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Introduction

I. Introduction

L'une des étapes les plus importantes de I'évatutes Eucaryotes fut I'acquisition
de la mitochondrie. Cette organelle, au centre @tabolisme cellulaire, approvisionne les
cellules en énergie sous forme d’ATP (AdénosinePAosphate) via la phosphorylation
oxydative, contréle 'homéostasie de la cellulecalcium ou encore génére la biosynthese
des hormones stéroides (Muklenal. 1989; Saraste 1999; Nicholls 2005). C’est égaléraen
mitochondrie qui commande I'apoptose (la mort daiie), phénomene des plus importants
dans I'organisation des étres pluricellulaires gar& Reed 1998; Oberst al.2008).

C’est une o-protéobactérie, symbiotigue des premiéres celldesaryotes, et
secondairement intégrée dans le cytoplasme, g Estigine des mitochondries (Margulis
1981; Anderssoret al. 1998; Grayet al. 1999; 2001). Il est maintenant reconnu que cette
acquisition de la mitochondrie ne s’est produitéuge seule fois (Grayet al. 2001,
Fitzpatrick et al. 2006). En d’autres termes, une sewlprotéobactérie est a l'origine de
I'ensemble des mitochondries présentes chez learfates. De cette origine bactérienne, les
mitochondries en ont gardé un génome qui leur egprp et dont le code génétique est
différent de celui des cellules hbtes. Cet ADN wtitmndrial (ADNmt) est en général
identique dans toutes les mitochondries de toeteséllules d'un méme individu. Ce génome
ne contient toutefois qu’un nombre réduit de gerasgcomparaison aux-protéobactéries a
vie libre et proches parentes des mitochondriesteGéduction du génome est la marque
d’'une symbiose avancée: c'est le résultat d'umsfiext d’'un grand nombre de génes
mitochondriaux dans le génome nucléaire de sesshdB®s genes, nécessaires au
fonctionnement de la mitochondrie, sont alors ing®rdu génome nucléaire vers les
mitochondries sous leur forme protéique (Adams &nea 2003). Néanmoins, certains genes
restent encodés par les mitochondries, soit paneeleur forme protéique ne peut pas étre
importée, soit parce qu’il est nécessaire que dspression se fasse trés rapidement au sein
de l'organelle (Racet al.1999).

Malgré I'origine unique des mitochondries, TADNmé se présente pas sous la méme
forme selon que I'on étudie les plantes, les chgmgs, les unicellulaires ou les animaux
(Grayet al. 1999; Burgeeet al.2003b; Nosek & TomasSka 2003). Les formes, letetait les
compositions géniques des génomes mitochondriaut ®es variables entre tous ces
Eucaryotes. En effet, TADNmt des plantes est géieénent de grande taille (de I'ordre de

plusieurs centaines de kilobases) et composé ad#d26nes non codantes, alors que chez les
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unicellulaires ou les animaux, il est généralenmas petit et plus compact. Mais au sein de
cette grande diversité, il existe un groupe poquét il est observé trés peu de variations de
taille, de composition et de forme : ce sont lesanx pluricellulaires, appelés Métazoaires.

Le génome mitochondrial des Métazoaires est oirdimeent constitué de 37 genes,
participant a la phosphorylation oxydative ou atladuction en protéines des genes
mitochondriaux. Ces génes sont concentrés dansnoitécule d’ADN monomérique (unité
fondamentale) double brin, compacte, de forme @Anmmiet d’'une taille de 15 a 20 kilobases
(kb), relativement réduite en comparaison aux aubrganismes eucaryotes (Wolstenholme
1992; Boore 1999).

Depuis le séquencage complet du premier génomechaindrial, qui fut celui de
'homme en 1981 (Andersoet al), il n’a été observé que tres peu de variationsodme
chez les Métazoaires. Ces autres formes, relativenages, sont de vraies exceptions a la
regle. C'est le cas de certains Cnidaires du gralgse Médusozoa, taxon a la base de la
phylogénie des Métazoaires, qui sont les seulsanim présenter un génome mitochondrial
exclusivement linéaire, parfois divisé en plusiepagties (Shaet al. 2006; Kayal & Lavrov
2008; Voigtet al. 2008). D’autres exceptions parmi les animaux prese des génomes
mitochondriaux organisés en plusieurs chromosomest des genes différents. Cela a été
décrit chez quelques organismes non apparentésurieellulaire primitif Dyciema japonica
(Watanabeet al. 1999; Awataet al. 2005), les nématodes du ge@®bodera(Armstronget
al. 2000; Gibsonet al. 2007) et le RotiferdBrachionus plicatilis(Sugaet al. 2008), qui
présentent différentes molécules circulaires dansADNmt. Enfin, une derniére exception a
été révélée chez deux Crustaceés terrestres (Isp@mscidea),Armadillidium vulgareet
Porcellionides pruinosyschez lesquels il a été décrit un ADNmt originaégentant des
molécules linéaires monomériques, associées a dagcumes circulaires dimériques
(Marcadéet al. 1999; Raimonabt al. 1999).

Ce génome mitochondrial atypique des Crustacésstees a été découvert au sein du
laboratoire d’Ecologie Evolution Symbiose (UMR 65%5@e I'Université de Poitiers. Ce
laboratoire, dont le principal modéle biologiqué l@sopode terrestrérmadillidium vulgare
s’est spécialisé dans les relations symbiotiqueite sa la découverte d’'une bactérie
endosymbiotique féminisante hébergée par cettecesiddartinet al. 1973; Juchaulet al.
1994). Ces bactéries du genféolbachia qui, comme les mitochondries, se transmettent
maternellement, inhibent la formation des organesuals males et permettent ainsi le
développement d’organes sexuels femelles cheandesdus génétiquement males (Juchault
& Legrand 1985).
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C'est en étudiant linfluence de ces bactéries d$ar variabilité génétique
mitochondriale des populations Admadillidium vulgareque cet ADNmt atypique a été
découvert. Dans un premier temps, ce génome avadéerit avec une taille anormalement
élevée (30 ~ 35 kb) par Souty-Grosseal (1992). Puis Raimonekt al (1999) ont détaillé sa
structure qui est composée de deux types moléeslaidles monomeres et des diméres. Pour
cela, plusieurs approches avaient été utilisé@s$ol§servation de profils de digestion (simple
ou double) de 'ADNmt par des enzymes de restnictj (i) 'observation de profils de
digestion dénaturés a la chaleur; (iii) I'étude spectrométrie des fragments issus des
molécules monomériques et dimériques; ainsi qu¢ l(observation de 'ADNmt en
microscopie électronique.

Le but du présent travail est de continuer les stigations sur ce génome
mitochondrial atypique, en s’inscrivant dans leathde description génétique de I'hote, dans
la relation symbiotique Isopodes terrestresWelbachia En bénéficiant des avancées
techniques en biologie moléculaire, notamment ende de séquencage, les objectifs sont de
définir les particularités de ce génome atypiqué’&h comprendre son évolution. Il apparait
fondamental, face a I'étonnante homogénéité de NAID des Métazoaires, d’en étudier en
détail les exceptions, afin de comprendre quellessgions agissent sur ces génomes
mitochondriaux.

Dans ce contexte, les deux objectifs principauxr@ds ici sont (i) de rechercher les
causes et les conséquences de l'apparition de DétmA atypique, et (i) de comprendre
celles de son maintien. En s’appuyant sur une itapte littérature sur les génomes
mitochondriaux des Métazoaires, différentes quastant été posées :

= Ce génome atypique est-il la conséquence d’'uneddtioin ou d’une triplication ?
= Comment ont évolué les difféerentes copies de genes
» Quel(s) avantage(s) apporte cette conformationuigp?

= Existe-t-il des génes ou des structures caradtpres de ces génomes ?

