmard 2 58%
Apizmard 3
Apizmar§ 1 5Fa
Apizmar§ 2
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Résultats Chapitre 1

Analyse globale et Conclusions

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a identifier et a caractériser les éléments
transposables mariner DD34D et rosa DD41D dans les génomes d’Acyrthosiphon pisum,
Diuraphis noxia et Myzus persicae qui appartiennent a la tribu des Macrosiphini. Pour cela, 18
séquences de transposases représentant ces deux groupes ont été utilisées comme requétes dans
chacun de ces génomes (TBLASTN). Apreés filtration des séquences obtenues (élimination des
séquences ayant une taille inférieure a 250 pb, ou avec un motif catalytique de type DDXE), les
résultats ont permis d’extraire un total de 115 séquences, regroupées en 11 clusters (groupes de
séquences présentant une homologie = 75%) chez A. pisum, 45 séquences réparties en sept clusters

chez D. noxia et 23 séquences distribuées en 4 clusters chez M. persicae.

Tous les éléments identifiés ont été classés selon la méthode UPGM-VM (Rouault et al. 2009)
avec 146 autres séquences nucléotidiques représentant la diversité des séquences de la superfamille
Tcl-mariner-1S630. Parmi les 183 séquences extraites, 118 présentent des délétions internes ou
sont dépourvues de TIR et sont incluses dans cette classification qui ne tient pas compte de la taille

de 1’élément mais du pourcentage de similitude.

Au total, 11 clusters ont été classés au sein de la sous-famille irritans de la famille des mariner
DD34D. lIs sont subdivisés en trois tribus : Macrosiphinimar (irritans spécifique chez ces
pucerons), Batmar-like element, proches de 1’élément de référence Rfmar découvert chez la
chauve-souris Rhinolophus ferrumequinum et Dnomar-like element, comprenant une séquence
compléte de D. noxia avec des séquences délétées/tronquées chez M. persicae et D. noxia. Ces
éléments présentent des motifs spécifiques des transposons mariner avec des TIR assez proches
de 15 a 30 pb suggérant I’existence d’un ancétre récent. Toutefois, il faut noter que les autres sous-
familles de mariner (i.e. mauritiana, mellifera, cecropia, elegans...) ne sont pas présentes dans
ces génomes, bien qu’elles aient été trouvées in vitro chez d’autres especes appartenant a des tribus
phylogénétiqguement proches telles que le puceron du soja et les pucerons des arbres fruitiers
(Mittapalli et al. 2011; Kharrat et al. 2015).

Les autres clusters (11) sont éloignés de la branche de la famille des mariner. Certains
éléments, identifiés uniqguement chez A. pisum et D. noxia se sont regroupées dans le clade rosa
représenté par la séquence de référence Crmar2 identifiée chez le diptére Ceratitis rosa. Ils sont
caractérisés par la présence d’un motif DD41D au niveau de la transposase ainsi que de TIRs de

tailles de 28 a 32 pb.
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Résultats Chapitre 1

D’autres ¢léments trouvés dans les trois génomes, se distinguent par de long TIRs de tailles
d’environ 460pb et sont divisés en deux groupes selon le motif de la triade catalytiques DD40D et
DDA41D. lIs forment ainsi un nouveau clade phylogénétiqguement proche de rosa que nous avons

désigné LTIR-like elements.

Parmi I’ensemble des 22 clusters définis, 15 d’entre eux présentent des copies complétes. Ils
sont répartis dans différents clades monophylétiques a savoir : irritans (10), rosa (3) et LTIR (2).
Parmi ces clusters, cing chez A. pisum et un cluster chez M. persicae comprennent des sequences

potentiellement actives (absence de codons stop, d’indels ou de déphasage du cadre de lecture).

Il faut noter que des éléments appartenant au moins a quatre clusters coexistent dans le méme
génome. Toutefois la grande diversité de ces élements entre les especes peut refléter leur histoire
évolutive indépendante. En effet, la distribution et la phylogénie de ces ETs sont probablement le
résultat de transmissions verticales associées a un polymorphisme ancestral. Ainsi des séquences
étroitement apparentées derivées de la méme copie ancestrale peuvent étre présents chez plusieurs
especes, tandis que des copies dérivées de différentes copies ancestrales et trouvées dans le méme
génome, peuvent étre plus éloignées phylogénétiquement (Capy et al. 1992a; Green et Frommer
2001; Prasad et al. 2002). De plus, le génome de ces pucerons est capable de réprimer I’activité de
transposition (Rozhkov et al. 2010; Téth et al. 2016), ce qui conduit a 1’élimination des ETS par
la perte stochastique ou I'extinction verticale (Le Rouzic et al. 2007). Par conséquent, I'absence de
membres de la famille rosa peut étre due a une perte stochastique pendant la trajectoire évolutive
de M. persicae.

Par ailleurs, pour déterminer 1’existence éventuelle de transferts horizontaux, les séquences
nucléotidiques des éléments complets identifiés précédemment chez ces pucerons ont été utilisées
comme requétes dans la base de données NCBI-nr (BLASTN) et WGS des Eucaryotes. Une seule
séquence détectée chez le coléoptere Agrilus planipennis présente une homologie supérieure a

90% couvrant 90% de la séquence Dnomar2.2 de D. noxia, appartenant a la sous-famille irritans.

En outre, I’analyse de 1’arbre phylogénétique basé sur les séquences complétes protéiques et
la comparaison des motifs de la triade catalytique ont révélé que les deux clades rosa et LTIR sont
plus étroitement liés a la famille de maT (DD37D) que de celle de Tcl et de mariner. Ceci suggere
gue ces deux clades peuvent constituer une nouvelle famille DD40-41D appartenant a la

superfamille des Tc1-mariner-1S630.

En plus des séquences complétes autonomes, des éléments courts ou miniatures (MITE =
Miniature Inverted Transposable Elements) ont été décrits. Ces copies sont dépourvues de la

totalité ou d’une partic de ’ORF mais restent trans-mobilisables par des séquences capables de
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coder une transposase fonctionnelle. Un total de 43 séquences distribuées en 11 sous-groupes et
appartenant a quatre tribus (Macrosiphinimar, Batmar-like element, rosa et LTIR-like elements)
ont pu étre détectées. Souvent, des copies autonomes proches (sur la base des TIRs) ont été
identifiées indiquant que les MITEs proviendraient de délétions internes a partir des éléments
complets. Plus précisément, sept sous-groupes (MITEL.1subl, MITE1.2, MITE2.1, MITE4.1 sub1-
2, MITES.2 sub1-2) présentent une forte homologie avec les éléments complets trouvés dans la
méme espece. En revanche, trois sous-groupes a savoir MITE2.2 identifiés chez M. persicae, et
MITE4.2, MITES.1 chez D. noxia sont fortement reliés aux éléments autonomes d’une autre espéce

a savoir A. pisum. Un seul sous-groupe MITE1.1 sub2 reste sans partenaire potentiel.

Ces résultats suggerent donc que :

- le nombre de MITE par clade et par espéce de pucerons reste faible par rapport a ce qui est
connu, notamment chez les plantes (Feschotte et al. 2002).

- la plupart des MITEs présentent des microhomologies internes au niveau des points de
rupture de la délétion (Breaking Point Exact Exact BPE, Breaking Point Near Near BPNN)
suggeérant que ces délétions internes sont probablement dues a une interruption de la réparation de
I’excision de I’ETs (abortive gap repair).

- seuls les éléments de la sous-famille irritans semblent incapables de générer des MITEs de
taille inférieure a 900pb.

- plusieurs scénarios peuvent étre proposés pour expliquer la distribution, pas toujours
congruentes, des MITEs et des séquences autonomes associées. Par exemple, I’existence d’un
polymorphisme ancestral de séquences génératrices de MITEs et de pertes stochastiques de ses
séquences pourrait expliquer la présence de MITEs dans une espece et des séquences complétes
associees dans une autre espece.

- le transfert horizontal peut expliquer la distribution aléatoire des éléments MITEs chez ces

pucerons.

En conclusion, cette partie a permis de décrire précisement la composition en MLE au sein de
trois especes de pucerons. L’abondance relative de ces éléments est faible par rapport a celle
observée dans d’autres génomes d’insectes, par exemples, le génome de 700 Mb de I’hémiptere
Rhodnius prolixus et celui de 156 MB du diptére Drosophila eugracilis comprenant respectivement
10836 et 642 copies de MLE (Wallau et al. 2014; Filée et al. 2015).

La classification et lI'analyse phylogénétique des 183 séquences ont suggéré que ces éléments
répartis en 22 clusters sont divisés en trois groupes : la sous-famille irritans DD34D, rosa DD41D
et un nouveau groupe DD40/41D proche de rosa, caractérisé par de longs TIRs.
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Résultats Chapitre 1

Par ailleurs, les résultats montrent que des transferts verticaux avec des pertes stochastiques et/ou
des événements de transferts horizontaux ont pu exister. Ces observations soulignent la grande
diversité d’éléments et de structures que 1’on peut observer au sein et entre génomes méme

phylogénétiquement proches, fournissant de nouvelles informations sur I'histoire évolutive de ces
éléments transposables chez ces pucerons.
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Chapitre 11

Recherche et caractérisation des éléments rritans de la sous-
famille mariner chez quatre especes de pucerons des
céréales. Et s1 ces transposons sont aussi présents chez les
plantes hotes ?

Characterization of irritans subtamily m four cereal aphid
species. What 1f these transposons occur m their host
plants?
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Résultats Chapitre 11

Chapitre 11

Recherche et caractérisation des éléments mrmitans de la sous-famille
marinerchez quatre especes de pucerons des céréales. Et s1 ces transposons

sont auss1 présents chez les plantes hotes P

Aprés avoir analysé in silico les génomes des trois espéces A. pisum, M. persicae et D. noxia
appartenant a la tribu des Macrosiphini, trois clades d’éléments transposables (irritans, rosa et
LTIR-like elements) ont été identifies. Alors que la sous-famille irritans, subdivisée en trois tribus,
est commune aux trois génomes, les clades rosa et LTIR-like elements semblent étre plus répandus
dans le génome d’A. pisum. Par ailleurs, nous avons remarque, a partir des donneées de la littérature,
que bien que la sous-famille irritans appartenant a la famille des transposons mariner DD34D soit
largement distribuée au sein des especes, la majorité de ces éléments n’est pas forcément

fonctionnelle.

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la recherche et la caractérisation in vitro des
éléments de la sous-famille irritans DD34D chez les pucerons des céréales Rhopalosiphum padi,
R. maidis, Schizaphis graminum, Sitobion avenae en utilisant des amorces déduites des résultats
obtenus précédemment (chapitre 1). La connaissance de la structure de ces éléments et de leur

évolution pourrait étre a la base du développement de nouvelles stratégies de contrdle génétique.

Par ailleurs, nous avons investigué in silico et in vitro chez les plantes-hétes (céréales : orge,
blé, avoine, égilope) la présence des éléments irritans identifiés chez les pucerons. Il est toujours
important de développer ce type de recherche entre des espéces qui interagissent fortement. En
effet, si des éléments proches sont retrouvés chez un puceron et sa plante-héte, cela pourrait étre
le résultat d’un transfert horizontal (TH). La bonne connaissance de ce type de situation pourrait
¢galement permettre d’aborder les mécanismes a 1’origine de ces transferts qui pour ’instant ne
sont qu’au stade des hypotheses. Plusieurs exemples de TH de ETs ont été suggérés chez les
Eucaryotes entre espéces appartenant a un méme regne animal ou végétal (Robertson et Lampe
1995; Gilbert et al. 2010; Dupeyron et al. 2014; El Baidouri et al. 2014). Toutefois, aucune étude
de TH entre animal et plante n’a été menée.

Il faut signaler que la recherche in vitro a nécessité la vérification préalable de 1’absence de
contamination au niveau des feuilles des céréales par du tissu d’origine animale en utilisant des

amorces ciblant le géne de la chitine synthasel spécifique des insectes et des champignons.

Les résultats de ce chapitre font 1’objet d’un article en cours de rédaction en vue d’une soumission
prochaine.
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Abstract

The mariner family of transposable elements (TESs) is one of the most widespread in Metazoans.
Like other TEs, their activity thanks to a self-promoting mobility and duplication lead to increase
their copy number in genomes ensuring their own perpetuation. Moreover, horizontal transfers
(HT) is also a frequent phenomenon encountered during TE evolution. All these events are source
of structural and functional diversity. Previous in silico study, based on the analysis of three aphid
genomes belonging to Macrosiphini tribe, showed that three monophyletic clades of irritans
subfamily of element containing complete elements and MITEs can be detected. In the present
work, in vitro identification of members of this subfamily, in four cereal aphid species whose
genomes are still absent in databases, has been done. Firstly, two elements with internal deletions,
corresponding to MITEs, have been isolated using their terminal inverted repeats (TIRs) as
primers. All detected irritans sequences are clustered together suggesting a common ancestor.
Secondly, the sequenced genomes of Hordeum vulgare, Brachypodium distachyon, Triticum
aestivum and Aegilops tauschii were explored to detect whether sequences belonging to the irritans
subfamily were present in the aphid’s hosts. Interestingly, one contig from barley cultivar barke,
includes a truncated element closely related to one complete sequence of aphids Apismarl.1. Two
types of sequences specific to Roho cultivar were detected. The first one corresponds to the
truncated element identified in silico from cultivar barke, the other one shows 98% of homology
with the deleted irritans sequence from Sitobion avenae. Therefore, our results strongly suggest
of the occurrence of irritans subfamily in cereal aphids and a possible HT between cereal aphids/H.

vulgare. However, the pathway of this transfer remains to elucidate.

Key words: irritans subfamily; aphids; cereals; horizontal transfer (HT).
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Introduction

Transposable elements (TEs) are ubiquitous and involved in genome architecture evolution
(size, adaptability and structure) as well as gene regulation (Biémont and Vieira 2006; Feschotte
and Pritham 2007; Bennetzen and Wang 2014).

Within Class Il (DNA transposons), the mariner is probably one of the best known families.
It has been isolated from a vast range of phylogenetically distant organisms, such as protozoa
(Silva et al. 2005), arthropods (Robertson 1993; Yamada 2015) and mammals (Auge-Gouillou et
al. 1995). According to the current classification (Wicker et al. 2007), mariner-like elements
(MLES) belong to the Tcl-mariner superfamily, using a “cut and paste” mechanism (Robertson
1993; Hartl et al. 1997). The full-length of an MLE is about 1.3 kb. It contains terminal inverted
repeats (TIRs), untranslated terminal regions (UTR) and one intronless open reading frame (ORF)
that encodes a transposase of about 340 amino acids with a DD34D catalytic motif (Robertson and
Macleod 1993; Shao and Tu 2001). Initially, phylogenetic analyses led to define five mariner
subfamilies mauritiana, cecropia, elegans/briggsae, mellifera/capitata and irritans (Robertson
1993; Robertson and MacLeod 1993). Other 16 minor subfamilies were then proposed by Rouault
et al. (2009).

Due to independent accumulation of mutations, which increases divergence between copies,
MLE sequences become nonfunctional, and compared to autonomous element, inactive copies are
more frequent in genomes (Mufioz-Lopez and Garcia-Pérez 2010; Filée et al. 2015; Robillard et
al. 2016). Especially, the Miniature Inverted repeat Transposable Elements (MITEs) emerge from
complete elements, by internal deletions that are flanked by microhomologies boarding the
breakpoint of deletions (Brunet et al. 2002; Negoua et al. 2013). MITEs are characterized by a
short length, with TIRs and no coding potential. As non-autonomous elements, they can be trans-
mobilized by autonomous copies (Feschotte and Pritham 2007). MITEs were first described from
plant genomes (Bureau and Wessler 1992, 1994; Feschotte and Mouches 2000) but have also been
identified in several animals (see references in Lu et al. 2012). Among taxa, the high sequence
similarity of autonomous/non-autonomous MLEs and their non-uniform distribution, strongly
suggested that horizontal transfers (HT) have occurred among species (Schaack et al. 2010;
Dupeyron et al. 2014; Wallau et al. 2016). To date, HT events between either plant or animal
species have been described (Robertson and Lampe 1995; Loreto et al. 2008; Gilbert et al. 2010;
Dupeyron et al. 2014; El Baidouri et al. 2014). Generally, these transfers are considered as rare
events, but it remains difficult to estimate their frequency since only methods based on homology

allows us to detect the successful ones. However, as suggested by Loreto et al. (2008), they are
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probably much more frequent than initially suspected even if the mechanisms of transfers remain

unknown in eukaryotes.

Previously, comparative genomics of the three available aphids (pea aphid Acyrthosiphon
pisum, peach aphid Myzus persicae and Russian wheat aphid Diuraphis noxia), which belong to
Macrosiphini Tribe, reveal the prevalence of irritans subfamily. In this study, taking A. pisum as
a control, we reported the in vitro identification and characterization of irritans copies in four most
devastating cereal aphids belonging to two tribes: Aphidini (Rhopalosiphum padi, R. maidis,
Schizaphis graminum) and Macrosiphini (Sitobion avenae) which have diverged approximately
since 44.5 Mya (Vea and Grimaldi 2016).

Because these aphids ravaged cereal crops such as barley, wheat as well as oat and, can transmit
several phytoviruses leading to the decrease of agricultural productions (Miller and Pike 2002), an
in silico and in vitro exploration of the plant genomes was done to check whether TE of the irritans
subfamily were present. All obtained sequences were then compared to evaluate their dynamics

and evolutionary history as well as the putative existence of HT.

Material and methods

Sample collections and DNA isolation

During 2012 to 2014, four species belonging to the Aphididae family i.e. Rhopalosiphum padi, R.
maidis, Sitobion avenae and Schizaphis graminum were collected on leaves of several host plants
(barley, wheat and oat) at the CRRGC (Centre Régional des Recherches en Grandes Cultures)
(36.44N, 9.13E) in Beja, in Tunisia. Species were determined on the basis of the identification
keys (Blackman and Eastop 2000). Leaves of host plants as well as plant samples, including
Aegilops tauschii seeds provided by CIMMYT (The International Maize and Wheat Improvement
Center, Mexico) and leaves of several barley varieties (Manel, Martin, Bowman, Roho, HD29)
and wheat (BLG, Salambo) sampled from CRRGC were also collected. The pea aphid
Acyrthosiphon pisum was used as a positive control.

Each sample was kept at -80°C until DNA extraction. Genomic DNA was extracted using the
Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) method (Doyle and Doyle 1987) or using an
extraction kit following the protocol provided by the manufacturer (i.e. Wizard® Genomic DNA

Extraction Kit, Promega® or NucleoSpin® Tissue DNA Kit, Macherey-Nagel).

Polymerase chain reaction (PCR/ inversePCR), cloning and sequencing
To amplify irritans subfamily, six TIR degenerated primers including the TA dinucleotide target

site of duplication (Table 1) were designated from the alignment of TIRs identified in the previous
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genomic comparison (data unpublished). PCR reactions were performed using 50 to 100 ng of
genomic DNA in a 25pl reaction mixture comprising 0.1 U of GoTaq polymerase (Promega), 1X
PCR buffer, 2 mM MgCl2, 0.1 mM of each primer, and 0.2 mM dNTPs, with the following
protocol: an initial denaturing step at 94 °C for 5 min, 35 cycles [95 °C for 60 s; Th (temperature
of hybridization) for 60 s; 72 °C for 90 s] and ending with a final extension at 72 °C for 7 min.

In order to determine the true flanked regions of specific copies, inverse PCR (iPCR) was done,
using the same amplification steps (Ochman et al. 1988) with an initial genomic DNA (500 ng)
digested with 10 U of restriction endonuclease Smal or Haell (Promega®) at 37°C for 5 h.
Restriction fragments were then circularized in 150 pl of ligation buffer with 100U of T4 DNA
ligase (Promega®) at 37°C for 5 h. After inactivation of the endonucleases at 65 °C for 10 min,
10 uL of the ligated gDNA template was used for iPCR using specific primers InvF1/InvR1 (Table
1).

To confirm non-contamination of the plant DNA with insect one, the amplification of chitin
synthasel gene was performed using primers designated from the alignment of the conserved
catalytic domain of this gene found in arthropod species (Table 1).

The PCR/IPCR products were purified using Wizard® SV Gel and PCR Clean up System Kkit,
Promega® and cloned into the pGEM T Easy Vector (Promega®) according to the manufacturer’s
protocol. E. coli DH5a cells (New England Biolabs) were then transformed. Positive clones were
screened during a subsequent PCR using T7 and SP6 primers. Plasmids were isolated and purified
using a Wizard Plus Minipreps DNA Purification system (Promega), and inserts were sequenced
on both strands.

Data mining from genomes of cereals

The complete nucleotide sequences and MITEs, belonging to irritans subfamily, previously
identified in silico (unpublished data) and in vitro were used as queries in BLASTn searches, with
the default parameters, against the WGS of Hordeum vulgare and Triticum aestivum databases
available on the NCBI (Table 2). The analysis was extended to two sequenced genomes of
Brachypodium Distachyon (a small genome) and Aegilops tauschii (wheat ancestor). Copies
located at the end of scaffolds and/or less than 300 bp were removed.

Sequence analyses and classification

The sequence analyses, including alignment were done with the Aliview 1.18 (Larsson 2014). The
percentage of identity between sequences was determined using the GeneDoc software (Nicholas
et al. 1997). The amino acid sequences were deduced by ExpasyTool

(http://web.expasy.org/translate/) and then manually optimized. The nuclear localization sequence
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(NLS) and the helix turn helix (HTH) domains were searched using PSORTII (Bannai et al. 2002)
and GYM2.0 (Gao et al. 1999; Narasimhan et al. 2002), respectively.

In order to classify nucleotide sequences, copies of irritans subfamily were added to a set of
already known sequences belonging to the Tcl-mariner-1S630 superfamily. The classification is
based on the Unweighted Pair Group Method with Variation of Metric UPGM-VM (Rouault et al.
2009) and allows gathering in the same group a complete sequence with the corresponding
truncated and/or deleted sequences such as MITEs (including several lengths of TEs). In fact, this
method is an ascending hierarchical classification analogous to UPGMA method, with twdo main
differences: (i) there is no arithmetical mean, the nucleotide sequences are aligned by pairs, (ii)

the metric varies with the ascending classification and gap is considered as a fifth nucleotide.

Results

Characterization of irritans subfamily in cereal aphids

Using six degenerated TIR primers (Table 1), irritans subfamily elements were searched in
Rhopalosiphum padi, R. maidis, Sitobion avenae and Schizaphis graminum. The pea aphid
Acyrthosiphon pisum, whose genome has revealed several copies of irritans TE, from an in silico
investigation, was used as a positive control. Only PCR amplifications with TIR-G1, designated
from the lineage of Apismarl.1 (unpublished data) generates two types of products. The first one,
of about 900 bp was obtained in all aphid samples, whereas the second one, of about 600 bp, was
specific to S. avenae (Eigure 1A1). All PCR products were cloned and five random clones per
individual (for three individuals per species) and per species (given a total of 15 clones per PCR
product per species) were sequenced.

The 75 sequences, ranging from 943 to 946 bp, were identified from the five aphids’ species and
using BLASTX, belonged to the MLE transposase family (pfam01359 in NCBI). While alignment
between these sequences showed specific synapomorphies per species (Apmarl, Rpmarl,
Rmmarl, Samarl and Sgmarl- more details in Figure 2), pairwise comparison revealed a high
degree of identity upper to 98%, allowing to constitute a single cluster named Aphidmar. In
addition, elements present 94.5% + 1.2 of similarity with the sequence of Apismarl.1, extracted
from A. pisum genome. The 5'- and 3’-UTRs are 143 and 79 bp long, respectively with a
polyAdenylation signal conserved. The transposase gene contained internal deletions of 378 bp
and point mutations all along its sequence. The binding domain (HTH, WVPKQL) was lost and
the second canonical motif (VCLLHDNA) of the transposase was modified (Figure 1B1), with

small deletions in Rpmarl, Rmmarl and Samarl as well as a substitution in Apmarl and Sgmarl.
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The 15 remaining sequences from S. avenae constitute a single identical sequence of 653 bp
(Samar2). Due to the significant deletion of 682 bp near the 3’ end, leading to the absence of the
catalytic triad core, the membership of this element was difficult to recognize by BLASTX.
However, its nucleotide alignment with Apismarl.l, revealed 92% of identity. Contrary to
Aphidmar, no NLS motif was detected for Samar2 while HTH was found.

Thus, all the 90 sequences amplified present internal deletions. They are unable to transpose
autonomously but can be trans-mobilizable by autonomous partner and can be considered as
MITEs. Small direct repeat (SDR) microhomologies were manually searched at the breaking
points (BP) of the internal deletions, as proposed by Negoua et al. (2013). SDR are detected in
Aphidmar and Samar2, located near the BP (BPNN) and exactly in the breaking points (BPEE),
respectively (Eigure 2), suggesting that these short copies were originated from an abortive gap

repair after an excision event.

In silico investigation of irritans subfamily in host plant species

The Whole Genome Sequence (WGS) of four cereal species Brachypodium distachyon, Aegilops
taushii, Triticum aestivum and Hordeum vulgare, available in the GenBank database were
investigated to characterize potential copies irritans subfamily (Table 2). The ten complete
elements belonging to Macrosiphinimar, Batmar-like elements and Dnomar-like elements
identified from the three aphids genome namely A. pisum, M. persicae, D. noxia (unpublished
data) as well as MITEs Aphidmar and Samar2 (Eigure 2) were used as queries.

While the majority of contigs/scaffolds exhibit truncated copies of elements belonging to irritans
subfamily at their extremities, only one contig (#289869) from the genome of H. vulgare cultivar
barke shows 76% and 79% of identity with Aphidmar and Apismarl.1 respectively, over 38% and
27% (i.e. more than 300 bp) of their length. As expected, similar results were obtained with
Mpmarl.l and Dnomarl.1, i.e. copies showing about 92% of similarity with Apismarl.l.
Therefore, only Apismarl.1will be used in the following analyses.

Interestingly, this contig of 1471 bp, includes truncated irritans element (320 bp), flanked by
genomic DNA (gDNA) from aphids (i.e A.pisum, M. persicae, D. noxia), the whole surrounded
by gDNA from H. vulgare host cultivar barke (Eigure 3). Nevertheless, analysis of these flanking
regions showed that these sequences are not characterized as EST. This structural organization
could be explained by molecular recombination during evolution, followed by the insertion of an
irritans copy.

This truncated element (named Hvumarl) corresponds to the 3’end of an irritans copy and

comprises only the third aspartic residue of the catalytic domain of the transposase that was slightly
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modified on PYSP-LAPTDYH from the conserved one as well as the same 3’TIR. In addition, it
displayed several mutations and indels.

When Samar2 is used as query, a single fragment shorter than 230 bp can be detected. Otherwise,
in the other cultivars and plant species explored during this work, whatever the queries used, no

sequence similar to those of the irritans subfamily were found.

In vitro verification of irritans subfamily in plants

The absence of insect DNA in gDNA extracted from cereal plants (barley, Triticum aestivum, oat
and aegilops) was confirmed by a PCR targeting an arthropod-specific gene encoding chitin
synthasel. The amplification was carried out using a pair of degenerated primers, designated from
a conserved region of 410 bp corresponding to the catalytic site of chitin synthase 1 (Table 1). The
four cereal aphids were considered as positive controls of the amplification. A single product of
about 410 bp is detected in the genomes of the four aphid species (only R. padi in shown in Figure
1A2) and no similar amplification is observed in cereals. Sequencing of the 410 bp fragment,
clearly confirmed its similarity with the chitin synthase 1 gene. The average between the PCR

products chitin synthase 1 gene is higher than to 92% (Supplemental data 1).

In order to identify the gDNA flanked regions surrounding the 320 bp of Hvumarl identified in
cultivar barke, PCR/iIPCR amplifications were performed with specific primers defined in the

contig 289869 (Figure 3B and Table 1). For iPCR, Hae Il and Sma I were used, since there is no

internal cutting-site within the truncated element, to digest the gDNA of several cultivars of barley
(Roho, Rihane, HD29, Martin and Bowman). After cloning and sequencing of PCR and iPCR
products, the results showed either retrotransposons or uncharacterized sequences.

In parallel, to identify members of the irritans subfamily in plant species, PCR amplifications with
degenerated TIRs and 7ria3D primers designated from the same contig were done (Figure 3B and
Table 1). Several products were obtained (e.g. Barley cultivar Roho Figure 1A2), cloned and
sequenced. BLASTn analysis revealed only two deleted sequences, obtained with TIR-G1 and
Triad3D primers in H. vulgare cultivar Roho and corresponding to mariner family. These
sequences of 267 bp and 646 bp were named Hvumarl and Hvumar?2, respectively.

