Prédiction de synténies dans le génome ancestral des amniotes
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Abstract: We describe a general methodological framework for reconstructing ances-
tral genome segments and chromosomes based on conserved syntenies. This framework
can be applied to various kinds of genomes, whether or not large duplications have oc-
cured in some species. It benefits (1) from a general principle of detecting homologies
between chromosomal segments with large losses of similarity due to duplications and
losses, and (2) from a combinatorial framework used to aggregate syntenies in physical
mapping studies. We illustrate the possibility of handling largely duplicated genomes by
reconstructing syntenies in the amniote ancestor, using mammalian, chicken and teleost
genomes. We compare the contigs we obtain with other published propositions on the
same genome, and discuss the convergences and divergences.
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1 Introduction

La reconstruction de karyotypes ancestraux en utilisant des homologies entre segments chromo-
(bandes chromosomiques, hybridation in-situ) et appliquée a des génomes de mammiferes (voir par
exemple [20]). Au-dela de cette échelle évolutive, les homologies sont moins visibles, et il a fallu at-
tendre des données de séquence génomiques et des méthodes bioinformatiques pour pouvoir prédire
le passé des chromosomes. Les premieres méthodes ont été appliquées sur les génomes de mam-
miferes (voir par exemple [5,15], et une revue dans [17]), montrant plus ou moins de convergence
avec les résultats cytogénétiques (voir des discussions sur les divergences [9,4]) ; leur application a des
génomes ancestraux plus anciens se heurte toujours a I’impossibilité pour ces méthodes de prendre en
compte des duplications comme évenements évolutifs. Or, les génomes des poissons téléostes ont subi
une duplication globale [12] dans une branche ancienne de leur évolution, et sont les seuls génomes
séquencés et assemblés exploitables pour reconstruire les chromosomes de 1’ancétre des amniotes,
ou des tétrapodes. D’autres méthodes plus récentes et tres différentes ont été mises au point pour
reconstruire le génome ancestral des amniotes [18,14], et le manque d’un cadre méthodologique for-
mel se retrouve dans ces premiers résultats, qui prédisent par exemple de 18 chromosomes [14] a 26



chromosmes [18] et des associations synténiques nettement divergentes, avec les mémes données et
le méme but : reconstruire les chromosomes de I’ancétre des vertébrés.

Nous avons développé un cadre méthodologique général pour la reconstruction de chromosomes
ancestraux (pour une description plus complete, voir [7]). Il est inspiré par des approches développées
pour la cartographie physique ou 1’assemblage des chromosomes, et permet aussi bien de reconstruire
des segments de chromosomes d’ancétres de mammiferes [7] que d’ancétres plus éloignés nécessitant
la prise en compte de larges duplications dans le génome. La méthode consiste a appliquer successi-
vement deux phases :

— A partir de marqueurs génomiques et des relations d’homologie entre différentes especes ac-
tuelles, nous construisons tout d’abord une collection de groupes de marqueurs qui sont proba-
blement synténiques (ici, contigus) dans le génome ancestral : les “syntons” ancestraux.

— A partir de la collection de syntons ancestraux, nous construisons une structure combinatoire,
le PQ-arbre ([3]) des syntons, qui contient toutes les possibilités de segments chromosomiques
ancestraux dans lesquels les groupes synténiques sont contigus ; éventuellement certains syn-
tons sont éliminés durant cette phase si leur présence est incompatible avec I’existence d’une
solution.

La représentation du résultat sous forme de PQ-arbre permet d’éviter de choisir, par de I’optimisation
ou un critere arbitraire, entre plusieurs solutions possibles, souvent équivalentes : le PQ-arbre fournit
toutes les solutions de facon compacte.

La premiere phase est simplement une phase de détection de synténies, qui peut étre implémentée
de différentes fagons. Nous utilisons un cadre tres général pour détecter tous les blocs synténiques,
en présence, ou non, de duplication et/ou pertes de matériel génomique. Par contre, ce cadre contraint
a I’absence de marqueurs indifférenciés chez I’ancétre reconstruit : il n’y aura qu’un exemplaire par
marqueur génétique dans tout ancétre reconstruit de cette fagcon. Nous décrivons plus précisément
cette méthode dans la section 2. La seconde phase profite d’un cadre mathématique développé pour
le probléme combinatoire appelé “probleme des uns consécutifs” [3], étudié notamment dans le cadre
de la cartographie physique des chromosomes (voir par exemple [1]). Cette phase est décrite dans la
section 3. En assemblant des synténies communes a des génomes de mammiferes (humain, macaque,
souris, rat, chien, vache, opossum), du poulet, et de certains poissons (tetraodon, medaka, poisson
zebre), nous obtenons finalement un jeu de segments chromosomiques qui sont probablement présents
dans le génome ancestral des amniotes. Les résultats sont présentés et discutés dans la section 4.