Dans ce présent travail, apres une présentation gge®mes mitochondriaux des
Métazoaires, ainsi qu’'une synthése de I'état des&igsances acquises sur le modele de cette
étude, trois axes principaux de recherche ser@reldppés pour répondre a ces questions :

1. la structure et lI'organisation du génome mitoch@idatypique, avec comme
modele la séquence du génome mitochondrial condpfemadillidium vulgare
Ce séquencage a apporté des informations sur Iéneoet I'ordre des génes, la

structure de la principale région non-codante etdimposition nucléotidique du
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génome atypique. A partir de ces données, la foomates diméres ainsi que la
transmission du génome atypique seront discutées.

2. I'étude de la répartition au sein des Oniscidea,laldransmission et de la
fonctionalité d’un gene d’ARN de transfert (ARNtjvalent alloaccepteur pour
deux acides aminés, découvert lors du séquencageliémt d’ A. vulgare.

3. la distribution de ce génome mitochondrial atypigaemi les Crustacés Isopodes
et sa relation avec I'’ARNt bivalent et la présemeeWolbachia ainsi que les
variations dans l'ordre des génes mitochondriawz ¢bs Oniscidea.

Une discussion finale retracera I'évolution du géeanitochondrial des Isopodes, avec

comme groupe principal d’étude le sous-ordre dasditea.
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Il. Synthése bibliographique

Les mitochondries proviennent d'uagrotéobactérie intégrée dans le cytoplasme des
premieres cellules a noyau : les Eucaryotes (Mad@i81; Anderssoat al. 1998; Grayet al.
1999; 2001). Ce sont les « centrales énergétiquiesces cellules qui leur apportent I'énergie
sous forme d’ATP via la phosphorylation oxydativBafaste 1999). De cette origine
bactérienne, les mitochondries ont gardé leur iedéance génétique: le génome
mitochondrial. Il se décline sous différentes fosmgue nous allons découvrir dans ce

chapitre.

A. Les génomes mitochondriaux

Le génome mitochondrial exerce le méme r6le cheg les organismes Eucaryotes :
il encode un petit nombre de genes indispensahleforactionnement de la mitochondrie
(Gray et al. 1999). Malgré I'importance de ces genes, ils measentent seulement que 1%
des protéines utilisées par les mitochondries. Tiass autres genes nécessaires au
fonctionnement de la mitochondrie résident dangéleome nucléaire des cellules hétes, et
leurs produits sont importés du noyau vers les c¢hiadries : c’est le cas de nombreuses
protéines (Adams & Palmer 2003; Wiedemastnal. 2004; Mokranjac & Neupert 2005;
Neupert & Herrmann 2007), et parfois de petits ARIg¢cialement d’ARN de transfert
(ARNt ; Schneider & Maréchal-Drouard 2000; Saliretsal. 2008). Le nombre de génes
perdus par les mitochondries est estimé a plusienitiers en comparaison aux-
protéobactéries a vie libre. Les mitochondries oiemt que 40 a 50 genes en moyenne chez
les Eucaryotes (Anderssaet al. 1998; Burgeret al. 2003b). Cette réduction massive du
nombre de genes et de la taille du génome permetraiochondries de transcrire et de
répliquer I'ensemble de leurs génes beaucoup plpislement et de réaliser ainsi une forte
economie d’énergie, marque d’une symbiose anciéttardi 1985; Emelyanov 2003). Cette
réduction de la taille du génome est égalementctéiaée par la réduction de la taille des
génes mitochondriaux par rapport a leurs homologuésents dans lesprotéobactéries a
vie libre (Schneider & Ebert 2004).

1. Les génomes mitochondriaux : tailles et formes

Bien que la fonction du génome mitochondrial soiigervée au sein des Eucaryotes,
’TADNmMt se présente sous des aspects tres variés s groupes. L'origine bactérienne de

la mitochondrie a longtemps conduit a @egriori sur la forme de la molécule d’ADNmt.
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Pendant de nombreuses années, les molécules d’ADMMEté décrites sous la forme
circulaire et monomérique, et les observationsatmés linéaires chez certains organismes
étaient généralement interprétées comme des erdeupéparation et de manipulation de
I’ADN (Bendich 1996; Nosek & Tomaska 2003). Ce n'g@ge réecemment qu’il a été reconnu
I'existence d’une forte diversité de structure gésomes mitochondriaux. Il est désormais
admis que la majorité des Eucaryotes portent un lbkhéaire. Ces molécules linéaires se
retrouvent tout particulierement chez les plangschampignons et les unicellulaires, que ce
soit sous la forme monomérique ou multimérique (Bam 1993; 1996; Nosekt al. 1998;
Williamson 2002; Nosek & TomasSka 2003; Gratyal. 2004). Certains taxons ont de plus la
particularité de présenter des formes circulariggesssociation avec des formes linéaires :
c’est le cas des plantes ou coexistent ordinairémlrsieurs types moléculaires, dont une
molécule circulaire monomérigue nommeée « masteprsbsome », ainsi que des petits
plasmides de tailles et de formes variables (Backeal. 1997; Fauroret al. 2004; Handa
2008; Kubo & Newton 2008). Un des exemples les lités est celui de I'hépatique
Marchantia polymorphaou il a été observé la présence de moléculeaitgg concaténées
(branchées les unes a la suite des autres, psorigk téte-queue ») ainsi que des molécules
circulaires monomériques en tres faible quantitéé@burg & Bendich 1998; 2001).

Chez les unicellulaires et les champignons, de meusdes variantes ont également été
observées. Ces différentes organisations d’ADNmveet étre resumées ainsi :

(i) des molécules linéaires monomériques seulesergbes chez des levures
(Wesolowski & Fukuhara 1981; Fukuharhal. 1993; Noselet al. 1995; Forgett al. 2002),
des unicellulaires (Suyama & Miura 1968; Goddar€C&mmings 1975; Gilsoet al. 1995;
Martin 1995; Grayet al. 1998; Burgeret al. 2000; Sesterhenet al. 2010; Hikosakaet al.in
press) et des algues vertes unicellulaires (Rytaad. 1978; Vahrenholzt al. 1993; Smith &
Lee 2008).

(i) un génome multipartite, scindé en plusieurgtipa portant différents génes. C’est
le cas de I'amibé&moebidium parasiticurainsi que de l'algue verte unicellulaiP®lytomella
parva qui présentent des génomes composes de plusialésutes de tailles différentes,
linéaires pour le premier (Burgeat al. 2003a), et circulaires pour le second (Fan & Lee
2002). C’est également le cas des unicellulairegdfwzoa dont TADNmt est composé d’'un
réseau de milliers de cercles de différentes taiflaikeSet al. 2002; Marande & Burger
2007; Royet al.2007).

(iif) un génome « mixte », composé de plusieurgsymoléculaires portant les mémes

genes. C'est le cas de plusieurs espéces de lequiegeuvent présenter dans le méme
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Rickettsia Porphyra Acanthamoeba

Schizosaccharomyces Marchantia B

Arabidopsis Plasmodium Reclinomonas

Plasmodium
o Homo
— C. reinhardtii
Marchantia ~ © S-pombe
o C. eugametos
Jakoba o chondrus
O

O Reclinomonas Phytophthora
O Allomyces —— Ochromonas

QO Prototheca
Tetrahymena

rpl1,10,18,19,20,27,31,32,34

Figure 11-1 : Variation de taille et contenu génique des génomes mitochondriaux, en comparaison avec une a-
protéobactérie du genre Rickettsia. (A) Les cercles et les lignes représentent les formes circulaires et linéaires
d’ADNmt. Pour les grands génomes (>60 kb) la partie rouge représente la portion codant pour des génes connus,
et la partie bleue la portion codant pour des génes non identifiés et les zones intergéniques non-codantes. Les
noms d’espéces sont: C. (Chlamydomonas) reinhardtii, C. (Chlamydomonas) eugametos, et S.
(Schizosaccharomyces) pombe. (B) Contenus en genes des génomes mitochondriaux. Chaque ovale correspond
a un organisme, et leur contenu correspond aux genes présents chez ces organismes — seuls les genes codants
pour des protéines ainsi que les ARN ribosomaux (ARNr) sont montrés ici (d'apres Gray et al. 1998; Gray et al.
1999).