To classity Hvumarl and Hvumar2 with MITEs previously identified in aphids (Aphidmar,
Samar?2) and other irritans elements from several aphids species (unpublished data), known
nucleotide sequences of Tci-mariner-IS630 superfamily were extracted from Genbank and
compared through a UPGM-VM method of classification allowing a comparison between all these

sequences whatever their length.
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Results revealed that all identified elements in this study were clustered in a monophyletic group

of irritans subfamily namely macrosiphinimar (Eigure 4 and Supplemental data 2). Specifically,

Hvumarl (H. vulgare) determined both in silico and in vitro as well as Aphidmar, were closely
related to MITEL.1subl (fragment of about 950 bp, found in aphids from an in silico investigation,
which share the same putative breakpoint with these latter elements) and Apismarl.1 identified in
A. pisum genome, whereas, Samar?2 (S. avenae) and Hvumar2 (H. vulgare) were more connected
to Dnomarl.1 found in D. noxia. Interestingly, Hvumar2 differs from Samar2 by a longer internal
deletion sequence of 7 bp near the 3’ breaking point (Eiqure 1B2 and Figure 2). Compared to the

sequence detected in the contig289869 of the cultivar barke of H. vulgare, Hvumarl of the cultivar
Roho, has four substitutions and smaller size (267 bp) due to the position of the primers (Eigure
1B2 and Figure 2). The similarity of these sequences with that of Apismarl.1 (from A. pisum)

suggest a possible horizontal transfer between aphids and barley.

Discussion

Previously, three groups of irritans subfamily, including ten lineages of full-length elements
and five sublineages of MITEs, were detected in the genome of three aphid species belonging to
Macrosiphini tribe i.e Acyrthosiphon pisum, Myzus persicae and Diuraphis noxia (unpublished
data). This in silico analysis allowed to designate degenerated TIR primers, in order to identify
irritans subfamily elements in four species of cereal aphids namely Rhopalosiphum padi, R.
maidis, Sitobion avenae and Schizaphis graminum, whose genomes are still unsequenced.

PCR amplification results reveal two inactive types of elements (Aphidmar and Samar2) obtained
by TIR-G1 primers, which are determined from potentially active elements belonging to
macrosiphinimar clade. In fact, internal sequences were highly similar to those of Apismarl.1,
Dnomarl.1 as well as Mpmarl (unpublished data), indicating that internal deletions from an
autonomous partner appear to be a major process in the generation of short elements.

The comparison of Aphidmar sequences has shown high degree of identity (up to 98%) among
cereal aphids and A. pisum irritans copies. This suggests (i) an early invasion of complete copies
into the host genome, followed by stochastic loss in the common ancestor of aphid, then a vertical
transmission, at around the same time, during the process of speciation, or (ii) a horizontal transfer
of deleted copies, either they are transmitted at the same time as autonomous copies or through
endogenous active elements, found in donor and receptor species (Brunet et al. 1999; Le Rouzic
et al. 2007), or (iii) there are hotspots of deletions within ETSs, thus, deletions observed in cereal

aphid species are not homologous but rather correspond to convergences. Noteworthy, several
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inactive mauritiana elements have been detected in seven tree aphid species, exhibiting the same
high rate of identity (Kharrat et al. 2015).

Moreover, due to the absence of amplification and/or detection of active copy in these species,
Aphidmar and Samar2 are considered as “orphan”, suggesting that their ancestral autonomous
elements may have been lost after the MITEs amplification but it cannot be excluded that they still

exist and maintain in other populations.

By comparative genomics of several species belonging to Drosophila genus, Macrosiphini
tribe and Rhodnius prolixus, the majority of MITEs belonging to irritans subfamily, lato sensu
mariner family, have a size about 950 bp, whereas few of them present less than 900 bp (Wallau
et al. 2014; Filée et al. 2015 and personal unpublished data). If shorter MITEs are obtained (like
Samar?2), they are obviously in very low copy number or in few species, so not quite appropriate
to amplification. These observations suggest that mariner elements are prone to internal deletion
but the ability to transpose is likely highly constrained, by a minimum size about 900 bp and/ or
by unable structure (large deletion on the 3’ side), preventing the amplification (Brunet et al. 1996;
Lohe and Hartl 1996). In addition, the comparison between in silico and in vitro results from A.
pisum, used as reference, reveals a decrease in the diversity of the irritans elements. This can be
explained by the exploitation, during these works, of different populations, which are probably
polymorphic in terms of presence/absence of elements. The same case was also described by
Barron et al. (2014) who deduced that prevalence, diversity, distribution and localization of
elements within Drosophila melanogaster can greatly vary between populations.

To test the possibility that plant host can include irritans elements similar to those identified
in aphids (MITEs and or complete elements), a first screening had concerned in silico research, by
a similarity approach, in several species of cereal plants. Only one contig found in the genome of
the cultivar barke of H. vulgare contains a truncated element stuck on either side by aphid gDNA
followed by gDNA of the host plant. Several recombination steps could be at the origin of this
specific DNA organization after an earlier invasion of complete element into the aphid genome,
followed by stochastic loss and mutations.

A second screening used TIR primers and other ones, designated in accordance with the truncated
element obtained, in order to check its presence in the various cereal. Two types of sequences were
characterized in barley cultivar Roho. The same truncated sequence was found and interestingly,
a deleted element closely near to Samar2 (lacking 7 bp) was identified. Their presence in barley,
a species phylogenetically distant from brachypodium, oat and the common ancestor of aegilops

and wheat, might be an initial evidence of an ancient HT between cereal aphids and barley.
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A last screening aimed to find flanking regions as the specific organization identified in silico,
nevertheless it did not reveal any shared copies. This absence of amplification could be due to a
lack of conservation in the regions flanking the truncated element between cultivars, since a
different cultivar has been used.. In all cases, it would be necessary to target the flanking regions

of the two element types obtained in vitro, to support that HT has occurred.

Sequence similarity, tree incongruence, or patchy distributions are the main evidences used

for detecting HT, but what are the mechanisms of the HT and the direction of exchange between
plants and aphids? These questions remain opened. However, it must be stressed that host-parasite
relationships facilitate such transfers (Gilbert et al. 2010), and probably general analysis of the
holobionts of the species will be useful to answer such questions.
The cereal aphid species, here investigated, can infest only plant family belonging to cereals, they
are oligophagous species. As long as these species feed on the same plants, several vectors of
horizontal transfer can be considered like viruses, bacteria, or parasites. Indeed, viruses are able to
inject DNA/RNA into host cells (Jehle et al. 1995; Routh et al. 2012) and specifically two TEs
inserted in the genome of an iridovirus infecting dipteran were identified (Piégu et al. 2013).
Furthermore, in crustaceans (terrestrial isopods), endosymbiotic Wolbachia strains are known to
be frequently horizontally transferred (Cordaux et al. 2001). In addition, several eukaryotic genes
were integrated in Wolbachia genomes (Duplouy et al. 2013), suggesting that this bacteria is an
ideal vector/shuttle of HT.

To conclude, the present study provides the first in vitro characterization of irritans subfamily
in several cereal aphids and interesting clues of the existence of a HT of a transposable element
between barley and aphids. These results could be relevant for biotechnological applications to
genetically control some aphid species and to test potential vectors of horizontal transfer, in future

studies.
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Legends of figures, tables and supplemental data

Figure 1. PCR amplification and schematic representation of in vitro aphid and barley Roho
cultivar elements.

Al. Amplification products obtained by PCR using degenerated TIR primers of irritans subfamily
designated from the lineage of Apismarl.1 (unpublished data). PCR amplifications were performed using
genomic DNA from four cereal aphids with A. pisum as positive control. W = molecular weight marker
100 bp (Invitrogen). PCR products of about 1000 bp are present in the five species and a faint one about
600 bp is only detected in S. avenae.

A2. PCR Amplification with chitin synthase 1 gene primers: (1) T+ corresponds to DNA of Rhopalosiphum
padi as positive control, (2) using genomic DNA from cereal plants. Amplification products obtained from
genomic DNA of Roho cultivar by PCR/iPCR (3-9) using primers designated after in silico investigation
in Hordeum vulgare genome (as mentioned in Table 1 and Figure 2). W = molecular weight marker 100
bp (Invitrogen).

B1. Schematic representation of the Aphidmar elements including Apmarl, Sgmarl, Samarl, Rpmarl,
Rmmarl and Samar2 compared to the full-length copy Apismarl.1 used here a reference. Asterisk refers to
a potentially active element. Blue arrows indicate TIRs, while bold lines represent UTRs. Internal deletions
are mentioned and correspond to thin lines. The DNA binding domain including the helix turn helix (HTH)
region, the related canonical WVPKQL motif, the three catalytic core and residues (in red), as well as the
nuclear localization signal (NLS) are indicated. The turned T represents the polyAdenylation site
AATAAA. Triangles refer to deletion.

B2. Schematic representation of Hvumarl and Hvumar2 obtained by TIR-G1/ Tria3D primers compared to
Apismarl.1 as well as aphid elements detected from the in vitro investigation.

Figure 2. Alignment of nucleotide sequences.

This aligment contains the Aphidmar copies in brown (Apmarl, Rpmarl, Rmmarl, Sgmarl and Samarl),
Samar2, Hvumar (Hvumarl, Hvumar2, and Hvumarl in silico) and Apismarl.1 extracted from the genome
of A. pisum. Synapomorphies per species, internal deletions and Short Direct Repeats (SDR)
microhomologies observed in the region of the breaking points (BP) of deletions were highlighted.
Denomination of the SDR position in the region of BP, is that of Negoua et al. (2013). BPNN for breaking
points near-near is observed in Aphidmar represented by blue boxes, whereas BPEE for breaking points
exact-exact is located in Samar2 and Hvumar2 mentioned in yellow color. The 5°-TIR and 3-TIR are in
gray boxes. The dinucleotide TA flanking these elements corresponds to the target site of duplication
(TSD).

Figure 3. Schematic representation of in silico plant element.

A. Structural organization of the contig 289869 extracted from Hordeum vulgare cultivar barke genome. It
includes the truncated irritans element (320 bp) corresponding to the 3’ end with the third catalytic motif
and TIR. This element is compared to the full length Apismar1.1 extracted in silico and Aphidmar identified
in vitro. Blue arrows indicate TIRs, while bold lines represent UTRs. Internal deletions correspond to thin
lines. The green and brown lines correspond to genomic DNA of the barley and genomic DNA of the A.
pisum, respectively. The DNA binding domain including the helix turn helix (HTH) region, the related
canonical WVPKQL motif, the three catalytic core and residues (in red), and nuclear localization signal
(NLS) are indicated. The turned T represents the polyAdenylation site AATAAA.

B. Complete sequence of the contig 289869 extracted from H. vulgare cultivar barke genome. This
sequence is 1471 bp long. The 3’TIR is in gray box. The third aspartic residue is mentioned in red. Arrows
or lines represent different primers.

Figure 4. Classification of sequences identified in aphids and barley.

Classification of six sequences obtained in vitro from aphids including Aphidmar and Samar2, with three
sequences identified in barley (Hvumarl-2), along with 184 elements belonging to the Tc1-mariner-1S630
superfamily is based on the UPGM-VM method (Rouault et al. 2009). References and positions of all these
sequences are given in Supplemental data 3 according to the reading sense indicated by the arrow in the
circular tree. Complete sequences and MITEs are marked by a full black circle and an empty one,
respectively.
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Table 1. Primers used for PCR and iPCR with hybridization temperature and products expected
sizes. Asterisk corresponds to the expected size of PCR products with Tria3D and TIR-G1 primers.

Table 2. Characteristics of the plant genome explored in this work.
Supplemental data 1. Chitin synthase | gene sequences from the cereal aphids

Supplemental data 2. Sequences (n=193) classified by UPGM-VM method according to the
reading sense indicated by the arrow in the circular tree. Deleted or truncated sequences are indicated
by an asterisk (*).
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»: 20 2 40 » 60 & 80 ‘ 100 A 120 ¥

Rpmarl : [TACGAGGCATGTCC AAGTA, CTGAGACTCTCATG--~-ATCCGAGATATTTTCTGAGATCTTTTTTGACTACAACGTCGTATAGCTTTACTTCTCTCCTTTAAAACAAGACCAAAACGAGTTC & 127
Rmmarl : [TACGAGGCATGTCC AAGTGTACTGAGACTCTCATG-~~ATCC( TTTCTGAGATCTTTTTT TACAACGTCGTATAGCTTTACTTCTCTCCTTTAAAACAAGACCAAAACGAGTTC : 127
Sgmarl : [TACGAGGCATGTCCAGAAAGTAAGTGTACTGAGACTCTCATG---ATCCGAGATATTTTCTGAGATCTTTTTTGACTACAACGTCGTATAGCTTTACTTCTCTCCTTTAAAACAAGACCAAAACGAGTTC @ 127
Samarl : [TACGAGGCATGTCCAGAAAGTAAGTGTACTGAGACTCTCATG--~ATCCGAGATATTTTCTGAGATCTTTTTTGACTACAACGTCGTATAGCTTTACTTCTCTCCTTTAAAACAAGACCAARACGAGTTC & 127
Apmarl H TACGAGGCGTGTCCAGMAGTAAGTGTA"TGAGACTCTCATG- -=-ATCCGAGATATTTTCTGAGATCTTTTTTGACTACAACGTCGTATAGCTTTACTTCTCTCCTTTAAAACAAGACCARAACGAGTTC : 127
Apismarl 3 GTGTCTAGAAAGTAAGTG-ACTGAGGCTCTCACGGCCATAGGGAATATTTTTTTA-~~CCATGTTGGCTACACTGCCGTATAGCGTTACTCCTAACCTTTAAAACAAGACCAGAACGAGTTC @ 126
Samar2 H "‘ ATGTCCAGAAAGTARATGTACTGAGGCTCTCACGGCC TTTTTTTA==~CTATGCTGGCTACACTGCCGTATAGCGTTACTCCTAACCTTTAAAACAAGACCAGAACGAGTTC @ 127
Hvumar2 : [T ATGTCCAGARAGTAAATGTACTGAGGCTCTCACGGCC ~CTATGCTGGCTACACTGCCGTATAGCGTTACTCCTAACCTTTARAACAAGACCAGAACGAGTTC : 127
Hvumarlinvitro : : =
Hvumarlincontig : D -
140 id 160 & 23 200 ! 220 ® 240 & 260
Rpmarl : AGTACGTTGAAAACTGTGGACACAGGAATTTTTCTA ATGTCAA' FCTGCCGC AATCCGCACCGTCATCC @ 217
Rmmarl : AGTACGTTGAAAACTGTGGACACAGGAATTTTTCTAC ATGTCAA' TGCCGCC AATCCGCACCGTCATCC 217
Sgmarl : AGTACGTTGAARAACTGTGGACACAGGAATTTTTCTA ATGTCAA' TGCCGCC ARTCCGCACCGTCATCC! @ 217
Samarl : AGTACGTTGAAAACTGTGGACACAGGAATTTTTCTA ATGTCAA' 'TGCCGCCGGGTGAGAAATCCGCACCGTCATCC : 217
Apmarl : AGTACGTTGAAAACTGTGGACACAGGAATTTTTCTA ATGTCAA' TGCCGCCGGGTGAGAAATCCGCACCGTCATCC @ 217
Apismarl : AGTACGTTTTAAACTGTAGTCTCACGAATTTTTCTTGTTAAACATGTCGATCGAGTCTGCCGCCAAGTGCGAAATCCGCGCTGTTATCCGTTACCTTGTTGCGAAGGAAAAATCTCCACATGAGATTTTT @ 256
Samar2 : AGTACGTTGTAAACTGAAGTCTCACGAATTTTTCTTGTTGAGCATGTCCATCGAGTCTGCCGCCAAGTGCGAAATCCGCGCTGTTATCCGTTACCTTGTTGCGAAGGAAAAATCTCCACAAGAGATTTTT @ 257
Hvumar2 : AGTACGTTGTAAACTGAAGTCTCACGAATTTTTCTTGTTGAGCATGTCCATCGAGTCTGCCGCCAAGTGCGARATCCGCGCTGTTATCCGTTACCTTGTTGCGAAGCARAAATCTCCACAAGAGATTTTT & 257
Hvumarlinvitro : : =
Hvumarlincontig : £ -
- 280 * 300 * 320 * 340 - 360 - 380 -
Rpmarl H £ -
Rmmarl H : =
Sgmarl : o -
Samarl t % -
Apmarl 3 2 -
Apismarl : AAT GAACCGTTTAT CATATGAATCGTACC TATACA. TTTAAAAACGACCGTACGAATGTACATGACGATCTGAGGAGTGGGAGACCGTCGATTTTGA : 386
Samar2 : MTGAGGTACGMCCG'I"PTATGGTMAGGCCATATGAA TCGTACC TA' TGTAGGGAGTTTAAAAACGGCCGTACGAATGTACATGAC TTGAGGAGT! 'CGTCGATTTTGA : 387
Hvumar2 : AAT ACC TTAT: A "CATATGAATCGTACC! TA' TG’ TTAAAAACGGCCGTACGAATGTACATGACGGTC! “GTCGATTTTGA : 387
Hvumarlinvitro : : =
Hvumarlincontig : 5 -
400 * 420 & 440 * 460 2 480 X 500 x 520
Rpmarl ] H -
Rmmarl : : -
Sgmarl H (} -
Samarl : H o
Apmarl 3 H -
Apismarl H C'l‘f‘ \CGACATT A-GTCGAGAATGCGGTTCGTGACGATCGC TGACTC TTTCTGCAATGTTTCCGCAACTGTCAAGGTCTCTGCTCCACGAAACAATCACAGAAACACTTGG : 515
Samar2 H AAAA, ATGCGGTTCGTGGCGATCGC TTGACTC TTTC ATGTTTCCGCAACTGTCAAGGTCTCTGCTCCCCGAAACAATCACAGAAACACTTGG : 517
Hvumar2 : CTGACGACATTGTGMMAAGTCGAGAR TGCGGTTCGTGGCGATCGCAGAT T¢ TTTCTGCAATGTTTCCGCAACTGTCAAGGTCTCTGCTCCCCGARACAATCACAGARACACTTGG @ 517
Hvumarlinvitro : : =
Hvumarlincontig : H -
» 540 * 560 » 580 & 3 640 &
Rpmarl : ARGATGATAATTTTCT-AAGCTCAGT : 268
Rmmarl B 'GATAATTTTCT-AAGCTCAGT : 268
Sgmarl H ATGATAATTTTCT-AAGCTCAGT : 268
Samarl H : AGATGATAATTTTCT-AAGCTCAGT : 268
Apmarl H /] ATGGAAGATGATAATTTTCT-AAGCTCAGT : 268
Apismarl : ATTTCATAAACTGTGCGCAAGATGGGTCCCAAAACAGCTTACTGAACAACACATGTTGAATCGAGTGCAAGCCTCTAGAGA AACGCTATGMCTGGACGGTGATAATTTTCTCMG-TCTBT 644
Samar2 : ATTTCATAAACTGTGCGCAAARATGGGT: : 544
Hvumar2 : ATTTCATARACTGTGCGCAAARATGGGT : 544
Hvumarlinvitro : : =
Hvumarlincontig : ® -
660 * 680 * 700 * 720 ! 740 ¥ 760 - 780
Rpmarl : TGTTACGGGTAATGAGACGTGGGTTGCACACTATACACCTGAAACCAAGCAACTGTACGAACAGTGGCGTCACACCACTTTACCCTCAACCAAARAGTTCAAAACCACCATTTCAGCCAAAAARATCATG @ 398
Rmmarl : TGTTACGGGAGATGAAACTTGGGTTGCACACTATACACCTGARACCARGCAACTGTACGAACAGTGGCGTCACACCACT TTACCCTCAACCAAARAGTTCARAACCACCATTTCAGCCAAARARATCATG 398
Sgmarl : TGTTAC ACACTATACACCTGAAACCAAGCAACTGTACGAACAGTGGCGTCACACCACTTTACCCTCAACCAAAAAGTTCAAAACCACCATTTCAGCCAAAAARATCATG @ 398
Samarl : TGTTACGGGAGATGAGACATGGGTTGCACACAATACACCTGAAA-CAAGCAACTGTACGAACAGTGGCGTCACACCACTTTACCCTCAACCAAAAAGT TCAAAACCACCATTTCAGCCAAAAARATCATG @ 397
rl : TGTTACTGGAGATGAAACTTGGGTTGCACACTATACACCTGAAACCAAGCARCTGTACGAACAGTGGCGTCACACCACTTTACCCTCAACCAAAAAGTTCAAAACCACCATTTCAGCCAARARAAATCATG : 398
Apismarl : TGTTACTGGAAATGAAACTTGGGTTGCACACTATACACCTGAAACTAAGAGACAGTCCGAACAGTGGCGTCACACCACTTCACCCTCAACCAAAAAGTTCAATACCACCATTTCAGCCAAAARAATCATG @ 774
Samar2 H : -
Hvumar2 : s -
Hvumarlinvitro : : =
Hvumarlincontiqg : H -
. 800 * 820 * 840 * 860 - 880 - 900 -
Rpmarl : GCATCAGTGTTTTGGGACCACAAAGGCATC-ATTTTGATTGAATATTTACCTC *CATCAACGC: TCTAAAAAAAT ATTCAAAATAAAAGGAGG : 527
Rumarl : GCATCAGTGTTTTGGGACCACAARAGGCATC-ATTTTGATTGAATATTTACCTC CATCAACGCAG "AAGATATTGTAAGACTCTAAAAAMTTG}\GGAGAGCTATTCAAAATMMGGAGG 527
Sgmarl : GCATCAGTGTTTTGGGACCACAAAGGCATC-ATTTTGATTGAATATTTACCTC ’CATCAACGCAGCA TCTAAAAAAAT TATTCAAAATAAAAGGAGG : 527
Samarl : GCATCAGTGTTTTGGGACCACAAAGGCATC-ATTTTGATTGAATATTTACCTC CATCAACGCAGCA. AT TCTAAAAAAAT TATTCAAAATAAAAGGAGG : 526
Apmarl : GCATCAGTGTTTTGGGACCACAAAGGCATC-ATTTTGATTGAATATT CT CATCAACGC TCTAAAAAAAT TATTCAAAATAAAAGGAGG : 527
Apismarl : GCATCAGTGTTTTGGGACCACAAAGGCATC-ATTTTGATTGAATATTTACCTC ""N"AACGCAGCAALJA TAT CCTAAAAAAAT TATTCAAAATAAAAGGAGG : 903
Samar2 : : =
Hvumar2 H : =
Hvumarlinvitro : : =
Hvumarlincontig : H -
| 960 o} 980 (a 1000 X 1020 * 1040
Rpmarl H ~CAACGCCAGACCCCACACGGCCAATGTCACGAAGCAATTGT' TCATTTGGA' TTTGAACCACCCCCCGTTTTCCCCCGACCTAG : 652
Rmmaril H ~CAACGCCAGACCCCACACGGCCAATGTCACGAAGCAATTGTTGGACTCATTTGGATGGGATGTTTTGAACCACCCCCTGTATTCCCCCGACCTGE @ 652
Sgmarl B =CAACGCCAGACCCCACACGGCCAATGTGACTAAGCAATTGTTGGACTCATTT TTTGAACCACCCCCCGTATTCCCCCGACCTGG : 652
Samarl b -CAACGCCAGACCCCACACGGCCAATGTCACGAAGCAATTGTTGGACTCATTTGGATGGGATGTTTTGAACCACCCCCCGTATTCCCCCGACCTGG @ 651
Apmarl : ~CAACGCCAGACCCCACACGGCCAATGTCACGAAGCAATTGTTGGACTCATTTGGATGGGATGTTTTGAACCACCCCCCGTATTCCCCCGACCTGE @ 652
Apismarl : GGTCTGTTAACGAGCGGAGTCTGCCTGCTGCACGACAACGCCAGACCCCACACGGCCAATGTCACGAAGCAATTGT TCATTTGGAT TTTGAACCACACCCCGTATTCCCCCGACCTGG : 1033
Samar2 : : -
Hvumar2 : H =
Hvumarlinvitro : H =
Hvumarlincontig : ACTCATGCATAGGGAATGTTT ACCACCCCCTTATTCTTTCCTACCTGG : 51
»: 1060 * 1080 » 1100 . 1120 ' 1140 o 1160 &
Rpmarl ¢ TACCTTCAGATTA-CATTTGTTCACTTCCC' A-AAGCAC AAAAATTTTCAGCTGTC 'GGTCGAC, 'GGC-GCAGAGTTTTACGAG : 779
Rmmarl : CGCCTTCAGATTA-CATTTGTTCACTTCCC AGA=-A, AC ARAARATTTTCAGCTGTC ‘GGTCGAC. A ~GC TTTACGAG : 779
Sgmarl : CGCCTTCAGATTA-CATTTGTTCACTTCCC AGCACAT AAAATTTTCAGCTGT AGGGGGCGGTCGAC! A \TGGC-GCAGAGTTTTACGAG : 779
Samarl : CGCCTTCAGATTA-CATTTGTTCACTTCCCTGAAGA-A ACAT AARARAATTTTCAGCTGTC GGTCGAC =GCJ TTTACGAG : 778
Apmarl : CGCCTTCAGATTACCATTTGTTCACTTCCC Al A ACAT AAAARATTTTCAGCTGTC 'GGTCGAC! T GGCi TTTACGAG : 780
Apismarl : CGCCTTCAGATTACCATTTGTTCACTTCCCTGAA AAGCAC ARAAAATTTTCAGCTGA! 'GGTCGAC A TGGCGGC TTCTACGAG : 1161
Samar2 : : -
Hvumar2 : : =
Hvumarlinvitro : --CCTACAGATTACCATTTGTTCACATTCCTGATTCTTGGCACATGGGTGG-AARAAACTTTCAGCCGAC AGAGCTCTACGAG : 94
Hvumarlincontig : CGCCTACAGATTACCATTTGTTCACATTCCTGATTCTTGGCACAT AAAAAACTTTCAACCGAC A AGAGCTCTACGAG : 147
1180 * 1200 o 1220 i) 1240 i 1260 * 1280 * 1300
Rpmarl : GCA-GCATAAAAAAATTAATCTGCCGTCTCACAACCTGCATTGAATGAAATGGTGACTATGTAGAA-AATAGCACACAAATATA-TAATGT-ACCACGTTATTTTTTTTTTTTAATAAATTTTTT-GAA- @ 903
Rmmarl : GCA-GCATAAAAARATTAATCTGCCGTCTCACAACCTGCATTGAATGAAATGGTGACTATGTAGAA-AATAGCACACAAATATA-TAATGT-ACCACGTTATTTTTTTTTTTTAATARATTTTTT-GAA- 903
Sgmarl : GCA-GCATAAARAAAATTAATCTGCCGTCTCACAACCTGCAT 'GGTGA( \TAGCACACAAATATA-TAATGT-ACCACGTTATTTTTTTTTTTTAATAAATTTTTT~-GAA- : 903
Samarl : GCA-GCATAAAAAAATTAATCTGCCGTCTCACAACCTGCATTGAATGAAAT A=-AAT AAATATA-TAATGT-ACCACGTTATTTTTTTTTTTTAATARATTTTTT-GAA- : 902
Apmarl : GCAGGCATN\A}\A}\ATTMTCTGCCGTCTCACAACC‘I‘GCATTGAATGAMTGGTGACTATGTAGAA-MTAGCACACAAAT}\TA-TAATGT ACCACGTTATTTTTTTTTTTTAATAAATTTTTT-GAA- : 905
Apismarl : GCAGGCATAAAAAAATTAATCTGCCGTCTCACAACCTGCAT AAGAAATGGTGACTAT! AAAATAGCACACARATATATTAATGTAACCACGTTATTTTTTTTTTTTAATAAATTTTTTTGRAA : 1291
Samar2 H ARAATAGCACACAAATATATTAATGTAACCACGTTATTTT-~TTTTTTAATAAATTTTTTTGAAR : 610
Hvumar2 : ‘TAGCACACAAATATATTAATGTAACCACGTTATTTT-~TTTTTTAATARATTTTTTTGAAA : 603
Hvumarlinvitro : GCAGGCATTAAAAAACGAATCTGCCGTCTCACAACCTGTATTGAAAGAGATGGCAACTATGTAGAATAATAGAACACARATATATTAATGTAACCACGCAATTTTTTTTTTTCAATTAATTTTTTTGAAG : 224
Hvumarlincontig : GCAGGCATTAAAAAACGAATCTGCCGTCTCACAACCTGTATTGAAAGAGATGGCAACTATGTAGAATAATAGAACACAAATATATTAATGTAACCACGCAATTTTTCTTTTTCAATTAATTTTTTTGAAG : 277
* 1320 3 1340
Rpmarl : CCTACAA-AATTGAGIA-ACTTACTTTCTGGACACGCCTCETA 944
Rmmarl : CCTACAA-AATTGAGTA-ACTTACTTTCTGGACACGCCTCGTA; 944
Sgmarl : CCTACAA-AATTGAGIA-ACTTACTTTCTGGACACGCCTCGTA! : 944
Samarl : CCTACAA-AATTGAGIA-ACTTACTTTCTGGACACGCCTCGTA: 943 ;
1 : CCTACAA-AATTGAGTA-ACTTACTTTCTGGACACGCCTCGTA! : 946 Aphidmar (5 sequences)
Apismarl : CCTACAAAAATT ACTTACTTTC' TCGTA: : 1334
Samar2 : CCTACAAAAATTGAGI'ACACTTACTTTCTGGACACGCCTCGTA 653
Hvumar2 : CCTACAAAAATTGAGI'ACACTTACTTTCTGGACACGCCTCGTA 646 H
Hvumarlinvitro : CCTACAATAATTGAGIACACTTACTTTCTGGACACGCCTCGTA: 267 F I g u re 2
Hvumarlincontig : CCTACAAAAATTGATIACACTTACTTTCTGGACATGCCTCGTA! : 320
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Apismarl.1 169 bp HTH LS s34 bp 1233 bp
(1338bp)* O WV - IDNA PYSPDLAPSDVE |