2 Détection de synténies

Pour détecter un ensemble de marqueurs qui forment potentiellement un groupe contigu dans le
génome de I’ancétre de deux especes actuelles, nous détectons les groupes de marqueurs contigus,
et éventuellement avec un ordre différent, dans les deux especes, et avec une souplesse réglée par
un parametre § pour la contiguité (il peut y avoir des “trous”, résultant d’insertions et/ou pertes, de
taille 0 dans le groupe) ; d peut prendre une valeur différente pour les deux especes. Formellement,
les groupes sont des “équipes de genes”, dont les définitions et algorithmes de détections, fondés sur
des méthodes de partitionnements de graphes, sont étudiés dans [10,2,6]. Sur cette base, la duplica-
tion globale de génome chez les poissons téléostes nécessite un traitement supplémentaire quand un
poisson entre dans la comparaison.



2.1 EnI’absence de duplications

Un synton ancestral en I’absence de duplications (dans la comparaison entre un mammifére et un
oiseau par exemple) est simplement 1’ensemble des marqueurs contigus dans la comparaison entre
deux amniotes dont le dernier ancétre commun est I’ancétre de tous les amniotes (en pratique, le pou-
let et un mammifere). En présence de génes dupliqués et pour permettre 1’utilisation d’un parametre
¢ différent pour les deux espeéces, nous avons utilisé I'implémentation de [6].

2.2 En présence de duplications

Pour les comparaisons avec les poissons, la méthode décrite ci-dessus est plus difficile a appliquer,
de par les nombreux réarrangements intra-chromosomiques qui ont bouleversé les syntons dans les
chromosomes de poissons. Un parametre  beaucoup plus important est nécessaire pour capturer les
synténies homologues, mais la spécificité patit de I’augmentation de ce parametre. Pour pallier cette
baisse de spécificité, nous utilisons le principe des “doubles synténies”, pour retrouver des paralogies
apres de larges pertes de similarités.

En effet, des pertes massives de matériel génomique suivent habituellement une duplication, et
deux segments paralogues ne présentent souvent plus de similarité apres ces pertes. On peut par contre
retrouver ces paralogies en comparant un génome dupliqué a un autre non dupliqué. C’est la méthode
dite du “pivot”, initiée par [13], [8], utilisée par [12,18] et systématisée par [19].

Ici, pour maintenir une unité dans les detections de segments ancestraux, nous proposons une
méthode générale pour implémenter le principe du pivot, et de 1a retrouver des syntons ancestraux
avec une bonne spécificité. Nous calculons donc les marqueurs contigus dans un génome dupliqué
(poisson) et un non dupliqué (amniote) par la méthode de la section 2.1, avec un parametre § de I’ordre
d’un chromosome entier pour le poisson, et plus restreint (du méme ordre que pour la comparaison
de deux amniotes) pour I’amniote. Pour chaque groupe de gene détecté comme synténique chez le
poisson et co-localisés sur le génome amniote, son support est le segment chromosomique minimal de
I’amniote qui contient tous les marqueurs du groupe. Si les supports de deux groupes s’intersectent,
alors on définit un synton ancestral comme I’ensemble des marqueurs présents dans I’intersection des
deux support.

Une illustration de cette méthode est présentée sur la Figure 1.

Fig. 1. Une double synténie : un segment de chromosome amniote (au centre) est homologue a deux segments
de poissons (en haut et en bas), alors que la paralogie entre les deux segments de poissons n’est pas détectable
(peu de genes sont conservés en deux copies). On peut remarquer que les syntons sont trés réarrangés, ce qui
justifie la méthode de détection et la méthode de reconstruction de 1’ancétre, indépendantes de 1’ordre des génes
dans un synton.



Dans un cas comme dans I’autre (duplications ou non), nous ne conservons que les syntons non
conflictuels (ne chevauchant pas d’autres marqueurs dans les génomes amniotes), plus grand qu’une
taille minimale, fixée en parameétre (ici, couvrant au moins 5S00Kb).

3 Assemblage des synténies

En sortie de la premiére phase, nous disposons d’une famille 7 = {Fy,..., F,,} de syntons
ancestraux, c¢’est-a-dire m sous-ensembles de I’ensemble des marqueurs {1, ..., n}. Chaque élément
de F est un groupe de marqueurs prédits comme étant contigus dans le génome ancestral. Le probleme
est alors d’ordonner les marqueurs de facon a ce que chaque synton soit effectivement contigu.

C’est la qu’intervient la méthodologie utilisée en cartographie physique de génomes : on construit
une matrice M de taille m X n, dont les colonnes sont les marqueurs et les lignes les éléments de F :
M, ; = 1 sile gene j appartient au synton F;, et M; ; = 0 sinon. Ordonner les marqueurs revient
ici a trouver une permutation des colonnes de la matrice, de fagcon a ce que dans chaque ligne, les
entrées “1” soient consécutives. C’est le probleme classique des “uns consécutifs”. Si une solution
existe, un algorithme [16] donne la solution en temps linéaire. Sinon, certains groupes de marqueurs
ne sont pas des syntons ancestraux, et il faut les enlever de I’instance. Enlever un nombre minimum
de lignes pour que la matrice ait la propriété des uns consécutifs est un probleme NP-complet, et
nous avons programmé un algorithme de type brancher/élaguer (branch&bound) qui peut trouver la
solution optimale si le nombre de syntons a enlever n’est pas trop élevé.