£ ~g (RNA  Phe /\Oﬂ H
9 an ;

cO A\
ATP 8 ATP6

Figure 11 -2 : Exemple de génome mitochondrial de Métazoaire : ’TADNmt de I'homme. Celui-ci mesure 16,570 kb,
et présente, comme la majorité des Métazoaires, 37 génes agencés sur une molécule d’ADNmt circulaire
monomérique double brin. Ces deux brins sont appelés brin lourd (ici noté H), sur lequel figure la majorité des
genes, et brin Iéger (ici noté L). lllustration provenant de la page http://ipvgen.unipv.it.
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individu des formes linéaires monomériques, aing des formes circulaires monomériques
ou dimériques (Lockeet al. 1974; Lazowska & Slonimski 1976; Sor & Fukuhara83:9
Dinouél et al. 1993), ou bien des variations selon les individisnme cela a été observé
chez les levures du genandida(Kov& et al. 1984; Rycovskat al.2004; Kosaet al.2006;
Valachet al.2008).

Cette grande diversité de forme de 'ADNmt chez Hscaryotes s’accompagne
également d’une grande diversité de taille des g@samitochondriaux (figure 1I-1A). Alors
que les plantes possedent un génome mitochondrigitachde taille, compris entre 180 et 600
kb (kilobases) - voire méme 2400 kb pour le meldfarfd et al. 1981) - les Métazoaires
possédent un génome beaucoup plus compact, deel’ded15 a 20 kb en moyenne (Boore
1999; Lynchet al.2006). Les organismes unicellulaires et les chgngis présentent quant a
eux des génomes mitochondriaux de tailles tresabls, intermédiaires entre les plantes et
les animaux (Clark-Walker 1992; Gray al. 1998; Burgeret al. 2003a). Ces différences de
tailles sont la conséquence d’'une part, de la traniadu nombre de génes mitochondriaux,
allant de 5 pour le parasite de 'hommasmodium falciparun{Feagin 1994) a 97 pour
I'unicellulaire Reclinomonas americari@anget al. 1997; figure 11-1B), et d’autre part, de la
variation de la taille des zones non codantesronst et régions intergéniques (Gralyal.
1998; Lynchet al.2006).

2. Les génomes mitochondriaux des Métazoaires

Le génome mitochondrial des Métazoaires est gérémit constitué uniquement de
molécules circulaires monomeériques compactes, ilestaomprises entre 15 et 20 kb. Il
comporte habituellement 37 genes: 13 genes codaniqués dans la phosphorylation
oxydative :Col a Co3 Cyth Atp6 et Atp8 et dans la chaine respiratoirblad1 a Nad6 et
Nad4l), 2 sous-unités ribosomale$2S et 16SARNy et 22 ARNt (Wolstenholme 1992;
Boore 1999) — (figure 1I-2). Les régions non co@angont généralement réduites a la région
de controle de TADNmt. Celle-ci est scindée enxdehez les Métazoaires et ne constitue en
moyenne que 7% du génome mitochondrial. Cette méde contrble est impliquée dans la
régulation de la réplication de 'ADNmt et dansnitiation de la transcription en ARN
(Shadel & Clayton 1997). Les autres portions naeates de ’TADNmt des Métazoaires sont
les régions intergéniques, tres courtes, et lesriatsont inexistants (Boore 1999; Getyal.
1999; Booreet al.2005).

La réduction de la taille des régions non codapteticipe a la réduction globale du

génome mitochondrial des Métazoaires. Deux théopmscipales ont été émises pour
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I'expliquer. La premiere est la «course a la @gilon », ou une compétition pour les

génomes qui se répliquent le plus vite favorisegsomes les plus compacts (Attardi 1985;
Rand 2001) — toutefois, cette théorie a réecemmigntednise en question car elle n’explique

pas pourquoi celle-ci ne s’applique qu’a ’ADNmiscenimaux. La seconde théorie est que la
réduction de cette taille est la conséquence deefonon-adaptatives tels que la dérive
génétique et le taux de mutation plus élevé cheamémaux (Lynch 2006; Lynakt al. 2006)

— mais cette seconde théorie peut également &tre2eépour ses contre-exemples (Lavrov
2007).

Bien que la taille réduite du génome mitochonds@t une régle quasi générale chez
les Métazoaires, il existe quelques exceptionsstGietamment le cas du Mollusque bivalve
Placopecten magellanicugui possede le plus grand génome mitochondrialedement
séquencé dans le regne animal, mesurant plus dkb4@®mith & Snyder 2007). Les
différences de taille des génomes mitochondriawez dbs animaux sont ordinairement dues
aux variations de longueur de la région de contdile présente parfois des séquences
répétées (Poweket al. 1986; Boyceet al. 1989; Rand 1993; Townsend & Rand 2004; Eetlo
al. 2005; Segawa & Aotsuka 2005; Signorovitehal. 2007; Maet al. 2009; et revue par
Gissi et al. 2008). Chezlacopecten magellanicuplus de 50% de son génome mitochondrial
est non codant. Ces répétitions de séquences amtes sont causées par des erreurs lors de
la réplication du génome (Levinson & Gutman 198dmigalli et al. 1996). Ces erreurs
peuvent, plus rarement, conduire a des répétittnséquences codantes comprenant des
génes entiers. C'est le cas du nématdtlaumamermis cosgroveparasite du Crustacé
terrestreArmadillidium vulgare qui posséde un génome mitochondrial d’'une tadieant de
19 a 34 kb, selon la taille de la séquence répgtesralement formee par deux a trois copies
des génesNad4 Atp6 et 12SARNiTang & Hyman 2007). La présence de genes
supplémentaires chez les Métazoaires est en regane$ rare et n’engendre généralement
pas une augmentation significative de la tailleggnome mitochondrial. Les seules espéces
animales présentant des génes mitochondriaux cpdantes protéines supplémentaires sont
des Cnidaires (Pont-Kingdaet al. 1995; Medinaet al. 2006; Shacet al. 2006), et certaines
moules d’eau douce. Pour ces dernieres, la fonclones genes n’est pas encore identifiée
(Bretonet al.2009).

Il existe aussi quelgques exemples de génomes mitdckaux extrémement réduits
chez les Métazoaires, comme celui du Chaetogrizginespadella gotogui possede le plus
petit génome mitochondrial actuellement connu dyneéanimal avec 11,423 kb. Ce génome

ne présente que 14 génes: il lui manque 2 géendanto pour des protéines, ainsi que 21
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génes d’ARNt (Helfenbeiret al. 2004). La perte de génes mitochondriaux est némsmo
relativement rare chez les Métazoaires et habéoaht restreinte aux ARNLt. Il semblerait
gue ces absences soient compensées par un impRiNtddepuis le génome nucléaire (Gissi
et al. 2008; Dowtonet al. 2009), bien que cela n'a été que tres peu dématiee les
Métazoaires (Schneider & Maréchal-Drouard 2000;nedet al.2001).