Aphidmar

(sa6bp)

H. vulgare cult barke

contig289869 | o—
(1471 bp) 914 bp 1234 bp

PYSP-LAPTDYH

—— Hordeumvulgare genome
— Aphid genome (i e Acyrtfosiphon pisum Zenome)
o2 Truncated frrigars subfamily element

>CATV010199892 1| Hordeum vulgave subsp. vulgare cultivar Barke WGS, contig?89869 (strand-), 1471 bp

ATATATACTCGITIGGTGCTGATIGGT TG AR TTICCT TGGT AT GAAT CATCGCATCGT TGO TAART T T TGTAACT TTCTAAGTGCGI TTTCCCTCGTICATACTTITGARATTTARTTGTATA

AR TCAGTTITI AT GGTIGCCT IT I CCCCGCCATAT GTAC GO CACTCAC T GT A AR A TTAGR T T AT T TAT GET CT T GRATARLGACCGCTTTCTCAGT AT TTGTI CCGTARCRCAGGRATTTAR
TATACTARGRAGGI A AT AGGTART ACCAAGARTACCAGRAACCATTCTTARRGT TGTACAGCTTTTICTGCTACALRARTATALT GRCAG&;%TMTTGT%CACACATMTMT TITRR
Hvul-F2 .
ARATTAATATTATATTCATTATAATTCATGAGRAATCGARRATCATTIGTATARCACAATATTGRACGTITATTATTACTIAATTGEGCTAGC TH;:IIGITSIGAT CAET GPbC_GT GITCACTATAGCRATATIG
TT AR T GAR AT T AR CT A C R AT AT TT T T T T AT AR T AR A T ATAGT TTTTAACTATARCATACAATTTTAATTTTTTTATAGAT CRAATGC TI;GATAT GATTRAGRATATTTTARARGCRALAL

TATTCATGGTATGGATGATATT CTTCD‘C_AI TAA AT AT TGGAT TTACT CAT TTTAT TCT T TGGCT GO AT TTGAAGGECTTCTTAGTARACCACGTTCACTCTICTITGACCACGETAAGTGTT
Apis-F1
AR TR T T A T T T AT AT T A AT AL T A T A T AT A T A T TG A A T A A T A R R R T TR A A TT A A T TTATCICI I T T AT TAT TI GACACTATTACTITCATACTGATA

AT TR T AT AT TAT T T AR A T T AT GAC AT CA L TA T TR A A TT AR A A AT ACT CAT GCATAGEEAR T T TTTGRAACCACCCCCTTATICTITTCCTACCT GECECCTACAGATTACCATTT
Tria3D
GITCACATTCCTGATTCTT GGCACATGEET AR A A CTTTCARCCGACGAGGAGATGAAGECAGRGCTCTACGRAGECAGGCATTAR AR A ACGRATCTGCCGTCTCACAACCTCGTATTGALD
h InvR1
GRG.FLTGGQRRCTM CTAGRA AT ARG R R T T A T T AR T AR A A T TTT T I T T T ICAR T TR TITTI T T GARGCCTACAR A TTGAT TACACTTACTTI TCTGEGACATGCCT
InvF1 TIR-G1
CETATGII I TAR T A TTA L CACR AR A TTATAR A TATTTICGTITCACTITARATTCTARCTTARATAAC TmEGTCTGCM TTATTATCACATATTATTATGAATTARTTTARARATCTTGR
Apis-R1 _ Hvul-R2
A AT TR A T T AT AT AT AT TTT T TT T TGACGCT T T T TARRCT TACCT AT A AGTAGAGACCAGAGT TATATTCAT TACAGARATGCTARTTATGAT GCAARTATGCATGATCARRAG
- Hvul-R1 - Hvul-R2

Figure 3
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Table 1. Primers used for PCR and iPCR with hybridization temperature and products expected sizes.

Asterisk corresponds to the expected size of PCR products with Tria3D and TIR-G1 primers.

Primer

Applications names Nucleotide sequences T® Expected size (bp)
TIR-G1 TACGARGCDTGYCYARAAART 60 920<size<1350
TIR-G2 TATTCRAAAMKTAAGGRYYGT 54 ~1300
TIR-G3 TAATWAATTTTTCAWAATTWGG 58 920<size<1130
irritans subfamily TIR-G4 TACGAKGTRTGACAATAAAAT 54 ~900, ~1320
TIR-G5 TAAAYACCCAGACAAMAWRTAT 54 ~1300
TIR-G6 TACGAGRGCGGGCTGATAAG 62 ~1360
Tria3D CCTACAGATTACCATTTGTTC 60 267*
. InvR1 GTGCCAAGAATCAGGAATG
iPCR 52 >700
InvF1 CCTGTATTGAAAGAGATGGC
. F1 CAGGTYATGTACATGTAYTAC
Chitin synthasel gene 49 410
R1 TGATCRTACTGCACGTAGTG
Hvul F1  GCTAGCTAGTAGATCATGAC
HvwlR1  CTCTGGTCTCTACTTATAGG 52 960
Genomic DNA of qudeum Hvul F2 GCTACAAAATATAATGACAGAC 50 1130
vulgare (Barke variety) Hvul R2  GCATCATAATTAGCATTTCTG
Hvul F3  GACAGACACAAATATTTGTACAC
HvwulR3  CTTTTGATCATGCATATTTGCATC 60 1140
Genomic DNA of ApisF1  GGTATGGATGATATTCTTCAC
Acyrthosiphon pisum ApisRl  GTGATAATAAGTGCAGACTG 56 700

R=A/G, Y=TIC, D= AITIG, W= A/T, M= A/C, K=T/G
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Table 2. Characteristics of the plant genomes explored in this work.

Plants Cultivar WGS accession  Project Level and number Size (Gb)
Brachypodium
. Bd21 PRINA32607 ADDNO02  Scaffolds = 28 0.27
distachyon
Aegilops tauschii AL8/78 PRINA182898 AOCO01  Scaffolds = 429,891 3.13
. . Chinese

Triticum aestivum Spring PRJEB11773 FAOMO1 Scaffolds = 735,943 13
Barke PRJEB84 CAJV01 Contigs= 2,742,077 2.06

Hordeum vulgare Morex PRJEB86 CAJWO01 Scaffolds = 2,670,738 1.86
Bowman PRJEBS88 CAJX01 Scaffolds = 2,077,901 1.78
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Supplemental data 1. Chitin synthase I gene sequences from the cereal aphids

>Sequence of chitin synthasel gene from R. padi

CAGGTCATGTACATGTACTACTTACTTGGTCATCGATTAATGGAACTACCGATTTCCGTTGAACGGAAAG
AAGTCATTGCTGAAAATACGTTTTTATTGACGCTTGATGGTGATATTGATTTCCAGCCACATGCGGTCAG
GCTTTTGATAGATTTGATGAAAAAAAATAAAAATTTGGGAGCCGCTTGTGGTAGAATCCATCCAATTGGA
GGAGGTCCATTGGCGTGGTATCAAGTTTTTGAATACGCCATTGGTCATTGGCTCCAAAAAGCTACTGAAC
ACATGATTGGTTGCGTTCTTTGTAGTCCTGGATGTTTCTCACTGTTCAGAGGTAAAGCTCTTATGGACGA
TAACGTGATGAAAAGATATACCACGCTGCCGGTTGAAGCCTTACATTATGTTCAATACGA

> Sequence of chitin synthasel gene from R. maidis

CAGGTCATGTATATGTACTACTTACTTGGTCATCGATTAATGGAACTACCAATTTCCGTTGAACGTAAAG
AAGTCATTGCTGAGAATACGTTTTTGTTGACGCTTGATGGTGATATTGATTTCCAKCCACATGCGGTCAG
GCTTATGATAGATTTAATGAAAAAGAATAAAAATTTGGGAGCCGCTTGTGGTAGAATCCATCCAATTGGA
GGAGGTCCATTAGCGTGGTATCAAGTTTTTGAATATGCCATTGGTCATTGGCTCCAAAAAGCTACTGAAC
ACATGATCGGTTGCGTTCTTTGTAGTCCTGGATGTTTCTCGCTATTCAGAGGTAAAGCTCTTATGGACGA
TAACGTTATGAAAAGATATACCACGCTGCCGGTTGAAGCCTTACATTATGTTCAATACGA

>Sequence of chitin synthasel gene from S. graminum

CAGGTCATGTACATGTACTACTTACTTGGTCATCGATTAATGGAACTACCGATTTCCGTTGAACGGAAAG
AAGTCATTGCTGAAAATACGTTTTTATTGACGCTTGATGGTGATATTGATTTCCAGCCACATGCGGTCAG
GCTTTTGATAGATTTGATGAAAACAAATAAAAATTTGGGAGCCGCTTGTGGTAGAATCCATCCAATTGGA
GGAGGTCCATTGGCGTGGTATCAAGTTTTTGAATACGCCATTGGTCATTGGCTCCAAAAAGCTACTGAAC
ACATGATTGGTTGCGTTCTTTGTAGTCCTGGATGTTTCTCACTGTTCAGAGGTAAAGCTCTTATGGACGA
TAACGTGATGACAAGATATACCACGCTGCCGGTTGAAGCCTTACATTATGTTCAATACGA

>Sequence of chitin synthasel gene from S. avenae

CAGGTCATGTACATGTACTACTTACTTGGTCATCGATTAATGGAACTACCGATTTCCGTTGAACGGAAAG
AAGTCATTGCTGAAAATACGTTTTTATTGACGCTTGATGGTGATATTGATTTCCAGCCACATGCGGTCAG
GCTTTTGATAGATTTGATGAAAAAAARATAAARATTTGGGAGCCGCTTGTGGTAGAATCCATCCAATTGGA
GGAGGTCCATTGGCGTGGTATCAAGTTTTTGAATACGCCATTGGTCATTGGCTCCAAAAAGCTACTGAAC
ACATGATTGGTTGCGTTCTTTGTAGTCCTGGATGTTTCTCACTGTTCAGAGGTAAAGCTCTTATGGACGA
TAACGTGATGAAAAGATATACCACGCTGCCGGTTGAAGCCTTACATTATGTTCAATACGA
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Supplemental data 2. Sequences (n=193) classified by UPGM-VM method according to the
reading sense indicated by the arrow in the circular tree. Deleted or truncated sequences are

indicated by an asterisk (*).

Macrosiphinimar DD34D

1 Diuraphis noxia 0i984744883:140935-140721 strand- *

2 0i984744980:13238-14654 strand+ *

3 . Scaffold6:1582921..1583927 strand+

4 | Myzus persicae Scaffold425:148657-149615 strand + MITEL2

5 0i984745178:34523-35477 strand+ *

6 | Diuraphis noxia 0i984745316:3270-2865 strand- *

7 0i984745505:879619-879165 strand- *

8 Acyrthosiphon pisum 0i320446981 NW003383590.1 Scaffold101:202225-201649 strand - *

9 0i320388812 NW003403215.1 Scaffold19726:243-904 strand - *
10 | Myzus persicae Scaffold938 :36419-37755 strand- Mpmarl.1
11 Acyrthosiphon pisum 0i320446985 NW003383586.1 Scaffold97:172262-173595 strand + Apismarl.1
12 0i320446984 NW003383587.1 Scaffold 98:39716-40668 strand + MITEL.1 subl
13 | Sitobion avenae In vitro Samarl
14 | Rhopalosiphum maidis In vitro Rmmarl
15 | Schizaphis graminum In vitro Sgmarl
16 | Rhopalosiphum padi In vitro Rpmarl
17 In vitro Apmarl
18 0i320447035 NW003383536.1 Scaffold47:642566-643516 strand +
19 | Acyrthosiphon pisum 0i320446957 NW003383614.1 Scaffold125:833628-834589 strand - MITEL1 subl
20 0i320446934 NW003383637.1 Scaffold 148:254344-255290 strand + '
21 0i320446899 NW003383672.1 Scaffold 183:345754-346918 strand +
22 | Hordeum vulgare cultivar Contig 289869 strand-

barke Hvumarl
23 | H. vulgare cultivar Roho In vitro
24 | Myzus persicae Scaffold50:754375-755343 strand+ *
25 | Diuraphis noxia 0i984745255:324638-325555 strand+ *
26 | Myzus persicae Scaffold1103:23507-23906 strand+ *
27 | Diuraphis noxia 0i984745202:272244-271837 strand- *
28 | Hordeum vulgare cultivar In vitro Hvumar?
Roho

29 | Sitobion avenae In vitro Samar?2
30 | Diuraphis noxia 0i984745488:452325-450979 strand- Dnomarl.1
31 | Trachymyrmex cornetzi 011006854094 LKEY01038001.1 Contig 38001:392-1605
32 | Rhodnius prolixus Rpmar33 (Filée et al. 2015)
33 | Vollenhovia emeryi 0i763991541 BBUO01005411.1 Contig06950:10342-11676
34 | Oncopeltus fasciatus 0i641099433 JHQO01163363.1 ContigNC163363:6062-7386
35 | Homalodisca vitripennis 0i642862357 JINS01041406.1 ContigNC41406:3310-4634
36 | Myzus persicae Scaffold131:48139-48677 strand- *
37 0i320447046 NW003383525.1 Scaffold36 :908811-909602 strand - *
38 | Acyrthosiphon pisum 0i320447034 NW003383537.1 Scaffold48:638002-638846 strand + *
39 0i320446875 NW003383696.1 Scaffold207:537540-538487 strand - *
40 Diuraphis noxia 0i984745157:267924-268872 strand+ *
41 0i984744390:37892-38851 strand+ *
42 0i320447089 NW003383510.1 Scaffold21:987841-988816 strand + *
43 0i320446282 NW003384289.1 Scaffold800:146539-147106 strand -
44 0i320446572 NW003383999.1 Scaffold510:194743-195684 strand + MITEL1 sub?
45 Acyrthosiphon pisum 0i320446653 NW003383918.1 Scaffold429:453472-454426 strand + '
46 0i320446326 NW003384245.1 Scaffold756:48163-49727 strand +
47 gi320447005 NW003383566.1 Scaffold77:451686-452577 strand + *
48 0i320442452 NW003388040.1 Scaffold4551:1640-2495 strand + *
49 0i320446993 NW003383578.1 Scaffold89:934560-935876 strand + Apismarl.2
50 | Diuraphis noxia 0i984745245:252450-251151 strand- Dnomar1.2
51 | Dendroctonus ponderosae 0i459605371 APGL01021548.1 Seq01021608:13322-14422
52 | Gerris buenoi 0i822390376 JHBY01085489.1 Contig85496: 109-1314
53 | Homalodisca vitripennis 0i642470880 JJNS01248885.1 ContigNC248885:1757-2877
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54 | Mesobuthus martensii 0i553813549 AYEL01086727.1 Contig347321:2028-3230
55 | Anoplophora glabripennis 0i496870061 AQHT01063015.1 Contig63076:4332-5534
Himar-like elements DD34D
56 | Aphis glycines GQ231493
57 | Drosophila yakuba Dromar18 (Wallau et al. 2014)
58 | Rhodnius prolixus Rpmar0 (Filée et al. 2015)
59 | Bactrocera dorsalis AF346541
60 | Diachasmimorpha AY601748
longicaudata
61 | Chrysoperla plorabunda L06041
62 | Haematobia irritans U11642
63 | Mantispa pulchella U11649
64 | Bactrocera dorsalis AY601743
Maibmar-like elements DD34D
65 | Cancer pagurus AJ507245
66 | Eriphia verrucosa AM906106
67 | Thalamita possoinii AM906155
68 | Pilumnus hirtellus AM906121
69 | Xantho hydrophilus AM906156
70 | Maia brachidactyla AJ507238
Bytmar-like element DD34D
71 | Alvinella caudata AJ496120
72 | Ventiella sulfuris AJ507232
73 | Perisesarma bidens AM906146
74 | Bythograea thermydron AJ507219
75 | Portunus pelagicus AM906137
76 | Alvinella pompejana AJ496135
Nosferatis DD34D
77 . . Rpmarl3 (Filée et al. 2015)
78 Rhodnius prolixus Rpmar9 (Filée et al. 2015)
Dnomar-like element DD34D
79 Diuraphis noxia 0i984735891:2467-2015 strand- *
80 0i984745098:54676-56035 strand+ Dnomar3.1
81 Mvzus persicae Scaffold280:15925-14979 strand - *
g2 | AP Scaffold220: 401477-402088 strand + *
Hsmar2-like element DD34D
83 | Portunus pelagicus AM906137
84 | Alvinella pompejana AJ496135
85 | Homo sapiens U49974
86 | Lemur catta AC133072
87 | Gorilla gorilla AC145402
Batmar-like element DD34D
88 0i984745342:336477-336902 strand+ *
89 Diuraphis noxia 0i984744928:23881-24312 strand+ *
90 0i984745420:365693-366623 strand+ *
91 0i984745311:440129-439207 strand- *
92 Acyrthosiphon pisum 0i320447037 NW003383534.1 Scaffold45:158750-158202 strand- *
93 gi320446899 NW003383672.1 Scaffold183:261886-261320 strand- *
94 Diuraphis noxia 0i984744320:45892-45397 strand- *
95 0i984744320:47738-47243 strand- *
96 0i320446184 NW003384387.1 Scaffold898 :36060-36989 strand - *
97 0i320446473 NW003384098.1 Scaffold609:132371-133021 strand+ *
98 Acyrthosiphon pisum 0i320438813 NW003391455.1 Scaffold7966:4139-4600 strand+ *
99 0i320446392 NW003384179.1 Scaffold690:96269-97548 strand - Apismar2.2
100 0i320447011 NW003383560.1 Scaffold71:493658-494941 strand + '
101 0i320447000 NW003383571.1 Scaffold82:64692-64037 strand - *
102 | Heliconius melpomene 0i378865014 CAEZ01008735.1 Contig7180001235928:24625-25792
103 | Drosophila eugracilis 0i449842783 AFPQ02005657.1 Contig5655:975265-976459
104 | Neodiprion lecontei 0i914279877 LG1B01001307.1 Scaffold1307:12116-13443
105 | Lasius niger 0i861599989 L BMMO01019009.1:53-1374
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106 Diuraphis noxia 0i984745480:182128-183428 strand+ *

107 0i984745116:79279-80622 strand+ Dnomar2.2
108 | Agrilus planipennis 0i648140536 JENH01008607.1 Contig8616:12243-13577

109 | Diuraphis noxia 0i984745529:295648-297002 strand+ Dnomar2.2
110 | Rhodnius prolixus Rpmarl (Filée et al. 2015)

111 | Dinoponera quadriceps 01938133368 JPHR01007292.1 Scaffold1145:2209123415

112 | Copidosoma floridanum 0i619889135 JBOX01069944.1 Contig69949:1149212815

113 | Ceratitis capitata 0i488305875 NW004523814.1 Contig13099:32902-34140

114 | Drosophila ficusphila Dromar8 (Wallau et al. 2014)

115 0i320445628 NW003384943.1 Scaffold1454:8232- 8961 strand - *

116 0i320445628 NW003384943.1 Scaffold1454:3454-4361 strand-

117 Acyrthosiphon pisum 0i320447015 NW003383556.1 Scaffold67:738385-739292 strand- MITE2.1
118 0i320445203 NW003385294.1 Scaffold1805:8796-7866 strand-

119 0i320446728 NW003383843.1 Scaffold354:173658-174753 strand - *

120 0i320446952 NW003383619.1 Scaffold130:212179-213501 strand - Apismar2.1
121 Scaffold544:202614-203522 strand+

122 | Myzus persicae Scaffold166:292461-293374 strand+ MITE2.2
123 Scaffold6:1479795-1480706 strand+

124 Diuraphis noxia 0i984744707:110647-111912 strand+ Dnomar?.1
125 0i984744972:124915-123590 strand- '
126 | Acyrthosiphon pisum 0i320446088 NW003384483.1 Scaffold994:76058-76816 strand+ *

127 | Blattella germanica 0i692674178 JPZV01249368.1 ContigNC249368:8211803

128 | Trabutina mannipara 011044319939 FKYK01006678.1 :1-1114

129

Camponotus floridanus

0i304581076 AEAB01024585.1 Contig622:1601-2726

130

Trionymus perrisii

0i1010807036 FI1Z\V01000272.1 :504-1644

131

Trachymyrmex
septentrionalis

0i1006956206 LKEZ01022017.1 Contig22017:3294-4437

132

Homalodisca vitripennis

0i642782498 JINS01106073.1 ContigNC106073:3898-5039

133

Rhinolophus ferrumequinum

AC157888

134 | Wasmannia auropunctata 0i780611046 XM011690486.1
135 | Rhodnius prolixus Rpmar26 (Filée et al. 2015)
136 | Carollia perspicillata AC148202
Pacmar-like element DD34D

137 Pachygrapsus marmoratus AM231069
138 AM231072
139 | Portunus granulatus AM906131
140 | Pachygrapsus marmoratus AM983536
141 Portunus granulatus AM906134
142 AM906132
143 | Thalamita possoinii AM906151
144 | Paromola bathyalis AM906119
145 | Perisesarma bidens AM906150
146 | Atelecyclus undecimdentatus | AM906092

Other mariner elements DD34D
147 | Papilio xuthus AB055185
148 | Attacus atlas AB006464
149 | Hyalophora cecropia M63844
150 | Bombyx mori D88671
151 | Antheraea yamamai AB247378
152 | Antheraea mylitta AF126011
153 | Homo sapiens EF517118
154 | Apis mellifera AY 155490
155 | Forficula auricularia AY155492
156 | Ceratitis capitata U76903
157 | Caenorhabditis elegans U10438
158 | Meloidogyne chiwoodi AJ437557
159 | Caenorhabditis briggsae AC099767
160 | Solenopsis invicta AF518170
161 | Solenopsis saevissima AF518177
162 | Myrmica ruginodis AY652423
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163 | Bombus terrestris AJ312712
164 Drosophila mauritiana M14653
165 X78906
166 | Drosophila simulans X89927
167 | Mamestra brassicae AF465247
168 | Messor bouvieri AJ781769
169 Mayetiola destructor 0i30778846 AEGA01027875.1
170 U24436
171 | Rhynchosciara sp. GU442128
maT DD37D
i;é Caenorhabditis elegans Qggfgglz
174 | Caenorhabditis briggsae AC084524
175 | Bombyx mori U43131
176 | Anopheles gambiae AAAB01008975

Outgroup TLE and 1S630

177 | Fusarium oxysporum AF282722
178 | Caenorhabditis briggsae M64308
179 | Drosophila virilis CH940657
180 | Salmo salar AJ249090
181 | Anopheles gambiae U89802
182 | Aedes aegypti AF208675
183 | Caenorhabditis elegans M77697
184 | Aedes atropalpus AY038027
185 | Fusarium oxysporum AF076632
186 | Fusarium solani AF443562
187 Fusarium oxysporum AF076631
188 AJ608703
189 | Aspergillus niger U58946
190 | Sinorhizobium meliloti AF143444
191 | Pseudomonas sp. U15298.1
192 | Catharanthus roseus DQ852611
193 | Salmonella typhimurium M58505
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Résultats Chapitre 11

Analyse globale et Conclusions

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la caractérisation des éléments de la sous-
famille irritans aussi bien chez les pucerons des céréales Rhopalosiphum padi, R. maidis, Sitobion
avenae, Schizaphis graminum, dont le génome n’a pas encore été séquence, que chez les plantes-

hotes (céréales : orge, blé, avoine, égilope).

Apres alignement des séquences irritans identifiées in silico chez trois espéeces de pucerons
qui sont proches phylogénétiquement des pucerons des céréales (chapitre 1), des séquences
consensus de TIR ont été définies. L’amplification par PCR a révélé deux types de copies, d’une
part des communes entre ces especes appelées Aphidmar et d’autre part, la séquence nommée
Samar2 spécifique a S. avenae. Ces deux types de copies sont de ~944 et 653 pb respectivement.
La comparaison des séquences Aphidmar a montré un pourcentage d’identité supérieur a 98%. Un
tel niveau de similitude a déja été mentionné entre plusieurs copies délétées de la sous-famille
mauritiana identifiées chez sept especes de pucerons des arbres fruitiers (Kharrat et al. 2015). Ceci
suggere soit une invasion ancienne de copies complétes dans le génome de 1’hdte, suivie
d’acquisition de mutations chez I’ancétre commun des pucerons, soit de transfert de copies
délétées par des éléments actifs endogénes (Brunet et al. 1999; Le Rouzic et al. 2007). Ces
éléments irritans sont non fonctionnels et comprennent des délétions internes qui ont induit a la
perte soit du domaine de liaison a I’ADN pour Aphidmar soit du domaine catalytique pour Samar2.
En raison de ces délétions internes, ils correspondraient donc a des MITEs. Leur alignement avec
des séquences complétes trouvées précédemment montrent qu’ils sont trés proches des éléments
Apismarl.1, Dnomarl.1 et Mpmarl.1 et appartiennent ainsi a la tribu des macrosiphinimar.

En raison de 1'absence de copies actives chez ces especes, les deux types d’éléments obtenus sont
considérés comme "orphelins”. Ceci suggére que leurs partenaires autonomes ancestraux auraient
été perdus aprés I'amplification des MITEs, mais il ne peut étre exclu qu'ils existent et se
maintiennent dans d'autres populations dans la mesure ou peu de populations naturelles ont été
analysées.

Par ailleurs, a partir de la comparaison des génomes de plusieurs espéeces tels que des Drosophila
(Wallau et al. 2014), la punaise Rhodnius prolixus (Filée et al. 2015) et les pucerons appartenant
a la tribu des Macrosiphini (données non publiées), la majorité des MITEs de la sous-famille
irritans voire méme de la famille mariner présentent une taille d’environ de 950pb. Peu d’entre
eux ont une taille inférieure a 900 pb. Néanmoins, si des MITEs trés courts comme Samar2 sont
détectés in silico ou in vitro, ils sont représentés par un trés faible nombre de copies et sont

restreints a quelques especes. Par conséquent, la capacité des éléments mariner a transposer serait
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fortement contrainte par leur taille et/ou par leur structure (Brunet et al. 1996; Lohe et Hartl, 1996),
et des copies courtes seraient vraisemblablement inaptes a s’amplifier au sein d’un génome.

Il faut aussi noter que les résultats des recherches in vitro et in silico de la sous-famille irritans
chez Acyrthosiphon pisum, espéce utilisée comme témoin positif au cours de ce travail, ont montré
une grande variabilité. Ceci pourrait €tre expliqué par 1’utilisation de deux populations différentes,
au cours de ces recherches, qui sont probablement polymorphes. Le méme cas décrit par Barron
et al. (2014), pour des ETs de drosophile, a amené ces auteurs a suggérer que la prévalence, la
diversité, la distribution et la localisation des éléments au sein des populations appartenant a

Drosophila melanogaster peuvent varier considérablement d'une population a l'autre.