S’il exite un ordre des colonnes de M qui vérifie la propriété des uns consécutifs, il y a souvent
un tres grand nombre de solutions. Toutes les solutions peuvent étre représentées dans une structure
combinatoire, le PQ-arbre, introduit dans [3]. Le PQ-arbre est un arbre a deux types de noeuds,
les noeuds de type Q, dont les descendants doivent étre ordonnés selon une permutation donnée ou
son inverse, et les noeuds de type P, dans lesquels les descendants peuvent étre ordonnés de facon
quelconque. Toutes les solutions peuvent €tre obtenues en choisissant un sens aux noeuds Q et une
permutation pour les noeuds P. Par exemple, pour notre reconstruction de 1’ancétre des amniotes, plus
de 109 solutions sont représentées dans la figure 4.

4 Segments chromosomiques d’un génome ancestral des amniotes

Appliquée aux données de mammiferes, oiseaux et poissons afin de trouver des synténies dans
le génome proto-amniote, cette méthode reconstruit 34 segments chromosomiques aprés optimisa-
tion (toutes les solutions ont le méme nombre de segments, et varient dans 1’ordonnancement des
marqueurs a I’intérieur des chromosomes). Ici, I’algorithme brancher/élaguer permet de trouver une
solution optimale en treés peu de temps (quelques secondes), et en enlevant tres peu de syntons can-
didats. Ceci tend a prouver que la méthode de détection des syntons est suffisamment spécifique. Sa
sensibilité n’est sans doute pas suffisante pour que nous puissions affirmer que les segments trouvés
sont les chromosomes ancestraux, et annoncer un nombre de chromosomes pour le proto-amniote,
d’autant plus que des données manquent sur les petits chromosomes du poulet, et que nous éliminons
les plus petits syntons.

Ces morceaux de proto-chromosomes amniotes sont illustrés dans la figure 4, avec leur corres-
pondance dans le génome du poulet, parce qu’il présente plus de similitudes avec le génome de poulet
qu’avec un génome de mammifere.

Nous pouvons observer plusieurs synténies et les comparer avec d’autres méthodes : a notre
connaissance, deux études antérieures [14,18] ont abouti a des propositions de proto-génomes d’am-
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Fig. 2. Le PQ-arbre des segments proto-amniotes, avec les correspondances sur le génome du poulet. Chaque
segment est un descendant direct de la racine du PQ-arbre. Un noeud linéaire est représenté par la suite de
ses descendants reliés par des traits horizontaux, et un noeud premier est représenté par un cadre, a I’intérieur
duquel sont ses descendants, dans un ordre quelconque. Tous les ancétres possibles sont donc représentés ici,
avec quelques parties chromosomiques ol I’ordre des marqueurs n’est pas fixé.

niotes. Ces propositions sont tres divergentes : non seulement les nombres de chromosomes varient
entre 18 [14] et 26 [18], mais les synténies retrouvées ne sont pas toujours compatibles : sur 13 as-
sociations synténiques entre segments de chromosomes différents de poulets retrouvées par [14] et 6
retrouvées par [18], seulement deux sont communes. La raison est la divergence des méthodologies,
et I’absence d’un cadre formel bien décrit, que nous espérons combler en partie ici. Nous donnons un
résumé des différences, en incluant la comparaison avec nos résultats, dans le tableau 1. Nous retrou-
vons bien les deux synténies communes aux deux méthodes précédentes, plus 4 associations trouvées
dans [14] et une dans [18]. Trois associations synténiques sont propres a notre étude.

Méthode Kohn et al Méthode Nakatani ef al. Notre méthode

2-9-16, 1-24, 3-14, 5-10, 2-9,1-14-18 2-9,1-24,5-10
17-Z, 4-22, 8-18, 18-27-19, 13-17-Z, 17-Z, 4-22, 18-27
21-23-26-32 1-7 8-25-1-7, 3-26

Tableau 1. Synténies retrouvées entre morceaux de chromosomes aviaires, pour trois méthodes différentes.
Les numéros se rapportent a2 un morceau de chromosome, porté par le chromosome qui porte ce numéro. Les
autres chromosomes prédits ne contiennent que des morceaux issus d’'un méme chromosome de poulet.

5 Données

Nous avons utilisé comme marqueurs les génes orthologues entre génomes humain (hg18), ma-
caque (rheMac?2), souris (mm9), rat (rn4), chien (canFam?2), vache (bosTau3), opossum (monDomS5),



poulet (galGal4), tetraodon (TETRAODON 7), medaka (HdrR) et poisson zebre (Zv7), tous fournis
par la base Compara de Ensembl [11].
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