Contrairement aux plantes et aux unicellulaire$ptene des génomes mitochondriaux
des Métazoaires varie peu. La tres grande majdeiséespeces animales posseéde un génome
circulaire monomérique (Boore 1999; Nosek & Toma&3). Il existe évidemment
guelques exceptions ou la molécule circulaire mdéragqne est absente ou simplement
temporaire. C’est le cas tout d'abord des Cnidair&edusozoa », les seuls animaux a avoir
un géenome mitochondrial exclusivement linéaire dBeet al. 1992; Bridgeet al. 1995; Shao
et al. 2006) et parmi lesquels les Cubozoa et des Hydrgzésentent un génome linéaire
multipartite composé de deux a quatre moléculegapbchacune des géenes différents (Kayal
& Lavrov 2008; Voigtet al. 2008). Chez le pluricellulaire primitif parasiidBcyema japonica
(Mésozoaire) le génome mitochondrial apparait soifférentes formes selon les tissus
cellulaires. Il se présente sous la forme classapienonomeres circulaires dans ses cellules
germinales alors gu’il se découpe en plusieurs-gentles ne portant qu’un seul gene dans
les cellules somatiques (Watanadieal. 1999; Awataet al. 2005). D’autres cas de génomes
multipartites se trouvent également chez le Ra&iBnachionus plicatilis(Sugaet al. 2008),
les nématodes parasites de plantes du delmgodera(Armstronget al. 2000; Gibsoret al.
2007), et le poux de I'homnfeediculus humanu&Shaoet al. 2009), qui présentent plusieurs
molécules circulaires portant chacune une partiegég®es mitochondriaux. Enfin, un dernier
cas particulier et original de génome mitochondegtl celui des Crustacés Isopodes terrestres

qui fait I'objet de cette étude et dont la struetast décrite a la fin de ce chapitre.

3. La transmission maternelle de TADNmt

L’ADNmt des animaux est depuis longtemps un margdeuchoix pour les études de
génétique des populations, de phylogéographie ephgdogénétique (Aviseet al. 1987,
Simon et al. 1994; Moore 1995). Les raisons de cet intérét @énpour les genes
mitochondriaux et plus récemment les génomes sen{Roore & Brown 1998; Curole &
Kocher 1999; Booret al.2005), repose sur les concepts que '’ADNmt évadyédement, de
facon clonale et sans recombinaison (il est doesegnt sous la méme forme dans tous les
tissus), et gqu'il se transmet de fagon uniparer{falese 1991).

10
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Chez les Métazoaires, '’ADNmt se transmet en @ftetsi-exclusivement par héritage
maternel, via les ovocytes. Ces ovocytes contienaeine 10 et 1G mitochondries, chacune
contenant plusieurs copies d’ADNmt, attachées médanbrane interne de la mitochondrie
(Satoh & Kuroiwa 1991; Newmaat al. 1996). Chez les Mammiferes, il a été également
démontré que les molécules d’ADNmt s’agrégent ddes sortes de noyaux appelés
nucléoides, contenant entre 2 et 10 copies d’ADKBatoh & Kuroiwa 1991; Legrost al.
2004; Malkaet al.2006). Ces structures en nucléoides participeraida ségrégation rapide
de ’ADNmt lors de la maturation des ovocytes (@aal.2007; Gilkerson 2009).

Depuis la découverte de la transmission materradld’ADNmt chez les animaux
dans les années 1970 (Dawid & Blackler 1972) jusdars les années 1980 avec son
observation chez de nombreux modeles (Hutchetaal. 1974; Hayashet al. 1978; Gileset
al. 1980; Reilly & Thomas 1980; Gyllenstet al. 1985), aucun contre exemple n’avait été
rapporté. Ces observations avaient de plus étéosiges par la mise en évidence de
processus de régulation empéchant 'ADNmt patemhel pénétrer dans les ovocytes
(Ursprung & Schabtach 1965; Kaneelaal. 1995; Sutovskyet al.2000; Sutovsket al.2003;
Thompsonet al. 2003), ainsi que par I'observation d’une diminatidu nombre d’ADNmt
lors de la spermatogenése chez les Mammiféres @ayoupet al. 2006). Depuis, quelques
exceptions ont été rapportées chez des nématodes & Hyman 1997), des Arthropodes
(Kondo et al. 1990; Meusel & Moritz 1993; Arunkumaat al. 2006; Sherengutt al. 2006;
Fontaineet al. 2007), ainsi que des vertébrés (Gyllenst¢ral. 1991; Magoulas & Zouros
1993; Schwartz & Vissing 2002; Kvist al.2003; Zhacet al.2004). Toutefois, ces exemples
généralement assimilés a des « fuites d’ADNmt patep (paternal leakage) ne sont pas
considérées comme de réels contre-exemples, puisgsie« erreurs » de transmission sont
corrigées par une forte dilution du génome patepaeini la multitude de copies d’ADNmt
d’origine maternelle (Wolff & Gemmell 2008). Whie al. (2008) estiment cependant que la
guantité croissante d’exemples de transmission 8i&D paternel nécessite une réévaluation
des conséquences que cela peut entrainer.

Un exemple intéressant d’héritage d’ADNmt paterrlakgement étudié, mérite
néanmoins une attention particuliere : c’est lagnaission double-uniparentale (DUI) qui se
produit chez de nombreux Mollusques bivalves (Siski et al. 1994; Hoehet al. 1996;
Zouros 2000; Passamonti & Scali 2001; Hetlal. 2002; Curole & Kocher 2005; Venegs
al. 2006; Passamonti 2007; Theologidisal.2007; Theologidi®t al.2008). Dans ce systeme
particulier, il existe deux types d’ADNmt : celuesl méles (type M) et celui des femelles

(type F), qui divergent selon des voies de transions différentes. Lors de la fécondation,

11
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tous les embryons recoivent les deux types d’ADMmtleurs parents, mais dans les 24
heures qui suivent, le type M est quasiment élindieg embryons femelles (Sutherlagtdal.
1998; Sancet al.2007), tandis que chez les males, le type M metseuve que dans la lignée
germinale, laissant place au type F dans les tssomtiques (Caet al. 2004a; Bretoret al.
2007; Passamonti & Ghiselli 2009). La présencealecdypes d’ADNmt dans I'ceuf et dans
les cellules germinales des males crée alors uiéedpéasmie (mélange de mitotypes au sein
d’'un méme individu), propice aux recombinaisons.est’ d’ailleurs au travers de
recombinaisons que ce systeme a évolué, via laseuhiaisation » du génome de type F, qui
se manifeste par I'insertion d’'une partie de lag@gqon codante de type M dans un génome
de type F, permettant le passage vers la voieaesrtrission masculine (Hoedt al. 1997;
Burzynski et al.2003; Cacet al.2004b; Everetet al.2004; Rawson 2005; Bretat al. 2006;
Burzynski et al.2006; Venetiset al.2007; Filipowiczet al.2008).

4. La recombinaison dans les génomes mitochondriaus déetazoaires

Mis a part ce type de transmission particulieletelcombinaison entre type M et type
F, TADNmt des animaux est habituellement considéoéhme non recombinant (Gillham
1994). Cependant, de récents travaux ont démaoatpgéisence de recombinaisons chez un
grand nombre de taxons (Lunt & Hyman 1997; Ladoisk&kZouros 2001; Gantenbeet al.
2005; Gucet al.2006; Armstronget al.2007; Ciborowsket al.2007; Ujvariet al.2007; Hua
et al. 2008) et certains auteurs estiment que la recargan est plus courante que I'on ne
pensait chez les Métazoaires (Rokas 2003; Tsaaisa. 2005; Whiteet al. 2008). La
majorité des travaux faisant état de recombinais@tast limitée aux tissus somatiques,
'impact de ces recombinaisons sur I'évolution géaomes mitochondriaux n’est pas encore
connu (Slate & Gemmell 2004; Whiet al. 2008). De plus, Elson & Lightowlers (2006)
estiment que ces recombinaisons sont trop peu m@sr@our avoir un réel impact. La faible
frequence de molécules recombinantes face aux megd’ADNmt non recombinantes,
majoritaires dans un individu, fait qu’elles soatfulierement sujettes a élimination lors des
phénoménes de ségrégation des mitotypes, au ceuta dhitose et de la méiose (voir
paragraphe suivant).