Afin de vérifier I’existence des éléments irritans identifiés chez les pucerons au sein des
céréales, nous nous sommes d’abord proposés de balayer les WGS de plusieurs espéces de céréales
(Hordeum vulgare, Triticum aestivum, Brachypodium Distachyon et Aegilops tauschii).
L’approche porte sur la similitude avec les séquences complétes ou MITEs de la sous-famille
irritans trouvées chez les pucerons. Les copies de tailles inférieures a 300 pb et/ou localisés enfin
de contigs ont été éliminés. Seul un contig trouvé dans le génome du cultivar barke de I’orge
contient un ¢lément tronqué de 320 pb entouré de part et d’autres par de I’ADN génomique de
pucerons, le tout flanqué par de I’ADNg de la plante hote. Cette organisation particuliére pourrait
étre expliquée par des recombinaisons effectuées aprés une invasion ancienne d’un élément
complet dans le génome de puceron, suivie par sa perte due a des mutations. Nous avons ensuite
procédé a la vérification in vitro dans les feuilles de plusieurs variétés d’orge (Roho, Martin,
Bowman, HD29, Rihane), de blé (BLG, Salambo) et celles de I’avoine. 1l est & noter que les extraits
de I’ADNg de plantes sont dépourvus de contamination par de I’ADN d’origine animale apres

amplification du gene de la chitine synthasel.

La recherche in vitro des copies irritans a porté sur ’utilisation des mémes amorces TIRS et
d’une amorce interne définie en fonction de 1’élément in silico tronqué. Deux types d'éléments ont
été caractérises chez 1’orge dans le cultivar Roho. Le méme élément tronqué que celui décrit
préecédemment, a eté trouvé (Hvumarl) ainsi qu’un autre élément délété, noté Hvumar2, de 647
pb a été obtenu présentant 99% d’identité avec Samar2. Leur présence chez l'orge, espéce
phylogénétiquement distante de brachypodium, de I'avoine et de I'ancétre commun des égilopes et
du blé, pourrait étre une premiére preuve d'un éventuel transfert horizontal ancien entre les

pucerons des céréales et I'orge.

Enfin la derniére investigation a porté sur I’identification des régions flanquantes de I’élément

tronqué. Toutefois cette étape n’a pas abouti (amplification de région inconnue ou de
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rétrotransposons). L’absence d’amplification peut étre expliquée par la non-conservation de la
région flanquante entre les différentes variétés d’orge, étant donné que nous n’avons pas utilisé in
vitro le méme cultivar barke exploité in silico. Il serait nécessaire de cibler les régions flanquantes
(ADNg de plantes) des deux types d’éléments trouvés, par la définition d’autres amorces pour
Hvumar2 et par leur recherche dans le cultivar barke pour I’¢lément tronqué, afin de renforcer
I’existence d’un transfert horizontal.

Jusqu’a ce jour, les acteurs et mécanismes d’un tel transfert ne sont toujours pas connus chez
les eucaryotes. Toutefois, des interactions hotes-parasites durables, telles celles existant entre
plantes et pucerons, sont des terrains favorables aux transferts horizontaux et a leur étude (Gilbert
etal. 2010). Dans ce contexte, les interactions entre pucerons et céréales constituent un bon modéle
pour ce type d’étude et plusieurs vecteurs de transferts peuvent étre considérés. Ainsi, les virus
sont capables d’injecter de I’ADN/ARN dans les cellules de I’hote (Jehle et al. 1995; Routh et al.
2012) et on sait que les génomes de plusieurs virus (i.e. iridovirus) spécifiques des dipteres peuvent
contenir des éléments transposables (Piégu et al. 2013). Par ailleurs, les bactéries telle que
I’endosymbiote Wolbachia sont également des vecteurs potentiels, sachant que ces bactéries sont
fréquemment sujettes a des transferts horizontaux, qu’elles ciblent les lignées germinales et

qu’elles peuvent contenir plusieurs geénes d’eucaryotes (Duplouy et al. 2013).
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Chapitre 111

Evolution moléculaire de la super-famille des piggyBac : du parasitisme a
la domestication.

L’¢lément transposable piggyBac a été initialement découvert chez le Iépidoptere
Trichoplusia ni (Fraser et al. 1983). 1l est fonctionnel chez plusieurs espéces d’insectes ainsi que
d’autres organismes y compris les levures, les protozoaires, les vertébrés et les plantes (Yusa
2015). D’autres ¢léments ont ¢été identifiés chez différentes espéces de métazoaires,
essentiellement chez les arthropodes (voir références dans Yusa 2015). A quelques exceptions
pres, la plupart des éléments piggyBac caractérisés jusqu’ici ne sont pas fonctionnels. Par
conséquent, 1’identification de nouveaux éléments actifs, ainsi qu’une vision générale de la
distribution et de la structure de cet élément sera utile pour mieux comprendre son évolution et

éventuellement contribuer au développement de vecteurs de transfert de génes.

Notre objectif initial était de rechercher in vitro les éléments piggyBac chez les pucerons des
céréales, Rhopalosiphum padi, R. maidis et Schizaphis graminum de la tribu des Aphidini, ainsi
que Sitobion avenae de la tribu des Macrosiphini. Pour cela, nous avons utilisé les amorces
élaborées par Luo et al. (2014) qui ont permis de mettre en évidence des séquences piggyBac
complétes, potentiellement actives, chez le puceron du cotonnier Aphis gossypii de la tribu des
Aphidini. Cependant et malgré les mémes protocoles expérimentaux, nous avons obtenu, apres
amplification et visualisation sur le gel d’agarose, un smear indiquant la présence de plusieurs
copies avec des tailles variant de 800 a 3000 pb. Nous avons alors décidé d’explorer le génome
séquencé du puceron du petit pois Acyrthosiphon pisum, en utilisant comme requétes les neuf
séquences nucléotidiques trouvées chez A. gossypii. Au total, nous avons pu détecter 231 copies

de piggyBac chez ce puceron (données personnelles).

La caractérisation du polymorphisme et la distribution de ces éléments sont richement illustrés
dans la littérature. Toutefois, cette super-famille n’a pas fait I’objet d’une analyse approfondie de
I’ensemble de ces éléments et de leur évolution. Deux principaux types de séquences peuvent étre
distingués :

- Les éléments piggyBac-like elements (PBLE) correspondant a des éléments complets
comportant les deux TIR, les UTR en 5' et 3" ainsi que le géne codant la transposase avec deux
domaines fonctionnels : (i) un domaine catalytique caractérisé par la présence de trois résidus
aspartates (D) qui assurent les réactions catalytiques de coupure de ’ADN et la ligation, et (ii) un

domaine riche en cystéines dans la région C-terminale qui forme des doigts de zinc assurant la
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fixation a I’ADN. Ces ¢léments sont potentiellement actifs et susceptibles d’étre utilisés en
mutagenése.

- Les éléments piggyBac-derived genes/proteins (PGBD) qui sont des éléments en copie
unique dérivant du géne codant pour la transposase. Ils sont conservés au cours de I’évolution et
correspondent a des éléments domestiqués.

Par ailleurs, face a 1’explosion des génomes complets séquencés, le répertoire des éléments
annotés piggyBac a eté fortement enrichi dans les banques de données (NCBI, Repbase). Ceci nous
a ameneé a rechercher et a caractériser cette superfamille incluant les PBLE et les PGBD, dans un

large spectre d’organismes.

Pour cela, 107 séquences protéiques des PBLE et 10 séquences des PGBD, incluant cing
séquences de référence identifiées initialement chez ’'Homme Homo sapiens (PGBD1a 5), deux
séquences orthologues a PGBDS identifiées chez 1’agnate Petromyzon marinus (Pma) et chez le
céphalocordé Branchiostoma floridae (Bfl), I'élément KOBUTA de Xenopus sp et deux séquences
piggyMac, a savoir PGM de Paramecium tetraurelia et TPB2 de Tetrahymena thermophila, ont
été utilisées comme requéte pour rechercher des séquences homologues dans la base de données
NCBI-nr et dans les génomes disponibles (WGS) par TBLASTN.

Les séquences détectées ont conduit a :
- l'¢tude de l'organisation, de la structure et de I’évolution des éléments PBLE
- lacaractérisation des éléments PGBD
- lanalyse de la distribution, de 1’évolution et des relations phylogénétiques entre ces deux

groupes.

Les résultats de ce chapitre ont fait 1’objet d’un article publié online dans la revue Genome Biology

and Evolution (disponible dans la rubrique Advance access.
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Abstract

The piggyBac transposable element was originally isolated from the cabbage looper moth, Trichoplusia ni, in the 1980s. Despite its
early discovery and specificity compared to the other Class Il elements, the diversity and evolution of this superfamily have been only
partially analyzed. Two main types of elements can be distinguished: the piggyBac-like elements (PBLE) with terminal inverted
repeats, untranslated region, and an open reading frame encoding a transposase, and the piggyBac-derived sequences (PGBD),
containing a sequence derived from a piggyBac transposase, and which correspond to domesticated elements. To define the
distribution, their structural diversity and phylogenetic relationships, analyses were conducted using known PBLE and PGBD
sequences to scan databases. From this data mining, numerous new sequences were characterized (50 for PBLE and 396 for
PGBD). Structural analyses suggest that four groups of PBLE can be defined according to the presence/absence of sub-terminal
repeats. The transposase is characterized by highly variable catalytic domain and C-terminal region. There is no relationship
between the structural groups and the phylogeny of these PBLE elements. The PGBD are clearly structured into nine main
groups. A new group of domesticated elements is suspected in Neopterygii and the remaining eight previously described elements
have been investigated in more detail. In all cases, these sequences are no longer transposable elements, the catalytic domain of
the ancestral transposase is not always conserved, but they are under strong purifying selection. The phylogeny of both PBLE and
PGBD suggests multiple and independent domestication events of PGBD from different PBLE ancestors.

Key words: transposable element, piggyBac, molecular evolution, domestication.

Introduction

Transposable elements (TEs) are mobile and repetitive genetic

While TEs are generally considered as selfish sequences or
genomic parasites, they are also important evolutionary fac-
tors in both structural and functional dynamics of the ge-

elements, abundant in all eukaryotic genomes investigated so
far. Two classes of elements are distinguished according to
their respective transposition mechanisms (Wicker et al.
2007). With few exceptions (like SINEs, MITES, LARD ele-
ments), TEs encode their own transposition machinery. They
use a reverse transcriptase and integrase, leading to a “copy
and paste” mechanism (retrotransposons or Class /) or a trans-
posase in a “cut and paste” mechanism (DNA transposons or
Class Il). Excluding dead copies (i.e. with no coding capacity
and not mobilizable), both classes exist as autonomous active
copies, which encode all the factors required for their mobility
and as nonautonomous but trans-mobilizable copies depend-
ing on the transposition machinery of their autonomous rela-
tives (Feschotte et al. 2002).

nomes. Indeed, one of the most direct contributions of TEs
to host genome evolution is their potential role in the emer-
gence of new genes and functions through an exaptation
process also known as a “molecular domestication” where
the use of TE sequences for a new function is usually associ-
ated to the loss of their mobility capacities (Britten 1996;
Kidwell and Lisch 1997; Miller et al. 1999; Kidwell 2002;
Volff 2006; Sinzelle et al. 2009; Joly-Lopez et al. 2016). In
these cases, while “classical” TEs are present in multi-copies
and inserted at different positions in the genome, within and
between species, domesticated elements are generally found
as single orthologous copies in different species (if the domes-
tication is old enough). In addition, a low ratio (Ka/Ks < 1) of
nonsynonymous (Ka) to synonymous (Ks) nucleotide
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substitution rates suggests that the sequence is under strong
purifying selection if the new function is already acquired,
while a high ratio (Ka/Ks> 1) indicates that the sequences
are under positive selection, that is, when the adaptive peak
is not yet reached (Hurst 2002).

This process can be illustrated by RAGT in V(D)) recombi-
nation (Kapitonov and Jurka 2005; Hencken et al. 2012) and
the CENPB centromere protein (Casola et al. 2008), which
derive from the Transib and the pogo transposases, respec-
tively. More recently, in the primate lineage, a mariner-like
transposase was fused to an SET histone methyltransferase
domain by de novo exonization. The fusion protein retains
the ancestral DNA binding activity of the transposase and
acts as a transcriptional regulator of dispersed mariner-like
repeat elements (Cordaux et al. 2006; Liu et al. 2007).

The piggyBac element (formerly IFP2) is a typical Class II
element, originally isolated from a mutant baculovirus in a
cell culture of the Lepidopteran cabbage looper moth
Trichoplusia ni (Fraser et al. 1983; Cary et al. 1989). More
precisely, this element jumped from T. ni to the baculovirus.
This 2,475 bp autonomous mobile element inserts in TTAA
target sites and is bounded by 13 bp terminal inverted repeats
(TIRs) and 19 bp sub-terminal asymmetric inverted repeats
(STIR) located 3 and 31 bp from the 5’ and 3’ TIRs, respectively
(Cary et al. 1989; Fraser et al. 1996; Lobo et al. 1999). The
single open reading frame is 1,782 bp long, coding for a pro-
tein of 594 amino acids with a molecular weight of 64 kDa.
Interestingly, piggyBac is also functional in other organisms,
including yeasts, protozoa, vertebrates and plants (Yusa
2015). Due to its high transposition activity in several species
of insects, it has become one of the most widely used systems
for the germline transformations, as well as a genetic tool for
gene tagging or trapping, and “an insertional mutagen”
(Yusa 2015).

Since its discovery in 1983, piggyBac has for a long time
remained the only member of the currently known piggyBac
superfamily. The taxonomic distribution, initially believed to be
restricted to the insect orders (Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera, Lepidoptera, and Orthoptera; see Wang et al.
2008 and references therein), has been significantly expanded
to cover several eukaryotic groups. Indeed, a number of
piggyBac-like elements (PBLE) from other species or from
baculovirus have been identified (Penton et al. 2002;
Arkhipova and Meselson 2005; Pritham et al. 2005; Wang
et al. 2006; Xu et al. 2006; Hikosaka et al. 2007; Ray et al.
2008; Sun et al. 2008; Wang et al. 2008; Wu et al. 2008;
Carpes et al. 2009; Wang et al. 2009; Daimon et al. 2010;
Pagan et al. 2010; Luo et al. 2011; Wu et al. 2011; Luo et al.
2014; Wu and Wang 2014).

Most mammalian genomes also contain decayed piggyBac
transposons. They ceased their activity due to several muta-
tions or rearrangements (Pace and Feschotte, 2007; Pagan
et al. 2010). The picture emerging from the initial analyses
of the human, mouse, rat, and dog genomes shows that

there is no evidence for piggyBac activity during the past 40
Ma (Lander et al. 2001; Gibbs et al. 2004; Lindblad-Toh et al.
2005; Pace and Feschotte 2007). However, piggyBac evolu-
tion can be different from one lineage to another. For in-
stance, recent data suggest a continuous colonization of the
vesper bat genomes. Several waves of amplification of
piggyBac have succeeded over the past 40 Ma and the inva-
sion seems to be ongoing, while a new member of PBLE,
piggyBat, has been identified in the little brown bat Myotis
lucifugus. This element is active in its native form and in trans-
position assays in bat and human cultured cells, as well as in
Saccharomyces cerevisiae (Ray et al. 2008; Mitra et al. 2013).

Using computational analysis of genomic data, several spe-
cies have also revealed a number of genes, derived from var-
ious TEs, including piggyBac transposases (Sarkar et al. 2003).
Indeed, the human genome contains at least five domesti-
cated piggyBac, designated from PGBD1 to PGBDS (for
piggyBac-derived genes). On the one hand, PGBD1 and
PGBD2 were probably present in the common ancestor of
mammals, while PGBD3 and PGBD4 are restricted to primates.
On the other hand, PGBDS5, the only sequences interrupted by
multiple introns, are not only orthologous in mammals and
fish (Sarkar et al. 2003) but also in lamprey and lancelet sug-
gesting an ancient domestication event about 525 Ma before
cephalocordates and vertebrates split from urochordates
(Pavelitz et al. 2013).

Otherwise, domestication of piggyBac transposases can be
observed in several evolutionary lineages. In the ciliates
Paramecium  tetraurelia (Baudry et al. 2009) and
Tetrahymena thermophila (Cheng et al. 2010), the genome
undergoes massive DNA amplification during macronucleus
development, and extensive programmed genome rearrange-
ment, including elimination of TEs and internal eliminated se-
quences (IES). These eliminations, essential to reconstruct
functional genes, are due to domesticated piggyBac transpo-
sases, named piggyMac (PGM) in P. tetraurelia and TPB2 in T.
thermophila (Baudry et al. 2009; Cheng et al. 2010). In
Xenopus, the KOBUTA-domesticated transposase has been
conserved for 100 Ma and seems to be involved in DNA-bind-
ing or DNA-recombination activity. Moreover, it can inactivate
the Uribo autonomous transposase through heterodimeriza-
tion (Hikosaka et al. 2007).

The general features shared by the members of the
piggyBac superfamily are the TTAA integration target sites
and the precise excision of the element leading to the resto-
ration of the pre-integration site. In addition, highly conserved
blocks can be detected in the core region, including several
aspartic acid (D) and glutamic acid (E) residues (Sarkar et al.
2003; Keith et al. 2008). Although this region does not readily
show similarity to the widespread DDE catalytic domains of
many Class Il transposases and Class | integrases, a weak sim-
ilarity to the 1S4 family protein was identified (Sarkar et al.
2003), leading to the prediction that D268 and D346 in the
T. ni transposase might be the conserved aspartic acid of a
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DDE/D catalytic domain. Mutational analyses of these posi-
tions, as well as another highly conserved D447, revealed
that these residues are absolutely required for all steps of
transposition. While not conserved in piggyMac and TPB2, a
fourth aspartic acid D450 could also be involved for the exci-
sion of the element in cell cultures, while a glutamate substi-
tution can be tolerated (Keith et al. 2008). Another peculiar
feature of all piggyBac transposases is the conserved Cysteine
residues, forming a putative zinc-binding homeodomain
(PHD) finger in the C-terminal region (Sarkar et al. 2003;
Keith et al. 2008).

The availability of numerous almost complete eukaryotic
genome sequences has considerably enriched the repertoire
of annotated piggyBac elements, providing an opportunity to
better characterize the origin, distribution, diversity, structure
and evolution of this superfamily as well as those of the
piggyBac-derived genes. Until now, in many cases the evolu-
tionary scenarios leading to the presumed domestications
have not been fully reconstructed particularly because the an-
cestral copies were difficult to identify unambiguously.

The objective of this work is to identify and characterize
piggyBac-related elements, including domesticated sequences,
in a large spectrum of organisms. Structural and sequence
comparisons suggest that PBLE (bona fide transposons) can
be grouped in four different structures due to the presence
or absence of subterminal repeats with highly divergent cata-
lytic domains and C-terminal regions. Concerning domesti-
cated piggyBac, we identified a new group of PGBD
sequences, besides the eight groups already described.
Evolutionary scenarios based on the structural features, phylo-
genetic relationships and fate of these elements are discussed.

Materials and Methods
Data Mining

One hundred and seventeen piggyBac transposases were ex-
tracted from databases (NCBI, Repbase, and genomes avail-
able). Among those, 107 sequences are related to PBLE
including 28 sequences from literature and 79 consensus se-
quences from Repbase with a transposase longer than 300 aa.
Sequences containing long truncations, insertions or deletions
were not retained. The other ten sequences are related to
piggyBac-derived elements (PGBD) including five sequences
from Homo sapiens, two sequences orthologous to PGBDS
of Humans, namely, Pma from the agnathe Petromyzon mar-
inus and Bfl from the cephalochordate Branchiostoma flori-
dae, the KOBUTA element from Xenopus sp and two
piggyMac sequences, namely PGM from P. tetraurelia and
TPB2 from T. termophila (fig. 1 and supplementary material
S1, Supplementary Material online).

Each of these copies was used as query to look for homol-
ogous sequences in the NCBI nr database and genomes avail-
able by TBlastN. The new sequences identified were in turn

used as query in order to identify more PBLE and PGBD. The
stringency of the mining steps was between 0 and 1'%
(TBlastN) and only transposases of at least 250 amino acids
were retained. Sequences used as vector were removed and in
case of isoform proteins or identical sequences only one se-
quence was selected.

Structural Analysis of Copies

The annotation of piggyBac sequences in databases can some-
time be confusing. For instance, the term PGBD-like can be
used indifferently for PBLE, PGBD or for degenerated copies
(with internal deletion, truncation...). In the present work,
PBLE will refer to sequences (active or not) with two TIRs,
two untranslated regions (UTRs) and a transposase. PGBD
will correspond to domesticated sequences (i.e., sequences
in single copy in orthologous position in different species
and a Ka/Ks indicating the existence of positive or purifying
selection). Finally, the PGBD-like term will be restricted to the
remaining sequence i.e. with one or no TIRs or UTRs and a
transposase that can be partially deleted or truncated.

The BLAST searches were done using the transposase se-
quence as query. Therefore, to discriminate between PBLE se-
quences from PGBD-like elements, TBlastN was used to align
each sequence on the host genome. Then, 5 kb of both flank-
ing regions were added to detect potential TIR. Flanking se-
quences containing more than 100 N were removed. When
TIRs were found on both sides, the sequence was considered as
new complete PBLE, while sequences flanked by a single TIR or
no TIR were considered as PGBD-like element (supplementary
material S1, Supplementary Material online). Then, in PBLE,
direct repeats (DR) and sub-terminal repeats (STIR) were
searched by alignment of flanked sequences of the transposase
using BlastN (supplementary material S2, Supplementary
Material online). At the end of this screening and filtering
steps, a total of 157 sequences of PBLE (107 from Repbase
and literature plus 50 new sequences) and 406 PGBD or
PGBD-like sequences were retrieved (fig. 1 and supplementary
material S1, Supplementary Material online).

PBLE vs. PGBD

PBLE transposases were aligned with AliView (version 1.17.1;
Larsson 2014) using Muscle with default parameters. Blocks
with a conservation level higher than 30% (relative to the
consensus given by AliView) with no long indels (>20aa)
were retained for phylogenetic analyses (supplementary ma-
terial S3, Supplementary Material online). The phylogenies
(Maximum likelihood, but different methods led to similar to-
pologies), based on the previous blocks, were inferred with
MEGA®6 (Tamura et al. 2013) after a search for the best evo-
lutionary scenario with ProtTest 2.4 server (AIC, matrix
LG +F+@). For the phylogeny of PGBD and all copies (PBLE,
PGBD, and PGBD like), the same procedure was followed
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Queries Queries
Transposase amino acid sequences of PBLE piggyBac Derived element (PGBD) amino acid
(107) sequences (10)
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- From RepBase (79) -Pma-PGBDS (Petromyzon marinus)
-Bfl-PGBDS (Branchiostoma floridae)
i - Kobuta (Xenopus sp)
Tpase> 300an R - PGM (Paramecium tetraurelia)
- S — - TPB2 (Tetrahvmena termophila)
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1
Identification of TIRin |
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transposase (TBLASTN or
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! seq : L of TIR-like | '
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! ! | 308
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e
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| [
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) i Evolutionof PBLE, PGBD and PGBD-like (563)
construction of phylogenetic tree (MEGAG)

"

Fic. 1.—Data mining of piggyBac element. Search of elements belonging to the piggyBac superfamily was done using known copies (literature or
database) as BLAST queries. Ten PGBD and 107 PBLE copies were used as queries. After a first run, 295 sequences annotated as PGBD (PGBD1, 2, 3, 4, and 5)
and 151 new sequences, annotated as PGBD-like element, belonging to 58 species were retrieved. TIR were looked for in the 5" and 3’ flanking regions (5 kb
in both directions) of these new sequences. Fifty of them were found with two TIR and 101 with one (5" or 3') or no TIR. In fine, a total of 563 sequences were
available. The sequences with more than 100 N were eliminated.
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(supplementary materials S4 and S5, Supplementary Material
online).

Results

Structures, characteristics and phylogenies of PBLE and PGBD
elements were analyzed separately because they correspond
to different types of sequences with different evolutionary
trajectories. The former are putatively active transposons,
while the latter are domesticated. Then, to infer the phyloge-
netic relationships between all the piggyBac-like sequences,
the PGBD-like elements were added to these two groups.
Beyond the analysis of the molecular evolution of piggyBac,
our objective was to determine which type of piggyBac ele-
ments gave rise to the domesticated sequences using the phy-
logenetic proximities.

PBLE Landscape

Among the 107 sequences used here as queries, 64 (59%)
correspond to potentially functional transposases, while the
others are defective due to the presence of multiple stop
codons and/or frameshifts. The TBlastN allowed us to identify
50 new sequences from different genomes.

Characterization of PBLE: Structures and Distribution
among Species

Members of the piggyBac superfamily have a TTAA sequence
as target site duplication (TSD) and have TIR of 12-19 bp long
(Fraser et al. 1983). From the analysis of the 157 PBLE, we show
that rarely other insertion sites, including TTTT, ATAG, TTAT,
ATAT, and ATAA, can be detected for a unique sequence (sup-
plementary material S2, Supplementary Material online), and
that the average length of the TIR is 14 + 2 bp (without the TIR
of 50 bp from Paracoccidioides brasiliensis). Moreover, while
the first six nucleotides are relatively well conserved with the
following motif C[C/AT|[CA/TIT/G/A]T/A/G)[T/G/A], the re-
maining part of the TIR can be highly divergent from one
copy to another (supplementary material S2, Supplementary
Material online). The element size varies from 1,721 to
8,451 bp with an average value of 2,813 =84 bp.

A detailed analysis of the 5 and 3’ ends revealed that,
besides the presence of TIR, 94 PBLE contain DR and/or sub-
TIR (STIR) at their ends. Based on the presence/absence of
these repeats, four structural groups (SG) of PBLEs can be
defined (fig. 2 and supplementary material S2,
Supplementary Material online). The first group (SG1), com-
prises 63 sequences characterized by TIR ranging between 5
and 19bp with the exception of a long TIR of 50bp in the
fungi P. brasiliensis. The second group (SG2) contains TIR (7—
30 bp) and imperfect STIR, varying from 11 to 400 bp; 16 out
of 32 sequences showed an overlapping region between TIR
and STIR. The third one (SG3) is characterized by TIR (8-20 bp)
and DR (12-42bp); 5 sequences out of 22 show an

overlapping region between TIR and DR. The last group
(SG4), containing 40 sequences, is more complex since all
sequences contains not only TIRs (6-19 bp), but also the DR
(11-42 bp) and STIRs (15-34 bp). We note that 36 out of 40
transposons belonging to this group have STIR and DR that are
similar. For example, the 5" and 3’ DR of piggyBac-5_Ccri are
identical (same sequence and orientation) to the 5' and 3’ STIR
respectively. Such a phenomenon is possible because the
common sequence is palindromic (supplementary material
S2, Supplementary Material online). For the other members
of this group, and as already mentioned for the SG2 and SG3,
overlaps between DR/STIR and TIR can be observed. Finally, no
consensus sequence has been found for DRs or STIRs.

Another interesting feature is length variability of the four
previous groups. Indeed, when the different parts of the ele-
ment are considered [5" and 3’ TIR, UTRs and open reading
frame (ORF)], the coefficients of variation of UTRs (5" and 3')
are much higher (from 2 to 8 times) than those of TIR and ORF
for all SGs considered, suggesting more selective pressures on
the latter (supplementary material S6, Supplementary Material
online). Moreover, the SG1 group characterized by the ab-
sence of subterminal DR and STIRs, seems to be more variable
than the other SG, except for the ORF region.

The specific distribution of the four SGs of PBLE (fig. 2),
shows that some species can contain a single SG and others
from two to four SG. In particular, the SG1 group is present in
many species including protozoa, red algae, fungi and meta-
zoan, while the others SG are less widely distributed.
Therefore, the predominance of SG1 over the other groups
(63 5G1, 32 SG2, 22 SG3 and 40 SG4, x* P < 107°), its large
specific distribution and its higher variability could suggest that
the piggyBac sequences containing only TIR are the ancestral
structure. The underlying hypothesis to this proposition is that
the presence of sequences belonging to other SG could be
due to evolutionary convergence and/or to horizontal trans-
fers. An argument in favor of the convergence hypothesis is
the absence of consensus sequences in the UTR. However, the
alternative hypothesis suggesting the presence of the four SGs
in the common ancestor of all species here considered, fol-
lowed by independent loss in several lineages, leading to a
patchy distribution and a rapid evolution of DR and STIR se-
quences cannot be excluded.

The piggyBac-like Transposase Protein Family

In spite of a strong variability of the element lengths, the
alignment of amino-acid sequences of the putative transpo-
sases encoded by the 157 PBLE shows several highly con-
served motifs (supplementary material S3, Supplementary
Material online). However, as already mentioned by Sarkar
et al. (2003), the N-terminal region (positions 1-130, using
T. ni transposase as reference), suspected to be a DNA-bind-
ing-domain interacting with TIR, is not well conserved and no
rational alignment can be provided.

Genome Biol. Evol. 9(2):323-339.  doi:10.1093/gbe/evw292  Advance Access publication January 12, 2017 327

139



Bouallegue et al.

>
@

Heterokontes
$ -2 1 12
I Bhodophyte % =1 1 1 1
1 Amoebozoo P
Ly =
]

R DR STIR

tpr byl (bp) o) 1 1 1
l 2
| < eml
Gt 061 123ty ORF - Wiy l I | 3 12
i ol 1
— Transpasase —— 4.5 | B |
H | s=1 1
18420p < POLE - M43ty | | LIS
I S ek YT — R =11 1o
60 S f
Z e e =6 1 1 1 3
e —— Transposase [—— w0 A Y s=1 1
R — 11400 Arvosads ﬂ | = W=1a 3 7 3 ?
1oy < PRLE - 7 i P R 3
e 1100y « ORJ < 26ty r _i et 2 !
— f— 134 L bs=3 1 3 1 1
L ——— Transposase — -0 | — .
. { =1 1
23300p < PHLE - Y03 bp - =) 1 1 1 1
SG4 (010} 1230tp < ORF < 1003bp | o} 1
g - e (=] : 3 s
L — Transposase ——— 619 1 “r‘- H :
— — e =25 s=1 1
1721bp < PRLE - 93bp — W3 3
w— (et Repeats (DR) == L] o=y 2 1 2
dmmmmn Teminal Invened Repeats (TIR) 1o 1
=

e Sub-Tenminal Inveried Repots (STIR)

Nanable distribntion of DRSTIR postoas

Fic. 2.—Structure of PBLEs and their distribution among species. (A) According to the presence/absence of DR and STIRs, four groups of PBLE were
proposed (from SG1 to SG4). The number of sequences (n) in each group is given in brackets. (8) Specific distribution of the four SGs. The number of species
(s) is given for each branch of the phylogenetic tree and according to each structure. Involved species (Heterokontes, Rhodophyta, Amoebozoa, and
Opistokontes) are detailed, from the top down, as follows: [Phytophthora infestans, P. ramorum], [Chondrus crispus] [Entamoeba invadens],
[Paracoccidioides brasiliensis, Mucor circinelloides, Nosema apis], [Acropora millepora, Hydra magnipapillata, Nematostella vectensis), [Aplysia californica,
Biomphalaria glabrata, Crassostrea gigas, Lingula anatinaj, [Schmidtea mediterranea], [Adineta vaga), [Ancylostoma ceylanicum, Haemonchus contortus,
Trichinella spiralis], [Branchipoda crustacean), [Lepeophtheirus salmonis), [Stegodyphus mimosarum], [Aedes aegypti, Anopheles gambiae, Drosophila ana-
nassae, D. biarmipes, D. bipectinata, D. eugracilis], [Mengenilla moldrzyki], [Anticarsia gemmatalis, Agrotis ipsilon, Amyelois transitella, Bombyx mori,
Ctenoplusia agnata, Chilo suppressalis, Helicoverpa armigera, Heliconius melpomene, Heliothis virescens, Macdunnoughia crassisigna, Pectinophora gossy-
piella, Papilio xuthus, Spodoptera frugiperda, Trichoplusia ni], (Cerapachys biroj, Orussus abietinus, Solenopsis invicta, Vollenhovia emeryij, [Athalia rosae,
Megachile rotundata, Nasonia vitripennis], [Aphis gossypii, Acyrthosiphon pisum, Diaphorina citri], [Tribolium castaneum], [Locusta migratoria), [Alligator
mississippiensis], [Myotis davidii, Myotis lucifugus, Pteropus vampyrus), [Microcebus murinus], [Xenopus borealis, X. laevis, X. tropicalis], [Fundulus heteroclitus,
Latimeria chalumnae, Oreochromis niloticus, Salmo salar), [Branchiostoma floridae], [Ciona intestinalis], [Saccoglossus kowalevskii].

The central part of transposase (positions 130-522, T. ni as The C-terminal region (positions 559-594) overlapping

reference) contains several conserved and clearly delimited
blocks (supplementary material S3, Supplementary Material
online). Among them are those surrounding the residues of
the catalytic domain DDD-D/G in positions 268, 346, 447, and
450. The four first Aspartates are strictly conserved in the puta-
tively active elements and only one sequence with a G is found
for the last position in the nematode Trichinella spiralis.
However, according to Keith et al. (2008), a Glutamate can be
tolerated at this position. Therefore, this last residue can be less
constrained than the others and may be essential but not in-
volved in the catalytic site itself.

the piggyBac nuclear localization signal (NLS=PVMKKRTY
CTYCPSKIRRKAN from position 551 to 571, Keith et al.
2008) is relatively well conserved. However, as mentioned
by these authors, if this motif is a functional NLS, the definition
of the complete NLS seems to be more difficult. The ZnF motif
of the C-terminal region starts in the NLS motif, which in-
cludes the first two Cysteines (bold/underlined in the previous
motif). Comparison of the different sequences shows that this
region may present five to seven conserved Cysteines and
sometimes a Histidine. For instance, there are seven cysteines
in the piggyBac transposase of T. ni but five in that of Aplysia
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A Megachile rotundata MroPBLE

B Pectinophora gossypiella PgoPBLE
A Trichoplusia ni TniPBLE

B Stegodyphus mimosarum SmiPBLES

Locusta migratoria piggyBac-5_LMi

@ Salmo salar piggyBac-1_SSa

@ Fundulus heteroclitus FhePBLE

@ Xenopus tropicalis Uribo2

@ Preropus vampyrus PvaPBLE
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@ Nosema apis NapPBLE
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B Schmidtea mediterranea piggyBac-3_SM
Amyelois transitella AtrPBLE2

FiG. 3.—Phylogenetic tree of PBLE. This phylogeny is based on amino-acid sequences covering about 237 residues (the alignment is given in supple-
mentary material S3, Supplementary Material online). For simplicity, only 29 sequences are represented, but the complete tree is available in supplementary
material S7, Supplementary Material online. After a search of the best evolutionary scenario (ProTest 2.4), this unrooted tree was generated in MEGA6 with
the maximum likelihood (ML) method, using LG + F + G matrix. Only bootstrapping values (100 replications) higher than 70% are mentioned on the branch.
Red dots, green squares, yellow lozenges and blue triangles refer to the different SGs, that is, SG1, SG2, SG3, and SG4, respectively. Sequence names: the
term PBLE (piggyBac-Like Element) is used for sequences extracted from literature, or copies newly characterized in this study, while the term piggyBac is
restricted to sequences extracted from Repbase (real name of these sequences in this database).

californica (sequence named AcaPBLE). Moreover, spacing be-
tween these residues are relatively well conserved. Keith et al.
(2008) suggested that the ZnF region might not be involved in
the DNA binding process but in other processes, including
protein-protein interaction as required for a putative dimeriza-
tion of the transposase.

Phylogenetic Analysis

Despite their high divergence in sequence, most PBLE trans-
posases were found to contain conserved domains for a total
of about 237 residues. Thus, it is possible to infer a

phylogenetic tree based on these conserved regions (supple-
mentary material S3, Supplementary Material online). The
PBLE tree (supplementary material S7, Supplementary
Material online) presents short terminal branches reflecting
the high similarity between these elements. The simplified
phylogeny (fig. 3) shows that there is no congruence between
the phylogeny of the transposases and the general structure
of the elements. Therefore, no clear evolutionary scenario can
be proposed to explain the distribution of the different SG. In
addition, the flexibility of the UTR length and sequences, com-
pared to other parts of the elements, and the absence of
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consensus sequence between DRs or between STIRs, suggest
that the structures of elements belonging to the same SG
might be the result of evolutionary convergences.

Analysis of the PGBD

During evolution, functional features of transposases can be
exapted to create new genes with specific cellular functions
(see for instance the V(D)J system of mammalian derived from
the transib transposase; Kapitonov and Jurka 2005). In this
respect, several copies of piggyBac have been described as
domesticated sequences (table 1). More precisely, in the
human genome, five genes (PGBD1-PGBD5) derived from
piggyBac transposases (Sarkar et al. 2003). Otherwise, the
KOBUTA gene of Xenopus (Hikosaka et al. 2007), the PGM
(Baudry et al. 2009) and TPB2 (Cheng et al. 2010) genes of the
ciliates P. tetraurelia and T. thermophila, respectively, and the
Pma and Bfl sequences of agnathe and cephalochordate
(Pavelitz et al. 2013), are also originated from piggyBac trans-
posases. The human PGBD5 and the last two sequences (Pma
and Bff) are orthologous, suggesting an ancient domestication
(Pavelitz et al. 2013).

These eight genes were used as query against general data-
base to extract new PGBD sequences. The objective was to get
a better idea of the specific distribution of these sequences.
This allowed us to retrieve 295 PGBD sequences. All these
sequences can be clustered as eight groups. The orthology
was verified from a detailed analysis of the 5" and 3’ flanking
regions (as shown in supplementary material S8,
Supplementary Material online). All these sequences are
found in single copies. They present a coding region in
which all or a part of the piggyBac transposase is identified.
Within each group, the similarity level between the sequences
is higher than 85% (see below), and between groups no align-
ment can be made except for the parts corresponding to the
piggyBac transposase. Therefore, sequences of the different
groups probably correspond to different domestication
events.

Based on the five genes described in the human genome,
five groups of PGBD sequences (from PGBD1 to PGBD5) can
be defined according to the similarity level of their amino-acid
sequences (table 1, supplementary materials S4 and S9,
Supplementary Material online). PGBD1 members (n=62)
are the result of an ancestral fusion between five exons con-
taining LER or SCAN domains (leucine-rich regions) in the N-
terminal regions and the transposase of a piggyBac element
(Sarkar et al. 2003). The size of PGBD1 members varies from
312 (Rno-PGBD1) to 826 (Bbi-PGBD1) amino acids, suggest-
ing one or several indels in the different parts of the transpo-
sase during evolution. Nevertheless, they present a high level
of similarity (average similarity =85%). In the PGBD2 group
(n=62), a single uninterrupted exon corresponding to the
piggyBac transposase is found. As mentioned by Sarkar
et al. (2003) and Pavelitz et al. (2013), we observed two

exons in 5 of the transposase sequence. Based on all
PGBD2 sequences extracted from the database, the length
of the encoded proteins (uninterrupted exon) varies from
586 (Pal-PGBD2) to 759 (Lve-PGBD2) amino acids. The aver-
age similarity between the members of this group is 88%. The
PGBD3 (n=15) transposase is inserted into the fifth intron of
the Cockayne Syndrome group B gene (CSB). Indeed, unlike
other PGBD, the PGBD3 transposase is flanked by a potential
3’ splicing site in the 5’ region and a polyadenylation signal in
the 3’ region. Thus, an alternative splicing of this region leads
to a regular CSB product or to the CSB-PGBD3 fusion protein
which has been conserved since the common ancestor of
human and marmoset lineages, that is, 43 Ma (Newman
et al. 2008). Moreover, it has been demonstrated that the
CSB-PGBD3 protein regulates gene expression from AP1,
TEAD, and CTCF sites but not from MERS8S sites (Gray et al.
2012). The average similarity of the PGBD3 sequences re-
trieved in various primates is very high (98%).

PGBD4 sequences (n=16) present a single ORF encoding
for a protein of 585 aa. Only the product of the Ppa-PGBD4
from Pan paniscus has a longer size (603 aa). The average
percentage of similarity between the members of this group
is also very high (98%).

PGBDS is the largest group (n=147). It contains several
introns (six in the Bfl gene of cephalochordates, seven in
Pma of agnathes and six in all other vertebrates). According
to Pavelitz et al. (2013) and assuming that all PGBDS behave
similarly, there is no alternative splicing and all introns are
spliced. Furthermore, a potential polyadenylation signal is ob-
served in 3’ region of gnathostomates. The length of the
PGBD5 encoded protein varies from 343 aa (Eca-PGBDS in
Equus caballus) to 732 aa (Eed-PGBDS in Elephantulus edwar-
dii). This size variation seems to be due to a weak conservation
of the N-terminal part of the protein (supplementary material
S4, Supplementary Material online). Nonetheless, the similarity
between these sequences with the N-terminal sequence is
close to 76% and 87% without this region.

Two other domesticated elements present introns within
their transposase-derived sequence. Indeed, PGM contains
two introns with a coding region about 1,065 aa while
TPB2 contains 12 introns with an ORF coding for 1,220 aa.
Finally, the KOBUTA element of Xenopus presents a single
ORF with no introns encoding a protein of 610 aa.

The analysis of the Ka/Ks ratio provides arguments in favor
of the domestication of these sequences. Indeed, this ratio
calculated within each PGBD group varies from 0.123 +
0.003 in PGBD2 to 0432 =+ 0.004 in PGBD1
(PGBD3=0.143 =+ 0.005, PGBD4=0.150 =+ 0.009,
PGBD5 =0.397 + 0.002). This suggests the existence of a pu-
rifying or stabilizing selection. In this context, the DDD catalytic
domain of the piggyBac transposase is not conserved among
the domesticated sequences, including those retrieved from
databases and those described in literature (Sarkar et al. 2003;
Newman et al. 2008; Pavelitz et al. 2013), suggesting that this
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Fic. 4—Phylogenetic tree of ‘domesticated’ elements. This phylogenetic tree comprises 10 PGBDs used as queries, including Human PGBD (Hsa-PGBD1,
2, 3, 4, 5), two orthologous to PGBDS of Humans, namely Pma from the agnathe Petromyzon marinus and 8f/ from the cephalochordate Branchiostorna
floridae, Tetrahymena thermophila (TPB2) and Paramecium tetraurelia (PGM) piggyMac, KOBUTA from Xenopus sp, and 295 homologous PGBD sequences
including 61 PGBD1, 61 PGBD2, 14 PGBD3, 15 PGBD4 and 144 PGBDS sequences. Conserved transposase regions including 240 residues (see supple-
mentary material S4, Supplementary Material online) were used to generate a maximum likelihood (ML) tree with LG +F+G matrix (best evolutionary
scenario proposed by Protest 2.4). The number of sequences in the PGBDs groups is given in brackets.

characteristic was not selected for during all exaptation pro-
cesses. This unconserved catalytic domain is particularly ob-
served for the members of the PGBDS, which is probably the
oldest domesticated sequence (table 1). In addition, in the
PGBD1 and PGBDS the C-terminal region is truncated, remov-
ing the ZnF motif.

The unrooted tree inferred from the 305 PGBDs (fig. 4)
showed that the eight clades of PGBD are clearly identi-
fied and well supported (all bootstrap values are equal to
100). PGBD1 and PGBD2, exclusively found in mammals,

are related to PGBD3 only present in primates, while
PGBD4, also detected exclusively in primates, is closely
related to KOBUTA. PGM and TPB2 of ciliates are
grouped together. PGBDS, found in a large spectrum of
species, is quite distinct from the other PGBDs. As previ-
ously described (Pavelitz et al. 2013), this reflects an early
domestication event. In this respect, its absence in echi-
noderms, hemichordates and urochordates (fig. 5), sug-
gests a domestication event at least in the ancestor of the
Myomerozoa lineage.
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Fic. 5.—Distribution of PGBD sequences in eukaryotes. Each domesticated group of elements is highlighted by specific colors. PGBD1 and PGBD2 are
found in mammals, PGBD3 and PGBD4 in primates, PGBDS present a large spectrum of species belonging to Myomerozoa (including cephalochordates and
all vertebrates). NeoPGBD is only specific to teleost fishes (Actinopterygii). TP82 and PGM are found in ciliates and KOBUTA in Xenopus sp. The presence of
PBLE elements is mentioned by “+". The general phylogeny used here is redrawn from ref. http:/Avww.talkorigins.org/fags/comdesc/phylo.html#fig1 and

has been modified to add some organisms.

Relationship between PGBD/PGBD-like and PBLE

In addition to the 157 PBLE (elements with both ends) and 305
PGBD identified previously, 101 PGBD-like-elements including
eight sequences containing a single TIR (5" or 3') and 93 se-
quences with no TIR were detected (supplementary material
S1, Supplementary Material online). In order to infer the rela-
tionship between all piggyBac-related elements, a maximum
likelihood tree was built from the most conserved blocks.
These blocks roughly correspond to the region surrounding
the catalytic domain DDD. This provides an alignment of a
total of 170 aa after concatenation (supplementary material
S5, Supplementary Material online).

In this tree (fig. 6 and supplementary material S10,
Supplementary Material online), PGBD1, PGBD2 and PGBD3
remain clustered compared to the tree of figure 4.

Interestingly, three sequences—one from the aphid
Acyrthosiphum pisum (Api-PGBD-like3) and two from the
spider Stegodyphus mimosarum (SmiPBLE7 and Smi-PGBD-
like3)—appear closely related to those of PGBD3; neverthe-
less, Api-PGBD-like3 and Smi-PGBD-like3, found in multiple
copies with indels, appear not to be domesticated. The anal-
ysis of flanking regions of these ORFs (5 kb on both side)
reveals in 5' the presence of a potential 3’ splicing site (TTTT
CTCTTCATATTTTTTTAG in SmiPBLE7 and Smi-PGBD-like3, TTT
TTACTAGTTTTAG in Api-PGBD-like3 and CCTTTTTTCCGTTTTA
G in PGBD3) and in 3', a potential polyadenylation signal
(AATAAA). These observations suggest that all these se-
quences share a common ancestor. Moreover, the 3 splicing
site (TTTTTTCTGTGTTAATATCTAG) and polyadenylation signal
are also found in two other lepidopteran sequences
(piggyBac-2_Hmel from Heliconius melpomene and CsuPBLE

Genome Biol. Evol. 9(2):323-339. doi:10.1093/gbe/evw292  Advance Access publication January 12, 2017

333

145



Bouallégue et al.

GBE

from Chilo suppressalis), closely related to the three groups of
domesticated elements PGBD1, 2 and 3. According to the
phylogenetic analysis (fig. 6), these two sequences diverged
before the emergence of the three groups. The most parsi-
monious explanation is that the splicing site and the polyade-
nylation signal were present in the common ancestor of all
these sequences and were then lost along the branches lead-
ing to PGBD1 and PGBD2, while being retained in the clade
containing PGBD3. Outside of this clade, these motifs can be
present but with a patchy distribution.

The KOBUTA element forms a robust cluster with two
other elements of Xenopus (Uribo1 and Uribo2). The PGBD4
and the PvaPBLE of the chiropteran Pteropus vampyrus group
together (similarity=96% and Ka/Ks=0.23+0.01). PGBD5 is
always distinct as previously described. Nonetheless, it must be
stressed that a PGBD-like sequence of a hemichordata (Sko-
PGBD-like5) seems closely related to this group (supplemen-
tary material S10, Supplementary Material online). However,
this sequence is intronless and presents several deletions and
substitutions. While degenerated, this sequence was kept in
our analysis since this is the only one close to the PGBDS
group. But, it must be stressed that this sequence is probably
no longer functional as PBLE nor domesticated as PGBDS
members.

In the complete tree inferred from PBLE, PGBD like, and
PGBD, three distinct groups (G1, G2, and G3) are specific to
Actinopterygii species (supplementary material S10,
Supplementary Material online). On the one hand, the
first two contain complete or partial transposase of PBLE
or PGBD-like copies that can be present in several copies in
each species. On the other hand, the third group corre-
sponds to sequences found as single copy in 14 teleost
fish species (supplementary material S1, Supplementary
Material online). All these sequences are annotated
PGBD-like4 in database. No ortholog is detected in other
vertebrates. This group, here named NeoPGBD, presents a
conserved putative ORF with few substitutions or gaps but
with no frameshift or non-sense mutation (supplementary
material S8, Supplementary Material online). The only ex-
ception is for Ali-PGBD-like4 showing a stop codon. The
ORF length varies from 649 to 682 aa with an average
similarity of 86% and Ka/Ks value of 0.094 +0.004. This
is consistent with strong purifying selection acting on this
insertion. On one hand, no promoter, no splicing signal and
no binding site of transcription factor is found in the 5’
region, but a highly conserved sequence of 365 bp (iden-
tity > 90%) of unknown function is located immediately
upstream the ORF. On the other hand, a potential polyade-
nylation signal AATAAA seems to be conserved in the 3’
region except in Lpe-PGBD-like4. When the analysis of the
flanking regions is extended (5 kb on each side), the identity
level remains relatively high (65% in 5" and 70% in 3'), and
no gene or associated domain can be detected.

Discussion

A large diversity of transposons belonging to the piggyBac
superfamily has been documented in eukaryotes, except in
plants, from data mining in databanks. This study provides a
detailed characterization of these elements, their specific dis-
tribution and their possible evolution.

A total of 157 PBLE, including 50 new sequences, were
analyzed. The target site is TTAA. Rarely, for only five elements
(unique copy), other TSD can be observed (supplementary
material S2, Supplementary Material online). This is probably
due to mutations, since the 5" TSD and 3’ TSD sequences are
not the same. In only two cases (Yabusame1, AcePBLE), the
two TSD are identical, but Yabusame1 does not seem active in
spite of a putative intact ORF (Daimon et al. 2010).

TIRs of PBLE appear to be divergent both in length and
sequence except for the first highly conserved cytosine. TIRs
play an essential role in transposase recognition and cleavage
from the target site (Elick et al. 1997; Li et al. 2001).
Mutagenesis experiments with the piggyBac element con-
firmed that the 3’ terminal G plays an important role in the
selection of the excision site and that the deletion of a single
3'G nucleotide from one of the termini is sufficient to abolish
excision (Elick et al. 1997). For other transposons, similar ex-
amples also indicate that mutations of the first two base pairs
of TIR lead to defective excision processes (Haniford and
Kleckner 1994). In this study, we show that the first three
residues of TIR were not usually CCC/GGG but C[TUAT] [/
A/T]. Nevertheless, these copies are functional with an excision
activity (Xu et al. 2006; Hikosaka et al. 2007; Luo et al. 2011;
Mitra et al. 2013). Therefore, the functional impact of the
second and third residues of TIR is not so clear since they
are not always responsible for defects in the excision process.

Structural architecture of PBLE is also variable and the oc-
currence of DRs close to TIR was previously reported (Wu and
Wang 2014). In the present work, four SGs were identified
according to the presence/absence of DR and/or STIR. This
suggests that these elements are structurally highly flexible.
Two hypotheses can be proposed to explain the specific dis-
tribution of the different structures. On one hand, the SG1
(with only two TIRs) is the ancestral structure, while the other
ones derive from the ancestral sequence by independent ac-
quisitions of DR and STIR (convergence) and/or by horizontal
transfers. On the other hand, the four SGs were already pre-
sent in the common ancestor of all species in which PBLE
copies have been found, and their patchy distribution is due
to independent loss in several lineages. However, the absence
of consensus sequences between these regions and the in-
congruence with the tree derived from transposases are in
favor of independent acquisitions (convergences) and rapid
evolution of these regions. The inconsistencies observed be-
tween the transposase trees, the element structures, and with
the species phylogeny also suggest that piggyBac might be
frequently and successfully horizontally transferred. This may

334 Genome Biol. Evol. 9(2):323-339. doi:10.1093/gbe/evw292  Advance Access publication January 12, 2017

146



Molecular Evolution of piggyBac Superfamily

GBE

PBLE Structural groups (SG)

@ 5GI
B sG2

SG3
A SG4

PGBDY w63 Mamanals

Y POBD2 (262) | Nammaly

\
Acyrhosphon puum Agy PGBD Bie IXP_ 008151149 | Hemptera
| © Svegodypbus mimesarems SePBLET
b . 2 o | Acmts
i
{

PEBDY ae18) | Primates
| Hebconnn melpomene peppyBlac-2_Hmel
ol 4 Chade suppeesnals CudPBLE
Voo —— @ Droroplda sumarae pnBac 1 _DAn
S M Ades depvyn pnBac-1_AAe
1 oM |
- B
A Megachle rcemndata MrePBLE
1o [ Peconopbora gossypels ProPBLE
Tl ‘51 b & Trchophno o TaPBLE
| B Stepadyphus pncvran SePBLES

Locusta magstors g Bac-_LA&

[ @ Arhia cabformca AcaPBLE

@ Dromphalun gubeats BUPBLE

@ Saccogloves kowalevida SkoPBLE

(e i Acrthonphon prsm ApBLES

A Spodoptera Srapperda SEPBLE We

l @ Prevopes vampyrws PVaPBLE

\—“‘{- PCHDA ae16) | Primates

Haglochs cem burtors Hiu PGBD M XP_ 0141819207 1
o0 Manlinda sebra Meie PGBD BhedXP 012772001 1

| rndamila ayereres Pry PGBD MhedXP_01) 789561 |

| Oveochsoam rdoncus On PGBD-Be P 013120047 |
Talsfugy rubeges Trae PGBD-BkedNC 018910 1

o Larmmschng ceces Lor- PGBD BhedXP_010742047 1
Notothersa corsceps Noo- PGBD WakP_010790480

Amgofinddus Innsens AS PGBD B dXP_01 1481760 1

Do rerss Dre POBD- e dBXYAATY

Chpea harengs Cha- PGBD ke 4XP_017681948 |

Lepoowews ecalans Loc- PGBD-Bhed XP_006626620 |
(e b Chondrn cpun gy Bac 11 CCn

T A Chentras cripes pen Bac 1_COn

Saccoglossus bowalevik Sko PGBD e !XP_ 006414621 | Mewscherdata

e Brancheoviema fersdae BS PGBD! Cephalochmdata 7
— Pewomnion maresn Pmas PGBD* Aprata

PCBDS (w147 Ny omerarss
Crathosomnana (ne 1451

NeoPCBD (u=14) 3
Nipbopborus maculatus Xima- PGBD-edXP 01413007 | | Se2fCBO(ee1Y) | Neoptorygh
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be due to a "host factors independent” activity, and could
explain why this element is a powerful vector for genome
engineering.

Furthermore, the presence of internal repeats (DR/STIR),
sometimes with palindromic motifs, raises several questions.
Are these regions involved in the element activity via the trans-
posase binding and stabilization of the transposase-TIR/DR/
STIR complex? This probably reflects a rapid coevolution be-
tween the transposase and the different terminal repeated
sequences, but this remains to be functionally demonstrated.
For the mariner-like elements (MLE), it was shown that con-
served palindromic and mirror motifs within TIR, are important
features of the transposase-TIR interaction (Bigot et al. 2005).

PBLE transposase includes a D?%®D3**D*7D*C catalytic
domain and a Cysteine Rich Domain (CRD) in C-terminal
region (Keith et al. 2008). An additional Histidine can be ob-
served in some sequences between the fifth and the sixth
Cysteines (Fraser et al. 1983; Arkhipova and Meselson
2005). However, while Cysteines are found in almost all se-
quences and are relatively well conserved, the presence and
position of the Histidine is highly variable. Thus, Histidine
impact on the transposase structure and functionality is not
clear.

Like all TEs, piggyBac are prone to indels, recombinations
and mutations that inactivate many copies, which can be rap-
idly lost in absence of trans-mobilization (Robertson 1993; Le
Rouzic et al. 2007; Hua-Van et al. 2011). Nevertheless, mo-
lecular domestication events may occur, in which TE-insertions
are advantageous, maintained by natural selection and turned
into regular genes (Le Rouzic et al. 2007; Sinzelle et al. 2009;
Hua-Van et al. 2011). Such sequences can be distinguished
from defective copies from a low ratio Ka/Ks, indicating that
they evolve under purifying selection and do not correspond
to pseudogenes (Sarkar et al. 2003; Newman et al. 2008;
Pavelitz et al. 2013). Otherwise, in the present study, some
evidence suggests a new domestication event of a piggyBac
element. This new group is exclusively found in Neopterygii
(NeoPGBD). This sequence is present in single copy per
genome and its ORF is well conserved in several species
orders, suggesting an ancient domestication in Neopterygii,
that is, at least 250 Ma (Betancur et al. 2013). Similarly, to
the previous PGBD groups already described, the Ka/Ks ratio is
low. Moreover, the high conservation of the region upstream
the sequence of these PGBD suggests the existence of selec-
tive pressures to maintain a putative function, which remains
unknown.

The presence of these exaptations raises the question of
their emergence: what is the origin of the PGBD sequences?
Answering this question remains difficult, but several hypoth-
eses can be proposed. First, several PBLEs seems to be poten-
tially active, or at least they were within the recent past.
Second, the general phylogeny, including PBLE, PGDB and
PGDB-like, shows that a close relationship can be observed
between PGBD and PBLE or PGBD-like. For instance, PvaPBLE
of Pteropus vampyrus is closely related to the members of
PGBD4. The PBLE (Uribol and Uribo2) and KOBUTA also
form a robust clade. Similarly, with PGBD3 members,
SmiPBLE7 and Smi-PGBD-like3 of Stegodyphus mimosarum
and Api-PGBD-like3 of Acyrthosiphon pisum, are grouped
together.