5. L’hétéroplasmie chez les Métazoaires

L’homogénéité de 'ADNmt au sein d’'un individu seug entre I'ovogenese et la
folliculogénese post-natale. Il a été démontré alezMammiféres une réduction du nombre

de copies d’ADNmt qui investissent I'ovocyte lors i méiose, ainsi qu’une réduction du
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nombre de copies d’ADNmt qui participeront au «enggement » de la cellule ceuf lors de
folliculogenése (Creet al. 2008; Khrapko 2008; Waét al. 2008). Ces deux phénomeénes
induisent alors une homogénéisation de la compositie 'ADNmt dans l'ovocyte. Ce
phénomene connu sous le nom de goulot d’étranglemenc< bottleneck » (Bergstrom &
Pritchard 1998), a donc un tres fort impact sustfacturation génétique mitochondriale des
générations suivantes (Crekal.2008). Cet impact est particulierement importarisile cas
d’'une hétéroplasmie, lorsqu’'une mere porte deux AiDMNlivergents dans ces cellules
germinales. Le goulot détranglement va rapidemgotnmer I'état hétéroplasmique en
diminuant la probabilité de co-transmission de tyfies variants. Les descendants ne
porteront alors qu’'un seul mitotype : ils seronhcdomoplasmiques (Laipist al. 1988;
Ashleyet al. 1989). Une telle réduction du nombre de moléctA®dimt peut engendrer un
retour vers I'homoplasmie trés rapidement. Des eductalisées chez des Mammiferes
(homme, souris, bovins) ont démontré que I'hété&mmpie est rapidement transformée en
homoplasmie en seulement deux ou trois généra{Besdall et al. 1997; Chinneryet al.
2000; Chinnery 2002; Crest al.2008).

Il existe d'autres facteurs intervenant dans I'hgémgisation de I'ADNmt: la
sélection qui élimine les mitotypes dégénérés (Ratdl), et la ségrégation des
mitochondries lors de la mitose qui favorise auBlsomoplasmie dans les cellules
nouvellement formées (Birky 2001). Ces facteurs worg incidence remarquable, tant il est
vrai qu’en leur absence, I'hétéroplasmie seraretfle générale (Whitet al. 2008). En effet,
le taux de mutation élevé du génome mitochondealahimaux (Lynclet al.2006), expliqué
notamment par le fort potentiel mutagene des radidiébres oxygénés (Beckman & Ames
1998), produit de la phosphorylation oxydative, rd@wmnormalement favoriser I'apparition de
mutant, et donc favoriser I'hnétéroplasmie. Whateal (2008) soulignent néanmoins que de
plus en plus de travaux rapportent des cas d’hg@ssgmie chez les animaux (Kame al.
1998; Barret al. 2005; Matéet al.2007; Millaret al.2008; Mjelleet al.2008). Méme si I'état
temporaire de I'hétéroplasmie rend sa détectiofictié, ce qui explique la relative rareté de
ces observations, il semblerait donc que I'hét@spie, a I'image de la recombinaison et de
la transmission paternelle, soit plus courante damggne animal qu’on ne le pensait (Kmiec
et al. 2006; Whiteet al.2008).
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Figure I1-3: Relations phylogénétiques des différents sous-ordres des Isopodes, selon les classifications
publiées par Schmalfuss (1989), Wéagele (1989) et Brusca & Wilson (1991) a partir de criteres morphologiques ;
cf. revue de Schmidt (2008). Les sous-ordres soulignés en rouge sont abordés dans ce travail. Les
écosystemes des différents ordres sont notés par une lettre (M, D ou T). Le groupe des Flabellifera, mentionné
par Schmalfuss (1989) et Brusca & Wilson (1991), comprend les Sphearomatidea.
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B. Les Crustacés Isopodes terrestres

Parmi I'ensemble des Crustacés, I'ordre des Isap@dt un exemple de transition
évolutive entre les différents milieux aquatiqueteeamilieu terrestre. Selon les classifications
récentes, il existe 8 principaux sous-ordres dargliispart sont aquatiques, marins ou d’eau
douce, et seuls les Oniscidea sont terrestres (Wa§89; Schmidt 2008). Les Isopodes ont
des modes de vie trés diversifiés, allant de laq@hagie au parasitisme en passant par la
prédation et la décomposition. La classificatiorcde groupes est trés discutée (figure 1I-3) :
la monophylie de certains ordres, ainsi que leeletions sont toujours débattues (Schmalfuss
1989; Wagele 1989; Brusca & Wilson 1991; Wilson @200Néanmoins, il est largement
reconnu que les Isopodes représentent dans leambéies un groupe monophylétique, tant
d'un point de vue morphologique (Brusca & Wilson919 Wilson 2009) que moléculaire
(Jenneret al.2009; Wilson 2009).

1. Les Oniscidea : Crustacés Isopodes terrestres

Le sous-ordre des Oniscidea constitue le seul graepCrustaceés réellement terrestre,
comprenant des espéces adaptées a la vie horsade Ces différentes especes d’Oniscidea
s'échelonnent des milieux péri-aquatiques aux mniliesemi-arides. Parmi les espeéeces
considéréees comme celles « sorties de I'eau »oswdnt les Ligies (genrkigia), méme si
celles-ci sont toujours capables de vivre immerg#esieurs minutes. Ce sont des modéles
biologiques tres étudiés pour leur adaptation avia terrestre et le concept de
« terrestrialisation » (Carefoot & Taylor 1995; fTagt al. 2003). La majorité des autres
especes d’Oniscidea s’est totalement affranchiemdbsux aquatiques, grace a de multiples
adaptations morphologiques, physiologiques et cotepeentales, dont I'apparition d’'une
poche ventrale (le marsupium) portée par les fersgltecréant ainsi le milieu aqueux
nécessaire au développement de la progéniture éH@84), ou I'acquisition d’'un systeme
de respiration aérien ventral maintenu humide (Sdhg Wagele 2001). Toutefois, en tant
que Crustaceés, les Oniscidea recherchent activetiesrgndroits au fort taux d’humidité avec
un faible ensoleillement, car ils sont tres semsild la dessiccation. Malgré ces contraintes,
certaines espéces ont su coloniser des milieux $BEs, comme I'espece saharienne
Hemilepistus reaumurui possede une physiologie (cuticule particutiegat imperméable)
et un comportement adapté (vie en couple dans atesrs) a un écosysteme semi-aride
(Vandel 1960; Nasret al. 1996).
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Les Oniscidea constituent une part importante dauae du sol. lls se trouvent en tres
grand nombre dans la litiere, avec parfois plusi@antaines d’individus par m2 (Araujo &
Bond-Buckup 2005; Diagt al. 2005). Ils sont classés parmi les détritivoressquulils se
nourrissent de matiere organique morte et consormnptes de 10% de la matiere végétale en
décomposition (Hassall & Sutton 1978; Jamétual. 1987; Mocquardet al. 1988). lls
hébergent une microfaune intestinale importante pemmettant la digestion de la cellulose
(Vandel 1960; Zimmer 2002). lls se nourrissent @gent des micro-organismes présents a la
surface des feuilles mortes. Les cloportes jouentole important dans les écosystemes. En
tant que détritivores, ils fragmentent la matierganique et participent ainsi a la fertilisation
des sols (Curry 1994), mais ils représentent égattran maillon essentiel de la chaine
trophique. Les cloportes sont en effet les proesidmbreux Arthropodes (Sunderland &
Sutton 1980), ainsi que de vertébrés, dont notarhoetains Oiseaux qui recherchent dans
leur cuticule le calcium nécessaire a la constitutile la coquille de leurs ceufs (BureS &
Weidinger 2003). Enfin, du fait de leur r6le im@ort dans le recyclage de la matiére
organique, certains Oniscidea sont des especdadigatrices de la qualité des sols dans les
ecosystemes agricoles (Souty-Grosgtedl. 2005).