For PGBDS, the domestication probably occurred along the
branch leading to the Myomerozoa, as described by Pavelitz
et al. (2013), based on transposase sequence, intron location,
and microsynteny. However, an earlier domestication, fol-
lowed by a loss of this element in all branches except one
leading to Myomerozoa, cannot be excluded. To check this
hypothesis, a BlastN search, using PGBD5 and its flanking se-
quences as query, in urochordates (Ciona intestinalis,
Oikopleura dioica), echinoderms (Strongylocentrotus purpura-
tus, Acanthaster planc) and hemichordate (Saccoglossus
kowalevskil), do not allow us to detect PGBD5-like sequences
with introns. Indeed, only a few fragments of intronless
piggyBac-like ORF can be found. Moreover, no sequence sim-
ilar to those of the flanking region of PGBDS can be found in
hemichordate, echinoderms, and urochordates. From these
observations, and assuming that the genome assemblies of
these species are correct, an evolutionary scenario can be pro-
posed. The insertion at the origin of PGBDS occurred in the
ancestor of the Myomerozoa. This initial insertion rapidly ac-
quired a new function and was probably under a high selec-
tive pressure leading to a selective sweep on the entire region
including the flanking sequences.

Therefore, based on the phylogenetic proximities between
PBLE and PGBD sequences, and because domesticated se-
quences are distinct monophyletic groups, we can hypothe-
size that each PGBD group (including NeoPGBD), as well as
PGM, TPB2 and KOBUTA genes, derive from a single and
specific ancestral PBLE sequence, suggesting that the domes-
tication event at the origin of each group occurs once.

The evolutionary trajectory of PGBD is not systematically
accompanied by modifications of transposase activity (see,
for instance, Sarkar et al. 2003; Pavelitz et al. 2013). In this

Fic. 6.—Continued

and 33 PBLE sequences. Maximum likelihood (ML) method, with LG +F + G matrix, is used to construct this tree. Only bootstrap values (100 replications)
higher than 70% are labeled. Groups including PGBD elements and PBLE and/or PGBD-like, are framed in colors. Red dots, green squares, yellow lozenges,
and blue triangles refer to the different PBLE SGs, that is, SG1, SG2, SG3, and SG4, respectively. The putative domesticated sequences (NeoPGBD), found
only in Actinopterygii, are underlined in purple. Sequence names: the term PBLE is used for sequences extracted from literature, or copies newly characterized
in this study, while the term piggyBac is restricted to sequences extracted from Repbase (real name of these sequences in this database). TPB2 is from
Tetrahymena thermophila, PGM from Paramecium tetraurelia and KOBUTA from Xenopus sp.
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respect, piggyMac, TPB2 and KOBUTA have conserved the
DDD catalytic domain and the C-terminal region of the PBLE
and are involved in excision mechanisms. This DDD motif is
also found in the members of the PGBD4 group, but there is
no proof that this is associated to a transposase activity (Mitra
et al. 2008). For PGBD3, while the DDD motif is not strictly
conserved, the C-terminal transposase domain of the human
CSB-PGBD3 fusion protein is able to mobilize the MER8S
(Gray et al. 2012). Moreover, the protein encoded by
human PGBD5 seems to be involved in stereotypical cut-
and-paste DNA transposition in human cells, but in this
case, the genomic integration required distinct aspartic acid
residues, and specific DNA sequences (including TIR) com-
pared to those of Uribo2, piggyBac, piggyMac and piggyBat
(Henssen et al. 2015). For the remaining PGBD (1 and 2), the
DDD motif is not conserved and no mobilization activity can
be suspected. Therefore, a switch to new unknown host func-
tions, since these sequences are under purifying selection,
probably occurred.

Several cases of true or putative exaptation of TEs have
been reported in all domains of the tree of life (see, for in-
stance, Hoen and Bureau, 2012 for exaptation in plants).
However, it seems that all families of TEs are not “equal” in
terms of their fate, since some of them tend to be more prone
to be domesticated than others. Is it a relevant observation or
a sampling effect? Such an observation has been recently
made for the members of the Mutator-like superfamily (Joly-
Lopez et al. 2016). Are the members of the piggyBac super-
family prone to such fate? If so, what could be the reason for
this? Is it due to specific internal features, a transpositional
mechanism and/or particular genomic locations of these
elements?

While several features of piggyBac can be listed, it remains
difficult to know which one(s) are responsible for their domes-
tication success. For instance, full-length copies of piggyBac
can be found in a large spectrum of species (this work), so this
element can potentially move in a large set of organisms and
excise precisely without host damage (see the references in
Mitra et al. 2008). In addition, according to Newman et al.
(2008), piggyBac could be a natural “exon trap” as shown for
PGBD3 since a potential 3 splicing site and a polyadenylation
signal can be detected. These allow its insertion into CSB
intron 5, generating an N-terminal fusion protein. Moreover,
the analysis of the 5’ flanking regions PGBD1 and PGBD2
reveals that five and two exons, respectively, derived from
the host gene (supplementary material S9, Supplementary
Material online). Again, TniPBLE transposase is able to tolerate
N-terminal fusion and to retain a significant transposition ac-
tivity. In this respect, this element seems more flexible than
Sleeping Beauty, Tol2 and Mos1 transposases (Wu et al.
2006). Based on the “3’ exon trap” hypothesis, Newman
et al. (2008) also suggest that piggyBac could benefit from
the efficient host promoter (see also Gray et al. 2012). All

these characteristics may be the reason for its colonizing suc-
cess and its capacity to be domesticated.

Supplementary Material

Supplementary data are available at Genome Biology and
Evolution online.
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Supplemental data 2. Structure of different PBLEs. Group 1: PBLE sequences with Terminal Inverted Repeats (TIR) only. Group 2: PBLE sequences with TIR
and Sub-Terminal Inverted Repeats (STIR). Group 3: PBLE sequences with TIR and Direct Repeats (DR). Group 4: PBLE sequences with TIR, DR and STIR. TIR
and STIR are written as 5’ to 3”. The underlined region corresponds to the same position of DR and STIR (presence of palindromic sequences in some cases).
Sequences in italic correspond to the overlapping region between TIR/STIR or TIR/DR. TIR consensus per group and for all groups was generated using the Web-
Logo server (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi). At each position the nucleotides are stacked one on top of another with the most frequent one on the top. It
displays the frequency of bases at each position with height indicating the proportion of occurrence. The vertical scale is in bits with maximum of two bits possible
at each position indicating that there can be possibility of four different bases at each position.

Group 1: 63 PBLE sequences including Terminal Inverted Repeats (TIR).

Consensus TIR

2, C C
o
c TTT C SG1 (n=63) 1242bp < ORF < 2850bp
cG
e LNia58R o5t it en Lonnnnananannnnnsnsnnssvesssnses ¢ Transposase Sbp <TIR< S0bp
R Dkl ey 1842bp < PBLE < 8451bp
PBLE (bp) Species TSD+TIR References

NapPBLE 3125 Nosema apis TTAA CACAT In this study
SmiPBLE3 2581 Stegodyphus mimosarum TTAA CCCTTTC In this study
piggyBac-7_ PI 3405 Phytophthora infestans TTAA CACCTTGC Repbase
SkoPBLE 3104 Saccoglossus kowalevskii TTAA CCCTTTGC In this study
LEAPFROG1_ETI 1958 Entamoeba invadens TTAA CCTTAGGAAG Pritham et al. 2005
piggyBac-4 SM 3161l Schmidtea mediterranea TTAA CCCTTTGAGG Repbase
piggyBac-1_ NV 2384 Nematostella vectensis TTAA CCCTTTCACTA RepBase
CbiPBLE 2208 Cerapachys biroi TTAA ggggggigggig In this study
piggyBac-3_ LMi 2403 Locusta migratoria TTAA CCCTTTCACTGC Repbase
LanPBLE2 4030 Lingula anatina TTAA ggggigfigggg In this study
piggyBacl CI 2216 Ciona intestinalis TTAA CACTTTCGGCGCC RepBase
BmoPBLE25 2559 Bombyx mori TTAA CACGTTAAACGCC Xu et al. 2006
AtrPBLElL 2692 Amyelois transitella TTAA CACGTTCATCGCC In this study
AroPBLEl 2358 Athalia rosae TTAA CACGTTGAACGCC In this study
LanPBLE3 3133 Lingula anatina TTAA CTCATTGTCCCCT In this study
OabPBLE2 2264 Orussus abietinus TTAA CCACTTCGGTACG In this study
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http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi

TTTT

AvPB2_ 1lp 2333 Adineta vaga TTAA CCCTAGTACTCCC Repbase
. . . CCCTTAGaCTGCT
piggyBac-1_CGi 2350 Crassostrea gigas TTAA CCCTTAGGCTGCT Repbase
piggyBac-2_CGi 4451 Crassostrea gigas TTAA CCCTTGCTCTGCT RepBase
piggyBac-1_DAn 2735 Drosophila ananassae TTAA CCCTTTATATGGC RepBase
iggyBac-3 HM 2883 | Hyd ipapillat TTAA ceerrreactece RepB
piggyBac-3_ 'ydra magnipapillata CCOTTTCLCTCEE epBase
AmiPBLE1 3668 Acropora millepora TTAA CCCTTTCCCGTCC Wang et al. 2010
piggyBacl_ Mm 2527 Microcebus murinus TTAA CCCTTTGCACTCG Repbase
LanPBLE1l 3596 Lingula anatina .
TTT Al
AroPBLE2 2384 Athalia rosae TTRA cee CCeeACE In this study
i B 13 sM 2554 Schmidt dit TTAA CACATTGTaAICGG Repb
piggyBac » chmidtea mediterranea CACATTGTGATCGG epbase
piggyBac-7_SM 2588 Schmidtea mediterranea TTAA CACTAGATTTACCG Repbase
BglPBLE 2313 Biomphalaria glabrata TTAA CTCATTAGCTACTA In this study
piggyBac-3 CGi 2305 Crassostrea gigas TTAA CTCATTCAGCCCCA RepBase
Uribol 6169 | X TTAA CCYTTTNNNTGCCA Hik k. t al. 2007
ribo enopus sp TGGCANNNAAAYGG ikosaka et al.
Uribo2 8451 | X t icali TTAA CCYTTINNNIGCCA Hik k t al. 2007
ribo enopus tropicalis CCRTTTNNNTGCCA ikosaka et al.
DpuPBLE-Pok 6574 Daphni 11 i TTAA CCCTTTLICCACLE Pent t al. 2002
pu okey aphnia pulicaria CCCTTTaTCGACSS enton et al.
DpuPBLE-Pok 5058 Daphni 11 i TTAA CCCTTTLTCGACLG Pent t al. 2002
pu okey aphnia pulicaria CCCTTTAaTCGACCG enton et al.
CCCATTTCCTGaTT ;
PvaPBLE 2176 Pteropus vampyrus TTAA CCCATTTCCTGLTT In this study
piggyBac-3_SSa 3392 Salmo salar TTAA CCCTCCCGTTGTCC Repbase
. . . . CCCTTTgaCTGCTG
piggyBac-4_Lmi 3161 Locusta migratoria TTAA CCCTTTagCTGCTG Repbase
: . CCCTTTcCGGACGA ;
SmiPBLEL 2567 Stegodyphus mimosarum TTAA CCCTTTGCGGACGA In this study
. . CCCTTTCGTGaGCC .
SmiPBLE2 2639 Stegodyphus mimosarum TTAA CCCTTTCGTGGGCC In this study
MroPBLE1 2840 Megachile rotundata TTAA CCCTTTGCGATCGG In this study
PxuPBLE1 2544 Papilio xuthus TTAA CCCTTTGACTGCGG In this study
. . CCCTTTGAcGCGCG .
SmiPBLE4 2965 Stegodyphus mimosarum TTAA CCCTTTGAAGCGEG In this study
. . CCCTCAAGLGACCG .
LanPBLE 2866 Lingula anatina TTAA CCCTCAAGAGACCG In this study
. . . CaCATTgCvTACCdC
piggyBac2_ Mm 2211 Microcebus murinus TTAA CQCATTaCgTACCGC Repbase
. . CACttgGaTtgCGGG
M1uPBLE 2626 | Myotis lucifugus TTAA CACCacGgTgtCGGE Ray et al. 2008
. . . . ATAG .
OniPBLE 2522 Oreochromis niloticus ATAA CCTCCTGACTACCAG In this study
AcaPBLE 2744 Aplysia californica TTAA CCCTTACAGCCCTGT In this study
piggyBac-1 Mcir 2026 | Mucor circinelloides TTAA CCCTTAAACTGTAAA Repbase
piggyBac-8_ PI 3744 Phytophthora infestans TTAA CCCCTCTAGCCCCGC Repbase
. , ) CCCTCTAGTtCCCaAA
PiggyBac-2_HM 2703 Hydra magnipapillata TTAA CCCTCTAGTGCCCCAA Repbase
, CACtTTCGCTGACAGT
BmoPBLE22 4019 Bombyx mori TTAA CACGTTCGCTGACAGT Xu et al. 2006
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PxuPBLE2 1999 Papilio xuthus TTAA CACGTTAACGACGGCG In this study
piggyBac-1_SSa 2925 Salmo salar TTAA CCCTTGTGTGGTGTTC Repbase

. _ . . CCCTTGTCCTGCgGGC
piggyBac-2_BF 4195 Branchiostoma floridae TTAA CCCTTGTCCTGCLGGE Repbase

. _ . CCCTTTCcggaCCAGG
piggyBac-3_NV 2564 Nematostella vectensis TTAA CCCTTTCatacCCAGS Repbase

. . . . CCCTTTGAGCcGCTGCA
piggyBac-1_LMi 4725 Locusta migratoria TTAA CCCTTTGAGLGCTGCA Repbase

. . . CCTTCCAGCGGGCGCGC .
ApiPBLE10 2421 Acyrthosiphon pisum TTAA CCTTCCAGLGGGCGCGE In this study
piggyBac-4 PI 3441 Phytophthora infestans TTAA CACCTTGGTTCCGGACG RepBase

. . . CCCTTAACCTCACtCTAC
piggyBac-12_ SMp 2445 Schmidtea mediterranea TTAA CCGTTAACCTCALaCTAC Repbase

. . CCCTTTGGTGCCgGCCCT
piggyBac-2 NV 3322 Nematostella vectensis TTAA CCCTTTGGTGCCLGCCCT Repbase

. CCCTTTCGGTACGaGCGC .

MroPBLE3 2633 | Megachile rotundata TTAA CCCTTTCGGTACGGGCGC In this study
MroPBLE2 2124 Megachile rotundata TTAA CACGTTGAGCGCGGCGCC In this study
ApiPBLES 2538 Acyrthosiphon pisum TTAA CCCGGCGTTAGTCGCACTA In this study
PiggyBac-1_ParBra | 2369 ii;‘;i‘l’i;:gldes TTAA CCCCTCGTCCGTAAGTTCTTGCTCAATTAGCGTGATTTCAATTAGTGTAT RepBase
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Group 2:32 PBLE sequences including Terminal Inverted Repeats (TIR) and Sub-terminal Inverted Repeats (STIR).

Consensus TIR:

2
SG2 (n=32
C ) 1308bp < ORF < 2952bp
@ ¢mmm  7bp <TIR< 30bp
=1
o
C T A e — Transposase — . 11bp <STIR< 400pb
- s o - - - - ) o
o A<=GxT = = G = =8 L S Variable distribution of
TNOSTLONRO TN TNeER2RRARINENRTS 1984bp < PBLE < 3477bp STIR positions
m——
PBLE (bp) Species TSD+TIR STIR References
. . . TGTATCAaATtTGATACAACGGGT
- TTAA
PiggyBac-5_HM 2449 Hydra magnipapillata TTAA ccc TGTATCAGATaTGATACAACGGGT RepBase
. TTGTCtTAAGGGTcAAAAATGACCCGCC
Bac-2_SSa
piggy . 2983 Salmo salar TTAA CCCTTGTGT TTGTCCTAAGGGTaAAAAATGACCCGCC Repbase
. . . TCGTGTATaCATATGTATACAC
PiggyBac-6_HM 2384 Hydra magnipapillata TTAA CACGTTGACCGC TCGTGTATCCATATGTATACAC Repbase
TGGGAAATTATTTCCCA
1 - I I CCCTTAATCAAA
piggyBac-1_ Hmel 2418 Heliconius melpomene TTAA TGGGAAATTATTTCCCA RepBase
. . . AAGGTGGTGGCAATAT
piggyBac-1_SM 2434 Schmidtea mediterranea TTAA CCCTTTCTAAGG AAGG-GGTGGCAATAT RepBase
. . GCCaTGGGATCCGCC .
AtrPBLE3 2424 Amyelois transitella TTAA CACTCTCCCTGCC GCCGTGGGATCCGCC In this study
. . CCCCcTGGTTCCC GTCATAACTTACGcCaTACG
piggyBac-10_PI 3477 Phytophthora infestans TTAA CCCCLTGGTTCCC GTCATAACTTACGaCGTACG RepBase
. . . A CTCTTTgAgGGGC TTTCAAGGGCGGTGGTT .
DciPBLE
i 3036 Diaphorina citri TTAA CTCTTTeARGEGE PP PCAACGGCGGTGGTT In this study
. . . TTTGTTGCTTTARaGCAACACCATGCA
PiggyBac-1_HM 3081 Hydra magnipapillata TTAA CCCTATATTGCAT TTTGTTGCTTTAAGGCAACAATATGCA RepBase
piggyBac-3_SM 2457 Schmidtea mediterranea TTAA CACGTTGACTGCCA CCGGCGGTACA RepBase
. . . CCcTTTGAGTCCCG GTTTAGAAAAALTTTG
piggyBac-11_ SM 1984 Schmidtea mediterranea TTAA CCLTTTGAGTCCCG GTTTAGARAAAGTTTG RepBase
GTACAACCGCCTACCcGGGTAGGCCATACATTTTGTaTGGAaGgATGATGTTTTTCLTGGT
TAtAAGOGTATATATTTTGAGTTACTTGTaAgATcaGAAAGAAAACCGTCTCATAGGTTCA
TAATAATGTTTACT-AACATAtCGNAGtAAAALTAGAATTTTAAAAATCCTNTNAALALLT
TTTTCAATCAAAAATATGTTGTAACTCCAACACCCcAACCGGCCTTGCCNCAAGTTTNGAG
TaGATGcTT
iggyBacl AG 3338 | Anophel bi TTAA CCCTCaTGTETACGA o RepB
piggyBacl . nopheles gambiae CCGTCLTGTGTACGA epBase
GTACAACCGCCTACCtGGGTAGGCCATACATTTTGTgTGGAGGAaATGATGTTTTTCgTGGT
TAaAAGCGTATATCTTTTGAGTTALtTTGTtAaATttGAALtGAAAACEGTCTCATAGGTTLA
TAATAATGTTTACTaAACATANCGtAGNAAAANTAGAATTTTAAAAATCCTaTcAANANAT
TTTTCAATCAAAAATATGTTGTAACTCCAAAACCCNAACCGGCCTTGCCNCAAGTTT-GAG
TgGATGLTT
, , AGTCTGTGCAtTGGGGTCARatgGACCCCA
PIGGYB2_SM 2513 Schmidtea mediterranea TTAA CCTTCAGTCTGTGCA AGTCTGTGCA-TGCGGTCAACCCGACCCCA RepBase
., . . GgGaaAAA--TATTCCCACTGCCC
AgePBLE-IDT 2531 Anticarsia gemmatalis TTAA CCCTTTATAAGGCAGA GtGggAARaaTATTCCCACTGCCC Carpes et al.2009
. . . TGACGCCAATTGGCGTCAT .
ApiPBLE2 2500 Acyrthosiphon pisum TTAA CACGTTCACTGCGGAT TGACGCCAATTGGCGTCAT In this study
. . . GTCGCGCGGACTACCcaTTGTAATCCAT
ApiPBLEY 2483 Acyrthosiphon pisum TTAA CCCTGCGTAGGTCGCG GTCGCGCGGAt TACagTTGTAATCCAT In this study
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. . CCcTTTcaCTGCTGcA CACGTACATATACGT
TcaPBLE 2270 Tribolium castaneum TTAA CCLTTTggCTGCTGAA CACGTACATATACGT Wang et al. 2008
. , . ATGcGGCaGCCGGCGgtCGCA .
ApiPBLE3 2476 Acyrthosiphon pisum TTAA CACGTTGACTGCCATG ATGEGGCCGCCGECGE CCGCA In this study
. L CGCGCtGTTGTAAATaaTACAACAGT
AgoPBLE 2634 Aphis gossypii TTAA CCTTCCAGCGGGCGCG CGCGC-GTTGTAAATL L TACAACAGT Luo et al. 2011
i AAGCCCAATC-TACG
CagPBLE 2488 Ctenoplusia agnata TTAA CCCTAGAAGCCCAATC AAGCCCAATCATACG Wu et al. 2011
. . CCCTAGAtaACTAAAC ATAACTAAACATTCGTC
PgoPBLE 2464 Pectinophora gossypiella TTAA CCCTAGAGLACTARAC ATAACTAAACATTCGTC Wang et al. 2010
. ATGaGGCAGGGTATctCATACCC .
7 TTAT .
Yabusamel 2472 Bombyx mori CCCGGCGAGCATGAGG ATGtGGCAGGGTATGaCATACCC Daimon et al. 2010
. ATGaGGCAGGGTATctCATACC .
YabusameW 3415 Bombyx mori TTAA CCCGGCGAGCATGAGG ATGLGGCAGGGTATGaCATACC Daimon et al. 2010
. ATGaGGCAGGGTATctCATACCC
BmoPBLEQO7 2567 Bombyx mori TTAA CCCGGCGAGCATGAGG ATGLGGCAGGGTATGaCATACCC Xu et al. 2006
. . . . CTCGCGTGGGGTATATtTAACCCCA
HviPBLELl 2319 Heliothis virescens TTAA CCCTTAATTACTCGCG CTCGCGTGGGGTATATATAACCCCA Wang et al. 2006
. . . CAGGTTGACTGCCACGA CGtGACCCTTATGTGLGTCA .
ApiPBLE1 2912 Acyrthosiphon pisum TTAA CAGGTTGACTGCCACGA CGaGACCCTTATGTGGGTCA In this study
. . . CCTCATaTGAGGAT--CAAATCCTCACATGAGG
piggyBac-10_CCri 2813 Chondrus crispus TTAA CTAGTGTCTATTTGACA CCTCATtTGAGGATCGCAAATCCTCAAATGAGG RepBase
. . CCCGGgtTTgat CGCGC CGCGCTGGGTGTcTCACACCCAG .
SmiPBLES 2163 Stegodyphus mimosarum TTAA CCCGGeaTTacaCGoGe CGCGCTGGGTGTGTCALACCCAG In this study
. . . CCCTATTAacACTAGGTT TGTGACTcTAAGACACATATTAA
piggyBac-6_SM 2372 Schmidtea mediterranea TTAA CCCTATTALLACTAGGTT TGTGACTLTAAGACACATATTAA RepBase
GTTACAGCTATGGTGCGGGGAAACTGTTTATATTTCATAGGGTCCCGAGCCGCGCTGAATC
CGAATcCGAGATCAGATTTTGAAAATTTAAGATGGCGGATCCAATATGGCGGACGGGAATG
TCAAAAAATCGAGATTTTGAAAAACAAAAAATTTTTTCGTATTCTACGTGAAAALACAAAT
AGAAACTGTTCTTGGTGTTTTTTCGATATCTCTCTTAGTTCTTGAGTAAAAAATTCATAAA
CTTTGAAAATAACGCAGACTTATTTACCGTTCGTACACATAAGCGTTGCAGCCACATGAGT
AGGAAACTGTTTATATTTCATAGGGTCCCGAGCCGCGCTGAATCCGAATCCGAGGTCAGGT
TTTGAAAATTCAAGATGGCGGgTCCAATATGGCG
NviPBLE 3328 Nasonia vitripennis TTAA CCCTTTCGTGCACATAAG In this study
GTTACAGCTATGGTGCGGGGAAACTGTTTATATTTCATAGGGTCCCGAGCCGCGCTGAATC
CGAATtCGAGgTCAGATTTTGAAAATTTAAGATGGCGGATCCAATATGGCGGACGGGAATG
TCAAAAAATCGAGATTTTGAAAAACAAAAAATTTTTTCGTATTCTACGTGAAAACACARAAT
AGAAACTGTTCTTGGTGTTTTTTCGATATCTCTCTTAGTTCTTGAGTAAAAAATTCATAAA
CTTTGAAAATAACGCAGACTTATTTACCGTTCGTACACATAAGCGTTGCAGCCACATGAGT
AGGAAACTGTTTATATTTCATAGGGTCCCGAGCCGCGCTGAATCCGAATCCGAGGTCAGGT
TTTGAAAATTCAAGATGGCGGaTCCAATATGGCG
. _ . . CCCTTTCGGCACaATAgGG GTGTCCcTATTGTCCTGAAgGGTAAAA
piggyBac-5_LSal 2213 | Lepeophtheirus salmonis | TTAR CCCTTTCGGGACCATAAGG GTGTCC-TATTGTCCTAAALGGTAAAA RepBase
. . . . AGGTGCCgC-TCACGCTGTGGCGCGTG
piggyBac-12 LMi 2704 Locusta migratoria TTAA CACGTTCGCTGCCGTTCACGCTCTGGCGCG g RepBase

AGGTGCCaCtTCACGCTCTGGCGCGTG
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Group 3:22 PBLE sequences including Terminal Inverted Repeats (TIR) and Direct Repeats (DR).

Consensus TIR:

2
SG3 (n=22) b b
1109bp < ORF < 2586
21 , P P ¢=== 8bp<TIR< 20bp
a ———p ' ————
C GT C — Transposase mp  12bp <DR< 42bp
PN
=ATL = <= _ —_—— =% L ) o
YT i s s weoeronowoerveoeET0wEero0e. Variable distribution of
- - - " - &g 2330bp < PBLE < 3037bp DR positions
[ep—
PBLE (bp) Species TSD+TIR DR References
. . P CCcAAGaGTGCCTTGAGGCAC
- 7
piggyBac-2_Deu 2796 Drosophila eugracilis TTAA CCCTCTAA CCtAAGGGTGCCTTGAGGCAC Repbase
piggyBac-10_LMilp 2403 Locusta migratoria TTAA CCCTGCTGT CGGGTCATTATGACCCGAAA Repbase
, , ATAT CACGTTAGaT AAGTGCCGGTCATTaTGACCC .
AtrPBLE2 2583 Amyelois transitella TTAR CACGTTAGCT AAGTGCCGGTCATTLTGACCE In this study
. CCCTTttCTTG
TGTATCTGTAGAGATACA .
BmoPBLE56 2899 Bombyx mori TTAA CAAGCLAAGGG Xu et al. 2006
iggyBac-14_CCri 2691 | Chond i TTAA CTAGTGTCTATT CCTCALLTGAGG~-ATTTCGCCTCALATCAG Repb
piggyBac- 2 _tiri ondrus crispus CCTCAGaTGAGGCtCATTTCGCCTCARATGAG epbase
. s 9 ccri 2531 Chond ., TTAR CTAGTGACCTAA CACCTCAATTGAGGA---CTAtaTCCTCAATTGAGGGGCgTTTT Repb
plggyBac=> LLri onarus crispus CACCTCAATTGAGGAaat t TACCACCTCAATTGAGEGGAATTTT epobase
AcePBLE 2823 Ancylostoma ceylanicum ATAA CACGTTCGCGAC GTGCTCGACCGGTCGTGCACTTGGTC In this study
GTGTTTGACGACTATAtCCGTCAT
[ I CCAGTTAACCGTG i
OabPBLE1 27172 Orussus abietinus TTAA GTGTTTGACGACTATACCCGTCAT In this study
i B 5 SM 2423 Schmidt dit TTAA CCCTTAAATGCAT TAARTGCATCCTGTLECCATTIGECAACALACT Repb
piggyBac=5_ chmidtea meglterranea TAAATGCATaTTGTaGCCATTTGGCAACAAACC epbase
. X , CCCTTCCTCEGTA TTGTGCCCAtATATGGGCAgAA
piggyBac-2_CCri 2499 Chondrus crispus TTAA CCCTTCCTCCGTA TTGTGCCCACATATGEGCACAA Repbase
. . . . CGAGtTAtCTCGTAGTTGGC
piggyBac-6_LMi 2345 Locusta migratoria TTAA CACGTTGACTGCCA CGAGaTAACTCGTAGTTGGE Repbase
X . TTTAGCCAtTGTCCTGTACACAGGACAC .
SmiPBLE7 3037 Stegodyphus mimosarum TTAA CCCATTTTTAGCCA TTTAGCCAATGTCCTGTACACAGGACAC In this study
piggyBac-5_PI 3519 Phytophthora infestans TTAA CCCTTCTAATACGA ACGGATAATCCGGAA Repbase
. . . . AGGTTACCtGGGTAACCCAATG
piggyBac-5_Lmi 2503 Locusta migratoria TTAA CCCTTGTGTCCACA AGGTTACCCGGGTAACCCAATG Repbase
. . CCCTAGAACgCACA GTGGGGTCGATATTGACCCCAGTTgTGAGTT .
VemPBLE 2330 | Vollenhovia emeryd TTRA CCCTAGAACECACA GTGGGGTCGATATTGACCCCAGTTaTGAGTT In this study
. CAGTCATtTTGACTG
BmoPBLE75 2469 Bombyx mori TTAA CACTAGATTTACCAG CAGTCATATTGACTG Xu et al. 2006
. . . CCTCATATGAGG--ActGgtGCCTCATATGAG
piggyBac-8_ CCri 2598 Chondrus crispus TTAA CTAGTGTCTATTCGAC CCTCATATGAGGaaAACGagGCCTCATATGAG Repbase
. . . . CCCGGCGTCATTGTgGC CCCGGCCACAALGGCTACGT .
SinPBLE 2398 Solenopsis invicta TTAA CCCGGCGTCATTGTEGE CCCGGCCACAACGGCTAAGT In this study
. B ) . ACCTCAAATGAGGCTATGTC
piggyBac-4_Ccri 2759 Chondrus crispus TTAA CTAGTGTCTATTTGACA ACCTCAAATGAGACTATLTC Repbase
piggyBac-12_ CCri 2650 Chondrus crispus TTAA CTAGTGTCTAGCCGACAAT CTCAATTGAGGA Repbase
. . . CCCGTCATGAGTCGCALCA GTCAAAAAGACCgTGTGCGAC .
7 7 A h h
Ap1PBLE 2716 cyrthosiphon pisum TTAA CCCGCCATGAGTCGCACCA GTCAAAAAGACCETGTGCGAC In this study
piggyBac-1_Sin 2525 Solenopsis invicta TTAA CCGGGGTACCCGGGTACCCA GGGTACCCGGGTACCC Repbase
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Group 4: 40 PBLE sequences including Terminal Inverted Repeats (TIR), Direct Repeats (DR) and Sub-Terminal Inverted Repeats (STIR).

Consensus TIR:

2
SG4 (n=40 ¢mmm  6bp <TIR< 19bp
(n=40) 1239bp < ORF < 3003bp
" - —p— i | —— ) . — 11bp <DR< 42bp
51 T — Transposase >
15bp <STIR< 34pb
CG B N S == P p
‘A: TT ‘ :‘-7 B J . . g .
U= —‘:“’G_—‘!u?%’i e e - S ' Variable distribution of
5 R 1721bp < PBLE < 5983bp DR/STIR positions
weiiago. beskaley sy
PBLE (bp) Species TSD+TIR DR STIR References
; CAGLTAGAGGGAATATTETTCCCACCAATAARAA TTTTTT--TTGGTGGGAAGAATATTCCCTCTA
SErPBLE-Tu 2939 | Spodoptera frugiperda TTAR CCCTTT CAGQTAGAGGGAATATTCTTaCCACCAATLAAAA TTTTTTaaTTGGTGGEAAGAATATTCCCTCTA fu et al. 2014
. o CARGGAAGTCATTTTGACTGCTTTT TATACCTATATTGCCCAAAAGCAGTCA
MdaPBLE 2116 | Myotis davidii TTAR CACTRG CAAtGCAGTCATTTTGACTGCTTTT TATACCTATATTGCCCAAAAGCAGTCA Tang et al. 2015
. . CgCTAGA TATACCTGtATTGCCGaAAAGCAGTCA
MmoPBLE 2252 Mengenilla moldrzyki TTAA TCTAGLG AGTCATTTTGACTGCTTT TATACCTacATTGCCeCARAGCAGTCA Tang et al. 2015
. TATACCTGTATTG-CCtAAAGCAGTCA
MroPBLE 2528 | Megachile rotundata TTAA CACTAGA CAGTCATTTTGACTGCTTT AT T ATTORCCOARACCACTCA Tang et al. 2015
ApiPBLE4 3947 | Acyrthosiphon pisum TTAA CCCTTTA AATATTTTTCCCA TTCCCACCTAAGAAAA In this study
. CTGTgAAAGGGGGCATTTTGCCCCCTTTC GGGGCATTTTGCCCCCTTTCAT
piggyBac=7_PR 5356 | Phytophthora ramorum TTAR CCCTTICCTE CTGTCAAAGGGGGCATTTTGCCCCCTTTC GGGGCATTTTGaCCCCTTTCAT RepBase
. CTAAAAGGQCACAaaaTTCGCCCTTTAAGGETTT
piggyBac-4 PR 5983 Phytophthora ramorum TTAA CCCTTTCGCG CTAAAAGGGCACAAAATTCGCCC CTAAAAGGAtACE tLLTTCGCCCTTTARGGGTTT RepBase
. . . TGGCCTCATATGAGGCCAA- ~ £ TGGCCTCATATGAGGE TGgCCTCATATGAGGCCAALTG
Bac-1 2 h TTAA TAGTGTCTA RepB
piggyBac-1 CCri 863 | Chondrus crispus CTAGTGICTAG TGaCCTCATATGAGGtCAAGGGTGaCCTCATATGAGGC TGaCCTCATATGAGGLCAAATG epbase
. . . TGGACATTTTTGTCCARAAT T TGCACAAARATGTCCA
piggyBac-9_SM 2774 Schmidtea mediterranea TTAA CCCGCAAACGAT TGGACATTTTTGTCCAAAAT TTTTGGACAAAAATGTCCA RepBase
. . TTaTGCCTACTGTTCCATTTTTGGAACACCA GTGTTCCATTTTTGGAACACTAGGCAAAAC .
ATTTAT
SmiPBLE6 2439 | Stegodyphus mimosarum TTAR cee eee TTtTGCCTAQTGTTCCATTTTTGGAACACCA GTGTTCCAAAAATGGAACACTAGGCAAAAC In this study
U 3904 | Alligator N CCETCATACETTC TGGGGTAACaacTTACCCCA TGGGGTAACLLGTTACCCCA R,
piggy — mississippiensis CCCTCATCCGTTC TGGGGTAACtEGTTACCCCA TGGGGTAACaaGTTACCCCA p
. . T TGaGTCAAaaTgACGCATGATTATCTTTLACGT TGCGTAAAATTGACGCATG Fraser et al. 1983
TniPBLE 2475 | Trichoplusia ni TTAR CCCTAGARAGATA TGCGTCAAL tTEACGCATGATTATCTTTaACGT TGCGTAAAATTGACGCATG
Macdunnoughia TGaGTCAAaaTGACGCATGATTATCTTTLACGT TGCGTAAAATTGACGCATG
McrPBLE 2472 o TTAA TAGAAAGATA W 1.2
cr crassisigna CCCTAGARAG TGCGTCAAL tTEACGCATGATTATCTTTaACGT TGCGTAAAATTGACGCATG u et a 008
‘ o CCTACTGTCCTATATTTAGGAC GTCCTATATTTAGGACAGTAG
piggyBac-2_Hmel 2418 Heliconius melpomene TTAA CCCAGATAAGCCT CCTZ—\CT—GTCCTACATATAGGAC —GTCCTATATGTAGGACAGTAG RepBase
, , ATTAGCCTACTGTCCTALATLTAGGAC CTATATaTAGCACAGTAGGATAATA
CsuPBLE 2406 Chilo suppressalis TTAA CCCAGATTAGCCT ATTAtCCTACTGTC—CTAcATaTAGGAC —CTATATqTAGGACAGTAGGATAATA Luo et al. 2014
. TGTCGTaAGTTACGACATT ATGTCGTAAGETACGACAT
piggyBac-3_ PR 3484 Phytophthora ramorum TTAA CACCTTGACTCCG TGTCGTOAGTTACGACATT ATGTCGTAAGOTACGACAT RepBase
. . . GACCG- -~ ITTGTCCTCATATGAGGACAA
piggyBac-6_CCri 2841 Chondrus crispus TTAA CGCTAGTGTCTAT TTGTCCTCATATGAGGACAA GACCGgCccTTGTCCTCATATGAGGACAA RepBase
. . . CTTaGGCCCATATATGGGCCGAA GGCCCATATATGGGCCGAA
- T TGT
piggyBac-5 CCri 2720 Chondrus crispus TTAA CCCCTGCGCTGTC CTTCGGCCCATATATGGGCCGAR GGCCCATATATGGGCCGAR RepBase
. ) . ) CCCTTTATACGGC TGtTGCATaTCTGCAACATACCGTTT TATGTTGCAGAtATACATCAAA
piggyBac-2_DBp 2744 | brosophila bipectinata TTAR CCCTTTATALGGC TGaTGLATtTaTGCAACATACCGTTT TATGTTGCAtAaATACATCAAA RepBase
‘ , CCCTTTCOTTCCE CTTCCCAtgGtAGCACAGGTGATCCACCA TGGATCACtgaTGATCCATTGGGAACAAAAC
piggyBac-1_Aae 3322 | Aedes aegypti TTAR CCCTTTCLTTCCC CTTCCCAatGQALCACAGGTGATCCALCA TGGATCACCtGTGATCCATTGGGAAGAEAAC RepBase
. o CCCGTTACTTACC ATGTTCCAtTTTTGGAACATT ATGTTCCALt L TTGGAACATTGGGAA
piggyBac-1_LCh 2691 | lLatimeria chalumnae TTAR CCCGTTAATTACC ATGTTCCAZTTTTGGAACATT ATGTTCCAa2aaTTGGAACATTGGGAA RepBase
CACGTTGCGTACCG GCGTGCATCACCATGTGATGCAC GCGTGCATCACcatGTGATGCAC .
HeoPBLE 2642 | Haemonchus contortus TTAR CACaTTGCGTACCG GCGTGCATCACCATGTGATGCAC GCGTGCATCACataGTGATGCAC In this study
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CACTATTCCTACCG

CTATTCCTACCGgGaCCGGTCAAATGACCG

piggyBac-10_SM 2648 Schmidtea mediterranea TTAA CACTATTCCTACCG GACCGGTCATTTGACCGG CTATTCCTACCGEGGCCGETCAAATGACCG RepBase
piggyBac-2 LMi 2760 | Locusta migratoria TTAA CACTAGAAGGACCG GGGCCAATTTGGCCCC ggigiiggigggzgggﬁ%%%%%%%%gﬁ%%%% RepBase
, , ) CACTAGATE TACCA ACCAGTCATTTaGACTGGT ATTTaTACCAGtACCAGTCAAAATGACAGGT
piggyBac-8_sM 2409 | Schmidtea mediterranea TTAR CACTAGATaTACCA ACCAGTCATTTLGACTGGT ATTTCTACCAa-ACCAGTCAAAATGACLGGT RepBase
) . . CACGTTCACGgCCA TGTCACATATATGTGACATGT TGTCACATATGTGTGACA .
ApiPBLES 2801 | Acyrthosiphon pisum TTAR CACGTTCACGaCCA TGTCACACATATGTGACATGT TGTCACATATGTGTGAC In this study
. ) CCCATTAGCGCCCA CGCCCAGTGTCCTCAL L TGAGGACGCLQTAGAAAATLTLGTT | GTCCTCATTTGAGGACGCTG .
SmiPBLES 2550 | Stegodyphus mimosarum TTAR CCCATTAaCGCCCA CGCCCAGTGTCCTCAaaTGAGGACGGCLTAAAAAATATGGTT | GTCCTCATTTGAGGACACTG In this study
FhePBLE 2375 | Fundulus heteroclitus TTAA CCCTTATATTATGTT iigigggggggiiii giggiggggggggggSiggggg;gggggig In this study
. . . CCCTCARACACCCGA TGGEETCCETTTGGACCCCA CCGACTGGGETCCARACGGACCCCA
piggyBac-l BF 3758 | Branchiostoma floridae TTAR CCCTCAAGCACCCGA TGGGGTCCATTTGGACCCCA CCGAGIGGGGTCCAAALGGACCCCA RepBase
) ) TTGCACGTCATTTTGACGTATAATTGGGCTTT AAGCCCAA- TCTACGTAAATTTGACGT Sun et a1l 2008
HarPBLE 2508 | Helicoverpa armigera TTAR CCCTAGAAGCCCAATC TTaCACGTCATTTTtACGTATGATTGGGCTTT ACGTCATTTTTACGTATGaTTGGGCTT
. T TTGCACGTCATTTTGACGTATAATTGGGCTTT AAGCCCAA- TCTACGTAAATTTGACGT
AlpPBLE 2476 | Agrotis ipsilon TTAR CCCTAGAACCCCAATC TTaCACGTCATTTTLACGTATATTGGGCTTT AAGCCCAAtCATACGTAAAAATGACGT fu et al. 2011
. N . . . AGACGGCACTGCGTaCCGCACGCGCCCGGTaAL GTAA GCGGGCGCGTGGCGGCATACAGTGCCGCE
piggyBac-9_LMi 2489 | Locusta migratoria TTAR | CCCTGCGGCGGGCGCE AGUCGECACTGAaGTGCCGCACGCGCCCGETGACGTAR GCGGGCGCGT-GCGGCACTCAGTGCCGCC RepBase
— vvar | segeenite sovmamen | wmen | CCCPIRACTRGGEGTRT " aoiicinies AATTAGGCGCATGECOTC ———
. . ) . GGGTCTGTCAGACCCAGCCCGACCGTCTACGTARCTAATTIC | GAACGGTCGGGCTGGGTCTGEGAGACCCA
piggyBac-8_LMi 2477 | Locusta migratoria TTAR CCCTAGAACCETCEEEC GGGTCTCTCAGACCCAGCCCGACCGTTCATGAAACTTTTTIC | GAACGGTCGGGCTGGGTCTGaGAGACCCA RepBase
, ) CACCTTGGTTCCGARCG ATGtCGTAaGTTACGACATACEGCTT TATGTCGTAAGETACGACAT
piggyBac-11 PI 3435 | Phytophthora infestans TTAR CACaTTGGCTCCGAACG ATGQCGTALCTTACGACATAC-GCTT TATGICGTAAGaTACGCCAT RepBase
piggyBac-3 CCri 2608 Chondrus crispus TTAA CTAGTGTCTATTCGACA CCTCATATGAGGA 535% RepBase
. . ) CAGGTTAACCGCTALGT GTGTACCARALATGGTACACGT AACCGCtALGTGTACCATTTTTGGTACA
ApiPBLEG 2719 | Acyrthosiphon pisum TTAR CAGGTTAACLGCTACGT GTGTACCAAAaATGGTACACGT AAGCGCCACGTGTACCATTTTTGGTACA In this study
piggyBac-1_DBi 1721 Drosophila biarmipes TTAA CCCTTATGTTAGTAACC GGGTACCCGGGTACCC ggiggiigg%i Repbase
. i . ) CTAGTGTCTAAGCGTACA | CEGeCTCATATGAGGOCA GGCCTCATATGAGGCC
piggyBac-1l CCri | 2829 | Chondrus crispus TTAR & CTAGTGTCCAAGCGTACA | GGGECTCATATGAGGACA GLCCTCATATGAGACC RepBase
o o CCCTTTCATGCCEARTGTT | CCt TTCATGCCCAATGTTGCT T TARAGCA TGTTGCTTAAAAGCAACAT .
TSpPBLE 3006 | Trichinella spiralis TTAA CCCTTTCATGCCaRATETT | CCgTTaATGCCCAATGTTGCTTTTAAGCA TGTTGCTTAAAAGCAACAT In this study
Consensus of all TIR-PBLE
2
21
3 CC
A?lll -“Egﬂ .
5 LA A b e b R R e e R e R L b
webbga berhaley.edu
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Coefficients of variation

14 -
1,2 /
T
BsG1
0.8 -
msG2
SG 3
0,6 </
WG 4
04 -
0,2
0 -y

TIR UTRS' ORF UTR 3' Total

Supplemental data 6. Length variation of PBLE element, UTR and ORF. Each column corresponds to a structural group (SG); SG1: PBLE sequences with
Terminal Inverted Repeats (TIR) only. SG2: PBLE sequences with TIR and Sub-Terminal Inverted Repeats (STIR). SG3: PBLE sequences with TIR and Direct
Repeats (DR). SG4: PBLE sequences with TIR, DR and STIR. The vertical scale indicates the coefficients of variation from TIR, UTR (Untranslated Terminal region),
ORF and total of PBLE element.
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Supplemental data 8. Global view of NeoPGBD element. The amino acid transposase of NeoPGBD members (n

indicated by arrows. The 5Kb alignment of adjacent regions on both sides of this element is represented showing the blocks level of conservation, the 5' region is boxed

in pink, and the 3' region in yellow. For all alignments, black and grey boxes are for identical and similar amino acids (from 60%), respectively. Left and right arrows

indicate the reading direction 5’ and 3’.
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Supplemental data 9. Structure of different domesticated elements. This figure gives the general
structures of the nine piggyBac derived elements, including PGBD1 and PGBD2 found in mammals, PGBD3
and PGBD4 in primates, KOBUTA from Xenopus sp, NeoPGBD from Neopterygii, PGBD5 in
gnasthostomates with two orthologous sequences, namely Pma from the agnathe Petromyzon marinus and
Bfl from the cephalochordate Branchiostoma floridae, PGM from Paramecium tetraurelia, TPB2 from
Tetrahymena thermophila. The exons derived from the piggyBac transposase are represented in grey.
Several exons, located in the Nterminal regions of PGBD1, PGBD2 and PGBD3 are indicated in yellow
(corresponding to ZnSCAN domain), red and blue boxes (corresponding to CSB exon 1 to 5), respectively.
Introns are mentioned in thin black lines. PGM has two small introns with 20 and 34 nucleotides (Baudry et
al. 2009). Similarly, TPB2 contains twelve introns from 47 to 153 nucleotides according to Cheng et al.
(2010). Yellow triangles refer to the polyadenylation signal AATAAA. Only PGBD3 contains a splicing
site indicated by a red “L”. Thus, a CSB-PGBD3 fusion protein that joins the N-terminal domain of CSB
(coding exons 2-5) to the intact PGBD3 transposase is generated. While PGBD1 and PGM contain a host
promoter (black flags), PGBD2 includes a possible promoter site and PGBD3 transposase presents a cryptic
promoter in CSB exon 5 (grey arrow).
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Analyse globale et conclusions

Dans ce chapitre, nous avons entrepris l'identification et la caractérisation des éléments
appartenant a la superfamille piggyBac, leurs distributions spécifique et leur évolution. Pour cela,
une recherche par similarité a partir des 117 séquences protéiques déja publiées a été effectuée.
Apreés filtration des séquences afin de retenir les éléments les plus complets, nous avons pu
récupérer 50 séquences PBLE, 295 séquences domestiquées PGBD et 101 séquences annotées
PGBD-like ayant un statut inconnu correspondant soit a des éléments domestiqués ou a des PBLE

morts.

Ainsi, durant cette recherche, les PBLE se réferent a des sequences (actives ou non) avec deux
TIR, deux UTR et une transposase, alors que les PGBD correspondent a des séquences
domestiquées, c'est-a-dire des séquences en copie unique au sein du génome, orthologues chez
différentes especes et ayant un rapport Ka (mutation non synonyme) /Ks (mutation synonyme)
indiquant I'existence d'une sélection positive ou purifiante. Enfin, le terme PGBD-like a été limité
aux séquences restantes, c'est-a-dire avec un ou sans TIR ou UTR et une transposase qui peut étre

partiellement tronquée.

Dans un premier temps, cette étude a permis la caractérisation détaillée de 157 éléments PBLE
incluant 50 nouvelles séquences. La taille de ces éléments varie de 1721pb a 8451pb, avec une
valeur moyenne de 2813 + 84pb. Alors que, la majorité des PBLE présente un site cible de
duplication (TSD) de type TTAA, cing €léments en copie unique présentent un TSD différent. Ceci
est probablement dii a une dégénérescence du site cible de la duplication, postérieure a I’insertion
de I’élément. Par ailleurs, les TIR paraissent relativement divergents en longueur (une moyenne de
14pb+2pb, sans inclure les TIR de 50pb trouvés chez le champignon Paracoccidioides
brasiliensis), et en séquence. Toutefois, il existe une forte conservation de la premiére cytosine et
un C/A/T pour les deux nucléotides suivants. Des expériences de mutagénese ont confirmé que le
premier G en 3’terminal, joue un rdle dans la sélection du site d’excision et que sa substitution est
suffisante pour empécher I’excision de 1’élément (Haniford et Kleckner 1994; Elick et al. 1997).
En revanche, ’impact fonctionnel des deuxiéme et troisiéme nucléotides des TIR n'est pas si clair,
puisqu'ils ne semblent pas impliqués dans 1’abolition d'excision (Xu et al. 2006; Hikosaka et al.
2007; Luo et al. 2011; Mitra et al. 2013).

Sur I’ensemble des PBLE, quatre groupes structuraux ont été identifiés en fonction de la

présence ou de I’absence de répétitions directes (DR) et/ou de répétions sub-terminales inversées
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(STIR). Le groupe structural 1 (SG1) comprend 63 éléments (répartis chez 37 espéces) ayant
seulement des répétitions terminales inversées (TIR). SG2 (n=32, chez 21 espéces) correspond a
une structure des éléments avec TIR et STIR, SG3 (n=22, chez 14 especes) avec TIR et DR et SG4
(n=40, chez 26 espéces) présente la structure la plus complexe avec TIR, DR et STIR. Ces
observations suggerent que ces éléments sont structurellement trés flexibles. En outre, ces groupes
structuraux sont représentés différemment au sein des especes. SG1 (TIR seulement) est largement
répandu des hétérokontes aux primates (37 especes), alors que les distributions spécifiques de SG2
(TIR et STIR), SG3 (TIR et DR) et SG4 (TIR, STIR et DR) sont plus restreintes.

Deux hypotheéses alternatives peuvent étre proposées pour expliquer la distribution spécifique
des différentes structures :

- SG1 est la structure ancestrale, tandis que les autres structures dérivent de cette séquence
par acquisition indépendante de DR et STIR. A ce titre, la présence de structures identiques dans
des espéces éloignées peut correspondre a des convergences évolutives, et/ou a des transferts
horizontaux.

- les quatre groupes structuraux étaient déja présents dans lI'ancétre commun de toutes les
especes dans lesquelles des copies de PBLE ont été trouveées, et leur répartition inégale est due a la

perte indépendante dans plusieurs lignées.

Cependant, I'absence de congruence entre la phylogénie des éléments et la distribution de leur
structures dans la phylogénie, et I’absence de séquences consensus entre les régions UTR, sont en
faveur de I’hypothése d'acquisitions indépendantes (convergences) et d'évolution rapide des
séquences de DR et STIR. Les incohérences observées entre la phylogénie des transposons, la
distribution des groupes structuraux et la phylogénie des especes peut également suggérer que
piggyBac peut étre facilement transféré horizontalement. Cela peut étre di a une activité
indépendante des facteurs de I'hdte et pourrait expliquer le succés cet élément est un vecteur
puissant pour l'ingénierie du génome.

De plus, les répétitions internes (DR/STIR), parfois sous la forme de motifs palindromiques,
seraient potentiellement impliquées dans l'activité des éléments via la liaison de la transposase et
la stabilisation du complexe transposase-TIR/DR/STIR. Toutefois, une vérification expérimentale
fonctionnelle doit étre réalisée. Si tel est le cas, cela pourrait illustrer une coévolution rapide entre
la transposase et les séquences terminales répétées.

Au niveau de la transposase, la region N-terminale est variable en séquence. Ceci dit, le domaine
catalytique D268 D34 D*7 (D*0) est hautement conservé. De méme, les cystéines du domaine
CRD de la région C-terminale, sont présentes dans presque toutes les séquences et leur espacement

est relativement bien conservé alors que la présence et la position de I’histidine est plus aléatoire.
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Dans un deuxiéme temps, neuf groupes d’¢léments domestiqués PGBD ont été détectés. Toutes
les séquences domestiquées ont été trouvées en une seule copie et présentent une région codante
dans laquelle toute ou une partie de la transposase de piggyBac a été identifiée. Au sein de chaque
groupe, le niveau de similarité entre les séquences est supérieur a 85%. Par ailleurs I’analyse du
rapport Ka/Ks est faible <1 suggeérant I'existence d'une sélection purifiante ou stabilisante pour
maintenir une fonction putative. Cependant, aucun alignement ne peut étre effectué entre les
groupes sur la base de la transposase. De plus, leur phylogénie est bien structurée avec des noceuds
robustes, suggérant I’existence de plusieurs événements indépendants de domestication.

Le groupe PGBD1 est présent chez les mammiféres et comprend 62 séquences. L’élément provient
d’une fusion ancestrale N-terminale, entre cing exons contenant le domaine LER/SCAN (régions
riches en leucine) avec la transposase de piggyBac (Sarkar et al. 2003). La taille de ces séquences
varie de 312 a 826 aa, suggérant I’existence d’un ou de plusieurs indels au cours de 1’évolution.
Le groupe PGBD?2 présente le méme nombre de séquences ainsi que la méme distribution que
PGBD1. Deux exons sont présents en amont de la séquence transposase dont la taille varie de 586
a 759 aa.

La transposase de PGBD3 est insérée, pour les 15 séquences trouvées, dans le 5™ intron du géne
du groupe B du syndrome de Cockayne. En effet, contrairement a d'autres éléments domestiqués,
la transposase PGBD3 est flanquée par un site d'épissage 3' potentiel dans la région 5' et par un
signal de polyadénylation dans la région 3'. L’épissage alternatif de cette région produit une
protéine de fusion CSB-PGBD3 qui a été conservée depuis I'ancétre commun des lignées humaines
et des ouistitis, c'est-a-dire 43 Mya (Newman et al. 2008).

Les 16 séquences de PGBD4 contiennent une ORF unique codant pour une protéine d’environ 585
aa et ne sont présentes que chez les primates.

Le groupe PGBDS5, le plus large (n=147) et le plus ancien, est présent a partir de 1’ancétre des
myomérozoaires, il y a 525 Mya (Pavelitz et al. 2013). L’élément contient plusieurs introns (six
pour les céphalocordés et les gnathostomes, sept pour les agnathostomes) et la longueur de la
protéine codée varie de 343 a 732 aa. Cette variation de taille est probablement due a une faible
conservation de la partie N-terminale de la protéine.

Par ailleurs, deux autres éléments domestiqués présentent des introns dans la séquence dérivée de
la transposase de piggyBac, a savoir PGM qui contient deux introns avec une région codante de
1065 aa et TPB2 avec 12 introns qui présente une ORF codante de 1220 aa.

L’élément KOBUTA, spécifique de Xenopus sp, présente une ORF sans introns codant pour une
protéine de 610aa.

Enfin un nouveau groupe désigné NeoPGBD, annoté initialement comme PGBD-like 4, a été

identifié chez les néoptérygiens (n=14) suggérant une domestication ancienne d’au moins 250 Mya.
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La taille de la transposase domestiquée varie de 649 a 682 aa. Par ailleurs, une séquence hautement
conservée de 365pb (identité > 90%) de fonction inconnue est située immédiatement en amont de
I'ORF et un signal potentiel de polyadénylation AATAAA semble étre généralement conserve dans
larégion 3'. Enfin, aucun géne ou domaine associé n’a été détecté dans les régions flanquantes (5kb

de chaque c6té) de cette sequence domestiquée.