Il existe un peu plus de 3600 espéces d'Oniscidmanues a I'heure actuelle
(Schmalfuss 2003; Schmidt 2008). Il est difficile davoir quand seraient apparus les
premiers Isopodes terrestres, cependant, compiediena répartition mondiale de certaines
especes actuelles, il est tres probable que leargance se soit faite avant la dislocation de la
Pangée et la dérive des continents. De ce faitd®af1960; 1965) a estimé I'apparition des
Oniscidea au Carbonifére, soit environ -350 mikiotiannées. Cependant, le plus vieux
fossile d’lsopode terrestre connu a ce jour, retéoas Alava dans le nord de I'Espagne, date
du Crétacé inférieur, soit environ -100 millionsahées (Alonset al. 2000). De méme,
Perrichot (2004) a détecté dans de I'ambre opaghetingeay (Charente-maritime) datée
de I'Albien (Crétacé inférieur : environ -100 nlfis d’années), plusieurs Isopodes fossilisés
vraisemblablement terrestres, accompagnés dawngmaux de la faune du sol, sans
toutefois affirmer que ce sont bien des OniscidéaRerrichot & M. Lak, comm. pers.).
Enfin, I'émergence des familles actuelles semble éatée de I'Eocene supérieur, soit
environ -34 millions d’années, comme |'attestestpéus anciens fossiles connus issus de ces
groupes (Vandel 1960; Benton 1993; Schmidt 2008).

Le sous-ordre des Oniscidea est considéré commeophglétique, néanmoins,
I'hypothese de deux événements de sortie de I'bam kes Isopodes terrestres a régulierement

été évoquée. Vandel (1943; 1960) a proposé deesélear Isopodes terrestres en deux sous-
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Figure 11 -4 : Phylogénies et émergence des Oniscidea selon : (a) Vandel (1943) et (b) Schmalfuss (1975;
1989). lllustration issue de Carefoot & Taylor (1995).
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groupes : lasérie Tylienng comprenant les espéces de la famille des Tylidsele des
Isopodes marins Valviferes selon l'auteur, eséie Ligiennecomprenant tous les autres
Oniscidea, issue d’un autre groupe marin (Figu).llL’auteur avait également préconisé le
retrait de la famille des Trichoniscidae du soudr®rdes Oniscidea avec pour argument le
caractére ancestral de la vie aquatique de quelesmaces de cette famille (Vandel 1964;
1965). Les récentes publications sur l'origine desiscidea proposent cependant une
monophylie de ce groupe (revue dans Schmidt 2Q@8).analyses phylogénétiques réalisées
a partir du géne nucléail88SARNrsur un échantillon d’lIsopodes confirme cette mdytip
des Oniscidea (Dreyer & Wagele 2002). En revanldwe phylogénies réalisées a partir de
génes mitochondriaux1®S et 16SARNret COIl) ne montrent pas une monophylie des
Oniscidea (Michel-Salzat 2000; Michel-Salzat & Bban 2000; Wetzer 2002). L'utilisation
de ces genes seuls ne semble cependant pas wewmdtife (ces marqueurs n’étant pas
appropriés a I'échelle de temps de ce groupe)a ehdnophylie des Oniscidea n’est plus
sujette a débat.

Au sein des Oniscidea, la famille des Ligiidae skentiien étre la plus ancienne. Cette
hypotheése est soutenue par les analyses phylogeegtréalisées avec le gene nucléaire
18SARNr(Mattern & Schlegel 2001; Mattern 2003), qui plackes espéces des gentdgia
et Ligidium (Ligiidae) & la base des Oniscidea. De méme réasmtix réalisés sur des genes
mitochondriaux montrent que les Ligiidae et lesidag sont les deux familles les plus
anciennes, méme si elles ne se groupent pas aveutes familles d’Oniscidea (Michel-
Salzat 2000; Michel-Salzat & Bouchon 2000). Lesartg interprétent ces résultats comme la
conséquence d'une divergence ancienne de ces damdlivie d’'une radiation évolutive

rapide des Oniscidea.

2. Wolbachia pipientis, parasite de la reproduction

Beaucoup de ces Isopodes terrestres hébergent a#éries endosymbiotiques,
parasites de la reproduction. Ces bactéries died®albachiasont desi-protéobactéries qui
se situent dans le cytoplasme des cellules deHéte. LesWolbachiasont les bactéries
endosymbiotiques les plus répandues parmi les tiwess, se retrouvant chez de nombreux
Arthropodes (Hilgenboeckest al. 2008; Werreret al. 2008) ainsi que des nématodes (Taylor
& Hoerauf 1999). Chez les Isopodes terrestress aliéectent environ 61% des especes
(Bouchonet al.1998; Cordawet al.2001; Ben Afia Hatiraet al.2008; Bouchoret al.2008).

Ces bactéries intracellulaires sont transmises meltement, de la méme facon que

les mitochondries (transmission cytoplasmique).riels, elles se trouvent en grand nombre
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dans les tissus germinaux, mais aussi dans cetiagus somatiques en particulier lorsque
I'animal est fortement infecté (Chergg al. 2000; Chenet al. 2005; Serbuset al. 2008;
Bertauxet al. 2009; Martinezet al. 2009). LesWolbachiainduisent différents effets sur la
reproduction de leurs hétes, toujours dans le tautginenter la proportion de femelles dans
une portée, ou de se rendre indispensable a sendfist d’'étre transmises en grand nombre a
la génération suivante (Stouthamer al. 1999). Les différents effets qu’induisent les
Wolbachiasur leurs hoétes sont : (i) la mort des males, alerkilling qui provoque la mort
des ceufs génétiguement males dans une portédasant farofiter des ressources les femelles
(sceurs), et en augmentant ainsi leur survie grace gplus faible compétition, ou a I'extréme,
en se nourrissant de cadavres (Hurst 1991) ;a(iparthénogenése thélytoque qui produit des
femelles diploides (diploidisation) a partir d’ceufsn fécondés (haploides) normalement
destinés a devenir des males chez les especesdiploimes (Stouthamest al. 1999) ; (iii)
I'incompatibilité cytoplasmique qui favorise la repuction des femelles porteuses de
Wolbachiaen entrainant la mort des embryons, lorsque ue médcté se reproduit avec une
femelle non infectée (Yen & Barr 1973; Bordenst&iWerren 2007) ; (iv) la féminisation
qui induit le développement d’'un systéme reproducfemelle fonctionnel chez des males
génétiques (Legrand & Juchault 1970; Masdinal. 1973; Juchaulét al. 1994; Rigauckt al.
1997; Negriet al.2006; Bouchoret al.2008) ; et (v) la réalisation de I'ovogenése quid la
présence d&Volbachiaindispensable a la maturation des ovocytes et ddacreproduction
de I'h6te (Dedeineet al. 2001). Ce dernier phénotype est le seul effetaosymbiose avec
Wolbachiaest devenue obligatoire.

Ces manipulations de la reproduction dépendentfaidade la souche bactérienne et
de I'espéce hote. Parmi ces phénotypes, seuls al@ugour I'instant été observés chez les
Isopodes terrestres : l'incompatibilité cytoplasogg décrite seulement chez deux espeéces,
Porcellio dilatatuset Cylisticus convexufl_egrand & Juchault 1986; Moret al.2001), et la
féminisation, observée chez une dizaine d’espédestif et al. 1973; Juchaulet al. 1994;
Bouchonet al. 1998; Rigaudet al. 1999b; Bouchoret al. 2008; Nasret al. 2009). Chez
Armadillidium vulgare la féminisation induit un biais de la sex-ratiteggnant parfois plus
80% de femelles dans la descendance (Rigaadl 1999b).

Toujours chezA. vulgare il a également été observé la présence d’'un Uacte
féminisant nommd, qui proviendrait d’'une portion de génome \@wlbachiaintégrée de
facon labile par le génome nucléaire de I'h6te (ped & Juchault 1984; Juchault &
Mocquard 1993). Ce factediragit de la méme maniére en faisant pencher laaex-en

faveur des femelles. Cependant sa transmissidnigstentale et son taux de transmission est
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plus faible et plus fluctuant que celui 8¢olbachia Juchault & Mocquard (1993) ont par
ailleurs démontré que Il'association des deux fastd@minisants,Wolbachia et f, peut

entrainer la disparition des individus génétiqueinfiemelles dans une population.