L’étude de ces éléments montre que la domestication n'est pas systématiquement accompagnée
de modifications de l'activité de la transposase (Sarkar et al. 2003; Keith et al. 2008; Pavelitz et al.
2013). Dans ce contexte, piggyMac, TPB2 et KOBUTA ont conservé le domaine catalytiqgue DDD
et la région C-terminale des PBLE, qui seraient impliqués dans des mécanismes d'excision. Ce
motif DDD est présent ¢galement chez PGBD4 mais la fonction de cette séquence n’est pas connue
(Mitraet al. 2008). Pour PGBD3, alors que le motif DDD n'est pas strictement conservé, le domaine
C-terminal de la protéine de fusion CSB-PGBD3 est capable de mobiliser les MITE MERS85 (Gray
et al. 2012). En outre, la protéine codée par PGBD5, qui est dépourvue de région riche en cystéines,
semble étre impliquée dans la transposition de I'ADN selon le mécanisme « couper-coller » dans
des cellules humaines. D’aprés Henssen et al. (2015), I'intégration génomique nécessiterait des
résidus d'acide aspartique distincts et des sequences d’ADN spécifiques (TIR comprises) comparées
a celles de Uribo2 (PBLE chez la grenouille Xenopus tropicalis), TniPBLE (trouvé chez le
Iépidoptére Trichoplusia ni), piggyMac (chez la paramécie) et piggyBat (PBLE trouvé chez la
chauve-souris Myotis lucifugus MIUPBLE). Pour les PGBD1 et PGBD2, le motif DDD n'est pas

conserve et aucune activité de type transposase n’est suspectée.

Concernant 1’évolution des éléments appartenant a la superfamille des piggyBac et 1’origine
des éléments domestiqués, de quelques éléments peuvent étre rappelés.

- plusieurs PBLE semblent étre potentiellement actifs, ou I’étaient dans un passé récent.

- la phylogénie générale incluant les 157 PBLE, 305 PGDB et 101 PGDB-like, montre de
nombreuses relations étroites entre PGBD et PBLE ou PGBD-like. En effet, les PBLE Uribol,
Uribo2 avec KOBUTA de Xenopus sp forment un clade robuste comme I’avait déja mentionné
Hikosaka et al. (2007). L’¢lément PvaPBLE identifié chez la chauve-souris Pteropus vampyrus
présente un taux de similarité de 96% avec les membres de PGBD4, avec un rapport
Ka/Ks=0.23+0.01 (PvaPBLE vs PGBDA4).

- les membres de PGBD3, SmiPBLE7 et Smi-PGBD-like3 trouvés chez I’araignée
Stegodyphus mimosarum et Api-PGBD-like3 du puceron Acyrthosiphon pisum sont regroupés
ensemble. De plus, I’analyse des régions adjacentes de ces ORF révele la présence en 5° d’un site
d’épissage 3’ et d’un site de polyadénylation AATAAA en 3’. En dehors du clade de PGBD3, ces

deux motifs peuvent étre présents mais avec une répartition inégale.
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- pour PGBDS5, quelques fragments de I’ORF ont été¢ identifiés dans le génome de
I’hémichordé Saccoglossus kowalevskii sans que les introns et/ou les séquences flanquantes aient
été trouvés. Cependant, aucune homologie n’a été détectée chez les urochordés (Ciona intestinalis,
Oikopleura dioica) et chez les échinodermes (Strongylocentrotus purpuratus, Acanthaster planci).
En supposant que les assemblages génomiques de ces espéces soient corrects, ceci suggere que
I'insertion a l'origine de PGBD5 s'est produite chez l'ancétre des Myomerozoa. Celle-ci a
rapidement acquis une nouvelle fonction et était probablement sous une pression sélective élevée

conduisant a un balayage sélectif sur toute la région incluant les sequences flanquantes.
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Les éléments transposables (ETs) jouent un rdle fondamental dans la dynamique structurale
et fonctionnelle des génomes, pouvant conduire a des changements importants de regulation de
I’activité des génes, notamment via des marques épigénétiques, ou encore a I’apparition de
nouveaux genes et de nouvelles fonctions (Britten 1996; Capy et al. 2000; Vieira et al. 2002;
Bohne et al. 2008; Sinzelle et al. 2009). En raison de leur mobilité et de leur ubiquité, ces
séquences peuvent également étre utilisées en biotechnologie comme outils de mutagénese et de
transgénese (Ryder et Russel 2003; Delauriére et al. 2009). Ainsi, les transposons des
superfamilles Tcl-mariner-1S630 et piggyBac sont fréquemment utilisés en thérapie génique ou
dans les stratégies de lutte contre les ravageurs (Wang et al. 2000; Handler et al 2002; Jegot 2007;
Yusa et al. 2015; Voigt et al. 2016). Toutefois, I’étude de leurs caractéristiques structurales et
fonctionnelles ainsi que leur distribution et leur dynamique au sein des espéces ciblées doit d’abord
étre élucidée avant de les utiliser comme outils afin de mieux controler I’efficacité et le devenir

des transformations.

L’objectif principal de cette thése était de retracer I’histoire évolutive des éléments mariner
(MLE) et piggyBac chez des pucerons des céréales (Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae, R.
maidis et Schizaphis graminum) et de fournir des informations sur leurs caractéristiques avant
d’envisager de les utiliser comme des outils potentiels de transformation chez ces ravageurs des
céréales. Par ailleurs, en raison des fortes interactions entre les pucerons et leurs plantes hétes, il
était intéressant de rechercher I’éventuelle existence de transferts horizontaux. En effet, les
proximités et les échanges qui existent entre les deux partenaires d’une relation de type
hoéte/parasite, en font d’excellents modéles pour aborder les mécanismes de tels transferts, en

particulier chez les eucaryotes.

Dans le premier chapitre, trois génomes de pucerons (Acyrthosiphon pisum, Myzus persicae
et Diuraphis noxia), disponibles dans les banques de données, ont été exploités pour rechercher
les ETs appartenant a différentes sous-familles de mariner et déterminer leur distribution. Trois
clades ont été identifiés a savoir :

- Le clade de la sous-famille irritans DD34D commune aux trois especes et subdivisée en
trois tribus Macrosiphinimar, Dnomar-like elements et Batmar-like elements. Elle inclut plusieurs
éléments complets potentiellement actifs et des MITEs.

- le clade rosa DD41D, dont le premier élément crmar2 découvert chez la mouche
méditerranéenne des fruits Ceratitis capitata, a été initialement classé avec la famille mariner
DD34D (Gomulski et al. 2001).

- Unnouveau clade Long Terminal Inverted Repeats (LTIR- like elements) subdivisé en deux

tribus DD40-41D, en fonction des motifs de la triade catalytique.
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Ces deux derniers clades semblent étre plus répandus chez A. pisum représentés par quelques
¢léments complets et des MITEs. La caractérisation et 1’analyse phylogénétique de ces copies
suggeérent que rosa et LTIR-like elements partagent un ancétre commun proche, pouvant ainsi
former une nouvelle famille appartenant a la superfamille Tc1-mariner-1S630 et semblent étre plus

liés a la famille des maT DD37D que de Tcl ou mariner.

Ce premier chapitre montre que des eléments de la famille mariner, ou apparentés a cette
famille, sont présents chez les trois espéces étudiées. Méme s’il reste a déterminer si les copies
complétes sont actives ou non, ¢’est un point important si 1’on souhaite les utiliser pour faire de la

transgénese ou de la mutageneése insertionnelle.

Dans le deuxieme chapitre, nous nous sommes focalisés sur la recherche des éléments de la
famille irritans, in vitro chez quatre espéces de pucerons, ainsi qu’in silico et in vitro chez leur
plante hote a savoir les céréales. Deux types de séquences ont été identifiés. Le premier est
commun aux différentes espéces de pucerons. Il a une taille d’environ 950 pb avec une délétion
interne du coté 5°. Le deuxiéme est spécifique a S. avenae et a Hordeum vulgare, a une taille
d’environ 650 pb et il est dépourvu du domaine catalytique. De plus, une séquence irritans
tronquée du coté 5’ a été trouvée chez deux cultivars différents de 1’orge (barke et Roho) par des
approches in silico et in vitro respectivement. Dans le contig du cultivar barke, elle est entourée
par de I’ADN génomique de pucerons, le tout flanqué par de I’ADN génomique de I’orge dont la
séquence n’est pas caractérisée. Cette étude a donc permis de mettre en évidence un éventuel
transfert horizontal d’un élément ancien de la sous-famille irritans entre le puceron et le génome
de I’hote. Ceci dit, un point qui n’a pu €tre résolu est de savoir si la s€quence détectée dans le
cultivar barke est le résultat d’un transfert de 1’élément transposable ou d’une région plus
importante incluant de I’ADN génomique du puceron, elle méme pouvant éventuellement étre
bordée par des séquences d’un €élément transposable de la méme famille ou d’une autre famille.
En effet, I’étude des régions bordant I’ensemble de 1’insertion, ne permet pas de conclure. 1l s’agit
peut-étre d’une insertion ancienne ayant subi des mutations et/ou des réarrangements qui ont effacé

les traces des évéenements successifs.

Les résultats de ces deux chapitres montrent que malgré 1’étroite relation de parenté entre les
especes de pucerons de la sous-famille des Aphidinae, la distribution et la prévalence des éléments
irritans de la famille mariner, mais aussi celles de rosa et de LTIR-like elements, sont différentes.
Cette variabilité refléte vraisemblablement des histoires évolutives indépendantes de ces éléments
qui peuvent étre le résultat (i) d’invasions verticales liées a un polymorphisme ancestral (Capy et
al. 1994; Green et Frommer 2001; Prasad et al. 2002), suivies de pertes stochastiques dues a

I’accumulation de mutations indépendantes et de I’extinction verticale (Le Rouzic et al. 2007),
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et/ou, (ii) de transferts horizontaux (Kidwell 1992; Wallau et al. 2012). Cette dynamique des
¢léments, différente d’une espéce a une autre (Capy et al. 1992; Kidwell 2002; Vieira et al. 2002;
Wallau et al. 2014), voire d’une population a une autre (Barron et al. 2014), confirme que la
connaissance des ETs dans une espéce, ne permet pas d’inférer sur celle-ci chez une autre espéce,
méme si cette derniére est phylogénétiquement proche, d’ou I’'importance d’avoir une bonne

connaissance de I’équipement en ETs et de leurs structures au sein de chaque génome d’intérét.

Il faut également souligner que la majorité des éléments caractérisés dans ces deux chapitres
sont des séquences délétées ou MITEs. Ces délétions sont variables en termes de taille, de
localisation et de présence de microhomologies au niveau des sites de cassures (Brunet et al. 1999,
2002; Negoua et al. 2013). Toutefois, ces éléments pourraient étre mobilisés en trans par la
transposase intacte d’un ¢lément autonome de la méme sous-famille ou, par I’intermédiaire d’une
transposase provenant d’un MLE d’une autre sous-famille proche (Bigot et al. 2005). L’invasion
de ces éléments peut également dépendre de leur taille (taille restreinte a environ 900 pb) et /ou de
leur structure (Brunet et al. 1996, Lohe et Hartl 1996). Ceci dit, un MITE ne se limite pas a une
simple délétion interne. D’autres caractéristiques sont vraisemblablement indispensables, mais
jusqu’a présent, nous ne les connaissons pas. A titre d’exemple, les séquences capables de former
des structures secondaires stables pourraient étre favorisées (Dufresne et al. 2007). D’autres
parametres internes peuvent également influencer 1’efficacité de transposition comme cela a été

suggéreé a partir des essais de création de MITEs synthétiques (Bergemann et al. 2008).

Au sein de la famille mariner, nos recherches in silico n’ont abouti qu’a I’identification
d’¢éléments de la sous-famille irritans. Néanmoins des éléments des sous-familles mellifera et
mauritiana ont été détectés in vitro, respectivement, chez le puceron du soja Aphis gossypii et les
pucerons des arbres fruitiers (Mittapalli et al. 2011; Kharrat et al. 2015). Ces espéces appartiennent
a des tribus phylogénétiquement proches. Ces résultats nous ont incités a explorer in vitro ces deux
sous-familles (mellifera et mauritiana) chez les pucerons des céréales. L’analyse préliminaire n’a
montré que la présence d’¢éléments de la sous-famille mauritiana avec deux types de copies
délétées. Le premier est commun a tous les pucerons avec une taille de 917 pb présentant un
pourcentage d’identité supérieur a 97%, le deuxiéme est spécifique aux pucerons des céréales,
avec une taille d’environ 720 pb. Une identification et caractérisation plus approfondies seront

prochainement développées.

En conclusion, bien que des éléments appartenant a différentes sous-familles peuvent
cohabiter dans le génome de 1’hote (Green et Frommer 2001), plusieurs paramétres tels que le taux

d’excision ou d’insertion, la vitesse d’accumulation des mutations, les recombinaisons ectopiques
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ainsi que la sélection peuvent influencer la prévalence d’un ET par rapport a un autre (Wright et
Schoen 1999; Le Rouzic et al. 2007; Biémont 2008).

En outre, les deux séquences irritans, trouvées dans le génome de deux cultivars de 1’orge,
suggerent un éventuel transfert horizontal. L’identification de régions flanquantes correspondant
a des séquences connues de I’ADN génomique de I’orge constitue un argument supplémentaire
pour appuyer cette hypothese. De plus si ces régions sont identiques pour ces deux cultivars ceci
pourrait suggérer qu’ils dérivent d’un méme événement. L’absence des séquences irritans dans
les autres génomes de céréales hotes peut étre expliquée par (i) 1’éloignement phylogénétique entre
les ancétres de ces espeéces, ou par (i) le défaut d’annotation des génomes se traduisant souvent

par I’¢limination de plusieurs séquences répétées-

La caractérisation des éléments appartenant a cette superfamille Tcl-mariner-1S630 et
I’identification d’une nouvelle famille regroupant les ¢léments rosa et LTIR-like elements, nous
ont incités a nous poser la question de savoir s’il est nécessaire de remettre a jour ’ancienne
classification de cette superfamille établie par Shao et Tu (2001). Etant donné le nombre croissant
des génomes séquencés, il serait préférable d’attendre d’avoir une analyse globale exhaustive de
ces ETs avant de redéfinir des groupes sur la base des TIRs, des régions UTR et/ou de la triade
catalytique, ce qui permettrait d’éviter toutes confusions dans la catégorisation des éléments intra-

famille.

L’objectif initial du troisieme chapitre était d’appliquer la méme procédure de recherche des
ETs, précédemment décrite pour les éléments mariner, a la superfamille des piggyBac. Cependant,
le peu de travaux portant sur ces éléments et leur évolution, nous a encouragés a entreprendre
d’abord I’identification de tous les éléments piggyBac, leur caractérisation, leur distribution et leur
évolution. Ainsi, a partir de 117 séquences protéiques, déja publiées dans les banques de données,
correspondant a des éléments complets piggyBac-like elements que nous avons désignés PBLE et
des éléments domestiqués PGBD, nous avons identifié sur la base des similitudes, 50 PBLE, 295
PGBD et 101 séquences annotées PGBD-like. Tous les PBLE (potentiellement actifs ou non)
présentent deux TIR, deux UTR et une transposase. Les PGBD sont des séquences a copie unique
au sein du génome, orthologues entre les espéces et sous pression de sélection (positive ou
purifiante). Les PGBD-like rassemblent toutes les autres séquences avec un ou sans TIR, UTR et

une transposase qui peut étre partiellement tronquée.

Dans un premier temps, il est apparu que les PBLE formaient quatre groupes structuraux en
fonction de la présence ou de I’absence de STIR et de DR. Par ailleurs, aucune congruence entre

la phylogénie des especes, la phylogénie des transposons et celle des groupes structuraux n’a été
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observée. Ceci nous a permis de proposer I’hypothése que le groupe le plus largement distribué et
qui contient uniquement des TIRs, pourrait correspondre a la structure ancestrale, les trois autres
groupes proviendraient d’acquisitions indépendantes (convergences) de STIR et de DR, de
transferts horizontaux et seraient sujets a une évolution rapide. La présence de répétions internes
(DR/STIR), parfois sous la forme de motifs palindromiques, serait, quant a elle, potentiellement
impliquée dans la liaison de la transposase et la stabilisation du complexe transposase-DR/STIR.
Par ailleurs, le domaine riche en cystéines (CRD) en C-terminale de la transposase, ressemble a
une structure de type PHD-like finger domain (Plant HomeoDomain) mais ne présente pas de
résidu(s) potentiel(s) de liaison a I'un des deux motifs en doigt de zinc entremélés (Vogt et
Mochizuki 2013). Serait-il un domaine de fixation a I’ADN ? La perte de cette région conduirait-
elle a la diminution de I’activité de transposition ? Y aurait-il une corrélation entre les groupes
structuraux des PBLE et le domaine C-terminal ? Dans ce dernier cas, il faudrait étudier 1’activité
de transposition de chaque structure de PBLE en relation avec le polymorphisme de la région
CRD. I serait intéressant d’apporter des preuves expérimentales pour vérifier cette hypothése.
Cela permettrait d’établir une éventuelle coévolution entre la transposase et les séquences

terminales répétées.

Dans un deuxiéme temps, nous avons caractérisé en détails les huit groupes d’¢léments
domestiqués, précédemment décrits dans la littérature (PGBD1-5, KOBUTA, piggyMac, TPB2).
De plus, nous avons mis en évidence un nouveau groupe d’éléments domestiqués chez les
néoptérygiens. Ce groupe a été nommé NeoPGBD. Toutes les séquences domestiquées sont
soumises & une forte sélection purifiante et présentent un domaine catalytique qui n’est pas
toujours conserveé par rapport a la transposase ancestrale. Ceci dit, il faut noter que la domestication
de ces séquences n'est pas systématiquement accompagnée de modifications de Il'activité de la
transposase (Sarkar et al. 2003; Keith et al. 2008; Pavelitz et al. 2013). En d’autres termes, les

caractéristiques de la transposase ancestrale ont parfois été récupérées pour de nouvelles fonctions.

Alors que trois fonctions ont été élucidées pour les quatre groupes PGBD3, PGM, TPB2 et
PGBD5 (Newman et al. 2008; Baudry et al. 2009; Cheng et al. 2010; Pavelitz et al. 2013), des
recherches in vitro sur les autres groupes conserveés depuis plusieurs millions d’années, seraient
nécessaires afin de déterminer leur nouvelle fonction. De plus, il serait intéressant d’étudier
1’évolution des régions flanquantes a proximité de ces séquences afin de déterminer I’existence de
balayage sélectif et de préciser méme grossierement la date de ces domestications. Enfin, bien que
plusieurs caractéristiques des éléments piggyBac soient identifiées telles que 1’excision précise du
transposon (Mitra et al. 2008), la présence de site d’épissage potentiel en 5S’UTR et de signal de
polyAdénylation en 3°’'UTR (Newman et al. 2008) ou la possibilité de fusion N-terminale de la
transposase tout en gardant une activité de transposition et de colonisation (Wu et al. 2006), il est
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difficile de déterminer le ou les mécanismes responsables du succes de leur domestication. Il
semble, a premiere vue, que certains éléments transposables soient plus sujets a la domestication.
C’est le cas des éléments piggyBac mais également des éléments Mutator qui sont également des
éléments de Classe 11 (Joly-Lopez et al, 2016). Toutefois, avant de proposer une telle conclusion,

il faudrait avoir une vision plus globale sur I’ensemble des ¢léments transposables.

Dans un autre domaine, il serait également intéressant de rechercher les éléments piggyBac
endogénes potentiellement fonctionnels chez les pucerons des céréales, afin de déterminer les
séquences les plus efficaces qui pourraient étre utilisées pour faire de la transgénese et/ou de la
mutageneése. A ce titre, piggyBac a deja été utilise, avec succes, pour faire de la transgénese chez
la mouche de 1’olive Bactrocera oleae, qui est dépourvu d’éléments piggyBac (Ant et al. 2012;
Genc et al. 2016). Ceci dit, avant de se lancer dans ce type de transformation, il est important de
rechercher si des copies endogenes complétes et/ou des MITEs de 1’élément utilisé pour faire la
transgénese, existent dans le génome de I’espéce a transformer. En effet, si tel est le cas, cela
conduira vraisemblablement a une forte instabilité génétique. 1l est également important de
souligner que I’efficacité¢ des ETs comme vecteur de transfert de génes dépend, non seulement de
I’élément lui-méme, mais aussi de 1’organisme receveur et du type cellulaire (Izsvak et al. 2000 ;
Wu et al. 2006). Il est donc intéressant de ne pas se limiter a I’optimisation d’un seul élément pour
son utilisation en biotechnologie, mais plutdt envisager des systémes de transposons
complémentaires tels que Frog Prince et Sleeping Beauty (Miskey et al. 2003) ou des systemes

chimériques de transposons comme piggyBac et mos1 (Maragathavally et al. 2006).

Enfin, il est difficile de ne pas formuler des hypothéses quant a I’impact des ETs sur la
spécialisation (adaptation) des pucerons en fonction des plantes hétes. Par exemple, le puceron du
cotonnier Aphis gossypii et celui des agrumes Aphis spiraecola sont des pucerons spécialisées sur
des races d’hdtes uniques (Vanlerberghe-Masutti et Chavigny 1998; Charaabi et al. 2008;
Mezghani-Khemakhem et al. 2012) alors que le puceron de la pomme de terre Macrosiphum
euphorbiae est une espéce généraliste qui est capable de coloniser plusieurs familles botaniques
(Raboudi et al. 2012). L’activité des ETs représente une source non négligeable de variation
d’autant plus qu’ils pourraient étre mobilisés suite a des stress environnementaux ou génomiques
et étre ainsi a I’origine d’un certain nombre d’adaptation (Capy et al. 2000; Biemont et Vieira
2006; Gonzélez et al. 2008; Jiang et al. 2017). Néanmoins, le génome est capable de réprimer
épigénétiquement, notamment par la voie des sSiIRNA, I’activité des éléments transposables dans
la lignée germinale (Siomi et al. 2011) et avoir un impact sur I’expression des génes ou des
séquences régulatrices au voisinage des ETs (Fablet et Vieira 2011). Ainsi la comparaison de la
distribution et de la diversité des ETs dans plusieurs génomes de pucerons serait intéressante pour

éventuellement mieux comprendre 1’adaptation des espéces en fonction des plantes hotes.
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Abstract:

Cereal farming plays an important role in world agriculture and contributes to the food security of the
populations. To improve the production of cereals (barley, wheat, oats ...), it is necessary to fight against their
pests, especially aphids, able to transmit several viruses. The analysis of aphid’s genomes such as
Rhopalosiphum padi, R. maidis, Sitobion avenae and Schizaphis graminum, their evolution and their
relationships with their host plants could contribute to define strategies against pest populations. In this
context, this work focused on the analysis of transposable elements belonging to Tcl-mariner-1S630 and
piggyBac superfamilies. Indeed, TEs are involved in genomic plasticity and evolution of species, and are also
used in biotechnology to develop gene transfer tools.

In the first chapter, we investigate three available genomes of aphids, namely Acyrthosiphon pisum,
Myzus persicae and Diuraphis noxia, to search for elements of the mariner family or close to it. Based on
sequence similarities, we were able to characterize 183 elements distributed in three clades. The first one,
common to the three species, corresponds to the clade of irritans subfamily DD34D, and is subdivided into
three tribes Macrosiphinimar, Batmar-like elements and Dnomar-like elements. The second one includes the
rosa element DD41D belonging to a group close to the mariner family. The third one includes sequences
with long Terminal Inverted Repeats and is subdivided into two DD40-41D tribes. These two latter clades,
more common in A. pisum, likely derive from a common ancestor and would form a new family.

In the second chapter, the results of in silico research were exploited, to identify in vitro, elements of the
irritans subfamily in cereal aphids and in their host plants as well. Two types of deleted elements (MITES)
have been identified in aphids, one common to all species with a percentage of identity higher than 98%
(Aphidmar) and the other one specific to S. avenae (Samar2). In addition, the genomes of cereals (barley,
wheat, brachypodium, aegilops) were investigated using as queries sequences of irritans subfamily found in
aphids. A single contig identified in Hordeum vulgare (cultivar barke) contains a 320 bp truncated element
flanked by genomic DNA of aphids. The presence of this sequence was checked in several barley cultivars
by an in vitro approach. Two types of sequences were found. The first one similar to that found in barley
from the in silico approach, the second one corresponding to Samar2 element, lacking seven nucleotides at
the breaking points of the initial deletion. This suggests a possible horizontal transfer between cereal aphids
and barley.

In the last chapter, the abundance of genomic data and the scarcity of in-depth research covering all
members of the piggyBac superfamily led us to determine in silico their characteristic, their distribution and
their evolution. A total of 117 proteic sequences of the PBLE (autonomous elements) and PGBD
(domesticated elements) have been used as queries. Four structural groups of PBLE have been identified
depending on the presence or absence of sub-terminal repeats (direct / inverted). However, there is no
relationship between the structural groups and the phylogeny of these PBLE elements. PGBD are clearly
structured into nine main groups including a new group of domesticated elements found in Neopterygii. The
catalytic domain of the ancestral transposase is not always preserved, but all these domesticated elements are
subjected to a strong purifying selection. The general phylogeny of PBLES and PGBD suggests multiple and
independent domestication events of PGBD from different PBLE ancestors.
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vitro des éléments transposables des superfamilles Tc1-mariner-1S630 et piggyBac
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Résumé :

La céréaliculture occupe une place importante dans 1’agriculture mondiale et contribue a la sécurité
alimentaire des populations. Pour assurer la production des céréales (orge, blé, avoine...), il est nécessaire
de lutter contre ses ravageurs, essentiellement les pucerons qui sont capables de transmettre plusieurs virus.
L’analyse des génomes des pucerons tels que Rhopalosiphum padi, R. maidis, Sitobion avenae, Schizaphis
graminum, de leur évolution et de leur relation avec les plantes hotes (céréales) pourrait contribuer a la mise
en place de moyens de lutte pour contréler les populations de ces ravageurs. Dans ce contexte, cette étude
s’est focalisée sur la recherche des éléments transposables des deux superfamilles Tc1-mariner-1S630 et des
piggyBac. Les ETs, considérés comme des moteurs de la plasticité génomique et de 1I’évolution des especes,
sont utilisés en biotechnologie pour développer des outils de transfert de génes.

Dans un premier temps, nous avons recherché des éléments de la famille mariner, ou apparentés a cette
famille, dans les génomes séquencés de trois espéces de pucerons : Acyrthosiphon pisum, Myzus persicae et
Diuraphis noxia. Sur la base de similitude de séquences, nous avons pu caractériser 183 éléments répartis en
trois clades. Le premier, commun aux trois espéces, correspond au clade de la sous-famille irritans DD34D.
Il est subdivisé en trois tribus Macrosiphinimar, Batmar-like elements et Dnomar-like elements. Le deuxiéme
comprend 1’élément rosa DD41D qui appartient a une famille phylogénétiqguement proche de mariner. Le
troisieme comprend des séquences avec de longues répétitions terminales inversées et inclut deux tribus
DD40-41D. Ces deux derniers clades, plus répandus chez A. pisum, dérivent vraisemblablement d’un ancétre
commun et formeraient une nouvelle famille.

Dans un deuxiéme temps, nous avons exploité les résultats de la recherche in silico pour identifier in
vitro des éléments de la sous-famille irritans chez les pucerons des céréales et chez leur plante héte. Deux
types d’éléments délétées (MITEs) ont été identifiés chez les pucerons, I’un commun a toutes les espéces
avec un pourcentage d’identité supérieur a 98% (Aphidmar) et 1’autre spécifique a S. avenae (Samar2). Par
ailleurs, les génomes des céréales (orge, blé, brachypodium, égilope) ont été analysés en utilisant comme
requétes des séquences d’éléments de la sous-famille irritans trouvés chez les aphides. Un seul contig de
1’orge cultivar barke comprend un élément tronqué de 320 pb, flanqué par de I’ADN génomique de pucerons.
La vérification in vitro de la présence de cette séquence chez plusieurs cultivars d’orge révele deux types de
séquences. Le premier est similaire a celui trouvé in silico chez I’orge, le second correspond a 1’élément
Samar2 délété de 7 nucléotides au niveau du point de cassure de la délétion initiale. Ceci suggére I’existence
d’un transfert horizontal entre pucerons des céréales et I’orge.

Enfin, I’abondance de données génomiques et la rareté des travaux approfondis portant sur les membres
de la superfamille piggyBac, nous ont amenés a analyser in silico leurs caractéristiques, leur distribution et
leur évolution. Un total de 117 séquences protéiques de PBLE (éléments autonomes) et de PGBD (éléments
domestiqués), ont été utilisées comme requétes. Quatre groupes structuraux de PBLE ont été définis en
fonction de la présence ou absence de répétitions sub-terminales (directes/inversées). Toutefois, il n'existe
aucune relation entre ces quatre groupes et la phylogénie des PBLE. Les PGBD, soumis a une forte sélection
purifiante, sont clairement structurés en neuf groupes dont un correspondant & un nouvel ensemble
d’éléments domestiqués trouvé chez les Néopterygiens. L’analyse fine des PGBD révele que le domaine
catalytique de la transposase ancestrale n'est pas toujours conservé. La phylogénie générale des PBLE et des
PGBD suggére des évenements multiples de domestication des PGBD a partir de différents ancétres PBLE.
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