3. Influence deWolbachia sur la diversité mitochondriale des Oniscidea

Par sa voie de transmission maternelle et le fars lbeproductif qu’elles induisent, les
Wolbachiaont une forte influence sur la structuration giuét mitochondriale de ses hétes,
qui se fait par un effet d’entrainement appelé atwp (hitchhiking ; Hurst & Jiggins 2005).
Ce phénomene a été observé chez de nombreux orgmnibébergeant ces bactéries
(Kambhampatiet al. 1992; Ballardet al. 1996; Rokaset al. 2001; Baudryet al. 2003;
DeWayne Shoemakett al. 2003; Jiggins 2003; Marshall 2004; Narghal. 2006; Rasgoret
al. 2006; Nune<st al. 2008; Delgado & Cook 2009). Ces études ont migwdence une
réduction du polymorphisme mitochondrial dans lepytations infestées p&volbachia en
comparaison avec les populations non-infestéesi €explique aisément par l'avantage
reproductif donné pawolbachiaaux femelles infectées. La rapide propagationbdeséries
entraine également celles des mitochondries quisiant associées dans le cytoplasme. Cette
association entre une souche W@mlbachiaet un mitotype (type d’ADNmt) est appelée
déséquilibre de liaison. L'effet d’auto-stop quaihgendre peut toutefois étre minimisé lors
d’événements de transmission horizontale des hestétransmission d’héte a héte sans
reproduction sexuée). Ces transmissions horizant#®/olbachiasont courantes et peuvent
jouer un réle important dans la structuration gi€uét mitochondriale de I'héte. Cela a été
démontré chez plusieurs Arthropodes (Huigeinal.2004; Baldcet al.2008).

Chez les Isopodes terrestres, plusieurs étudesporié sur le polymorphisme
mitochondrial lié a la présence &olbachia(Marcadéet al. 1999; Rigaudet al. 1999a;
Verne 2007). Ces travaux ont ainsi démontré uneermlgs de diversité génétique
mitochondriale chez les populations Bercellionides pruinosusnfestées (Marcadét al.
1999), ainsi que la présence de transferts hoazanthez cette méme espéece (Cordatuxl.
2001; Michel-Salzatet al. 2001). ChezArmadillidium vulgare la baisse de diversité
mitochondriale induite par I'effet auto-stop avess Wolbachia semble cependant moins
importante. Ceci a été interprété comme la consezgud’'un taux de transmission plus faible
desWolbachiachez cette espece, ainsi qu'une possible tranemiggternelle du facteur
cassant la liaison entre |&¥olbachiaet le mitotype, et rééquilibrant ainsi légeremint
diversité mitochondriale (Grandjeahal.1993; Rigaudkt al. 1999a).
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4. Présence d’autres parasites de la reproduction cleszOniscidea

Les Arthropodes hébergent également d’'autres pasade la reproduction, beaucoup
moins connus et étudiés, mais tout aussi suscesgtidlinfluencer le polymorphisme
mitochondrial de leurs hotes (Hurst & Jiggins 20Dbyon et al. 2008b). Chez les Isopodes
terrestres, des premiers travaux semblent attdateprésence de bactéries du genre
SpiroplasmaLepelletier 2009). Méme si certaines espéeces gamtues pour induire la mort
des males (Hurst & Jiggins 2000; Nakametaal. 2005; Poolet al. 2006), aucune donnée
n'est actuellement disponible sur la souche présehez les Isopodes et sur son éventuel
effet sur la sex-ratio. Quoi qu’il en soit, cheg [@niscidea comme chez d’autres organismes,
leur prévalence reste trés faible en comparais@t aelles dedVolbachia (Duron et al.
2008a; Lepelletier 2009), et le probable effet lsusex-ratio des hoétes pourrait étre masqué

par ceux de§Volbachia

C. Etat des connaissances sur | ADN mitochondrial des

Crustacés : le cas particulier des Isopodes

1. Lataille des génomes mitochondriaux de Crustacés

Les premieres études réalisées sur TADNmt des t@ecas sont des analyses de
polymorphisme de longueur des fragments de rasinicou RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism). Ces analyses qui consisterdugper 'TADNmt par des enzymes de
restriction renseignent sur la forme et la taillegénome. Chez les Crustacés, ces analyses
sont peu nombreuses dans la littérature et ontnéteées principalement sur des especes de
Décapodes qui présentent un important intérét cawiedigdes langoustes : MclLeant al.
1983; Brasheet al. 1992; des écrevisses : Grandjean & Souty-Gros3@6;1Grandjean &
Souty-Grosset 1997; Grandjeat al. 1997; Souty-Grosseet al. 1997; des crevettes
Bouchon et al. 1994; Imast al. 1999; Klinbungaet al. 1999; et des crabes : McMillen-
Jackson & Bert 2004), ainsi que sur certains madgielogigues comme l'artémie (Batuecas
et al. 1988), et la daphnie (Stantat al. 1991). Comme pour la majorité des animaux, les
résultats de ces analyses RFLP ont démontré qugédeemes mitochondriaux de ces
Crustacés sont constitués d’'un seul type de maécdirculaires et monomériques, d’'une
taille proche de 16 kb.

Depuis, les capacités de séquencage de génomeshanitiiiaux entiers ont permis

d’obtenir la séquence de plusieurs espéces. CleLiastacés, il existe actuellement 58
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especes dont le génome mitochondrial est entiéreswguencé et disponible sur NCBI
(janvier 2010). Tous ces génomes sont uniquemenstitoés de molécules circulaires
monomeriques. La taille moyenne de ces génomesaimlriaux est de 15,720 kb + 0,431.
Parmi ceux-ci, le plus petit fait 14,113 kb (I'Anipbde Metacrangonyx longipes Bauza-
Ribot et al.2009) et le plus grand prés de 24 kb (le cratmudi®uceseothelphusa dehaani
Segawa & Aotsuka 2005) : en dehors de cette derregception, la taille des génomes
mitochondriaux chez les Crustacés est donc refagwe homogéne (Gisgt al. 2008). Le
séquencage a par ailleurs permis de préciserillestdes génomes observées en RFLP pour
certains taxons comme l'artémie (Valverteal. 1994), la daphnie (Crease 1999) et plusieurs
Décapodes (Wilsort al.2000; Yamauchet al.2003).

2. La composition génique des génomes

Comme pour I'ensemble de Métazoaires, la composiio genes est tres conservée
dans les génomes mitochondriaux des Crustacés. i Parnsoixantaine de génomes
entierement séquencés, une seule espece montser@b d’'un géne, celui deAlTPase 8
chez le Copépodearacyclopina nangKi et al. 2009b), tandis qu’aucune ne montre de géne
codant supplémentaire. En revanche, l'ordre deggeérest pas stable chez les Crustacés
(Roehrdanzet al. 2002; Lavrovet al. 2004; Viker et al. 2006; Gissiet al. 2008) et de
nombreuses especes présentent plusieurs réarramgenpar rapport au génome
mitochondrial hypothétique de I'Arthropode ancdgpraposé par Shaet al. (2001) : c’est le
cas des Copépodes (Machiglaal. 2002; 2004a; Tjensvobt al. 2005; Kiet al. 2009b), des
Ostracodes (Ogoh & Ohmiya 2004), de Branchiouresvrhy et al. 2004) et de plusieurs
Malacostracés (Milleet al. 2004; Sunret al. 2005; Yang & Yang 2008; Bauza-Ribet al.
2009) dont les Isopodes qui seront traités dange cétude (Roehrdanet al. 2002;
Podsiadlowski & Bartolomaeus 2006).

Les ARNLt sont des génes particulierement mobiles des génomes mitochondriaux
des Crustacés (Gisst al. 2008). De nombreuses études montrent des chantgeheheur
localisation entre les groupes (Lavrev al. 2004; Machidaet al. 2004b; Ogoh & Ohmiya
2004; Cooket al.2005; Kiet al.2009a; Maet al. 2009; Sheret al.2009; Sheret al. 2010) et
parfois méme entre espéces du méme genre, comradesh€opépodes du gerf@griopus
(Machidaet al. 2002; Junget al. 2006; Burtonet al. 2007). La composition en ARNt des
génomes mitochondriaux peut également varier. Géméent ils sont au nombre de 22, mais
guelques espéces présentent des duplications @énsegénes d’ARNt (Lavroet al. 2004;

Ki et al. 2009b), alors que dautres en manquent (Kilpert P&dsiadlowski 2006;
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Figure 11 -5 : Structures en épingle a cheveux et possibles origines de réplication des régions de controle de
'ADNmt de trois Crustacés (a gauche) et de la drosophile (a droite). Les traits soulignent des motifs
conservés. Le signe (+) montre que l'origine de réplication de L. oceanica se trouve sur le brin positif, alors
que les origines de réplication des autres espéces se trouvent sur le brin négatif (-) : ceci est la conséquence
de l'inversion de la région de contrdle chez L. oceanica. lllustration d’aprés Kilpert & Podsiadlowski (2006).
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Bauza-Ribotet al 2009). Toutefois, il na pas été rapporté plus gleatre ARNt
mitochondriaux manquants chez les Crustacés (YaNgdg 2008).

3. Larégion de contrdle chez les Crustaces

La région de contréle est la principale zone notacte de 'ADNmt. Elle est de
longueur variable, modifiant parfois considérablatria taille de TADNmt (comme expliqué
précédemment dans ce chapitre). Chez les Arthrepaette région trés riche en nucléotides
A et T est appelée « A+T-rich region » (Boyet¢ al. 1989). Chez les Crustacés sa
composition en A et T est en moyenne de 67,8% XKidef al. 2009b). Cette région de
controle est encore peu étudiée chez les Crustamres;omparaison avec les Insectes.
Toutefois, Kuhretal. (2008) ont récemment recherché des motifs coéseariiez 19 especes
de Crustacés, par analogie avec les 5 généraladuniifiés chez les Insectes (Zhaegal.
1995; Zhang & Hewitt 1997). Les auteurs ont bieeesleé ces 5 motifs, mais leurs positions
relatives varient entre les différents groupes destacés. La conservation de ces motifs entre
les taxons témoigne d’un rdle certain dans la céfibn et l'initiation de la transcription, mais
ces roles restent inconnus. Parmi les motifs les fhcilement identifiables, I'origine de
réplication se caractérise par une structure sednde '’ADN formant une structure en
épingle a cheveux de quelques dizaines de badpsri& Podsiadlowski (2006) ont effectué
une comparaison de cette boucle chez trois esplec€sustaces, toujours en se référant au
modele Insecte, et plus particulierement a la qrb#e (Monforteet al. 1993). Ces auteurs
ont démontré la conservation de motifs « TAT » &(A)nT » situés de part et d’autre de
I'origine de réplication, et connus pour avoir uonaction importante dans linitiation de la
réplication (Zhanget al. 1995). Par ailleurs, ils ont observé que I'origoe réplication de
I'Oniscideal.igia oceanicaavait subit une inversion de son orientation p@port aux genes
mitochondriaux, en comparaison aux autres Crusidigése |I-5).

4. Le génome mitochondrial atypique Armadillidium vulgare

Tous les Crustacés ne présentent pas un génomehonitdrial classique, de forme
circulaire et monomérique. En effet, lors de travaur la diversité génétique mitochondriale
de I'lsopode terrestrdrmadillidium vulgare Souty-Grosseet al (1992) ont découvert la
présence d'un génome mitochondrial de tres graadke,testimée entre 30 et 35 kb.
L’analyse de ce génome par Raimoedal (1999), grace a la technique de RFLP, a
cependant réveélé que cette taille élevée ne sengaaiétre due a l'insertion de séquences

répétées, comme cela est couramment observe, togicgrtainement a une conformation
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Figure Il -6 : Représentation schématique de la
structure atypiqgue du génome mitochondrial
d’Armadillidium vulgare (d'aprés Raimond et al.
1999).
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Figure 11 -7 : Modéles de formation de dimeres d’ADN circulaires et palindromiques. (A) et (B) Formation de
dimeéres lors de la réplication des monomeres linéaires. Exemples de (A) TADNmt de levures (figure modifiée
d'aprés Dinouél et al. 1993) et (B) des plasmides linéaires de Spirochéetes du genre Borrelia (figure modifiée
d'aprés Casjens 1999). Le modele (C) présente la création de molécules circulaires palindromiques par
recombinaison de deux molécules circulaires monomériques au niveau de séquences répétées inversées
(Kolodner & Tewari 1979).
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originale de '’ADNmt chez cette espece. En effetgénome mitochondrial est composé de
deux types de molécules: des monomeres linéaiees-1dl kb couplés a des diméres
circulaires de ~28 kb, elles-mémes formées parsdeiation de deux monomeéres en
opposition (liaisons « téte-téte » et « queue-quaueréant ainsi des diméres parfaitement
palindromiques (figure 11-6). En dehors de ces dgypes moléculaires, monomeres linéaires
et diméres circulaires, aucun monomere circulaite é@é observé dans ce génome
mitochondrial atypique (Raimoret al. 1999).

Ce génome mitochondrial qui présente deux moléaldeformes différentes est un
exemple unique parmi les Métazoaires. De plus,skobation d’'une molécule d’ADN
dimérique avec des jonctions palindromiques est tiaée. Seuls quelques exemples ont été
rapportés dans les mitochondries de certaines dev(ltockeret al. 1974; Lazowska &
Slonimski 1976; Sor & Fukuhara 1983; Dinowgtlal. 1993), dans le génome de bactéries
Spirochetes du genrBorrelia (Casjens 1999), ainsi que dans I’ADN chloroplasticqde
laitues et d’épinards (Kolodner & Tewari 1979). inécanisme de formation de ces dimeres
n'est pas connu pour ces organismes. Toutefoisjquts hypotheses ont été formulées sous
forme de modeles, présentées dans la figure lefmPces modéles, Dinouét al (1993)
ainsi que Casjens (1999) ont proposé que ces dinsmient le produit de réplication de
monomeres linéaires présents dans le génome @iguve et B). Cette hypothese, si elle n'a
pas été vérifiée par ces auteurs, semble cepeéttandoutenue par la mise en évidence de la
formation de diméres palindromiques lors de laicégbn de formes linéaires dans le
génome d’un bactériophage (Rawhal. 2001). Chez ce phage, le dimére circulaire est une
étape intermédiaire de la phase de replicatioraderme linéaire. Ces diméres sont ensuite
coupés en deux par une enzyme de type téloméraseayée ainsi des molécules linéaires
monomeriques.

En revanche, Kolodner & Tewari (1979) proposent autee hypothese pour expliquer
la présence de diméres d’ADN palindromiques damsidoroplastes de laitues et d’épinards,
a savoir la formation de dimeres par la recomborage molécules monomeériques circulaires
(figure 11-7C). L'absence de molécules linéairesslaes chloroplastes explique pourquoi ces
auteurs ne proposent pas d’hypothese liée a leaéiph.

ChezA. vulgare le systeme de formation des dimeres palindronsiguest pas connu,
de méme que la relation entre les monomeres dlinedres. Cependant, les analyses RFLP
effectuées par Raimoret al. (1999) ont mis en évidence une extréme conservags sites
de restriction entre les monomeéres et les dimeéeesgui pourrait tétmoigner d’'une interaction

entre ces deux molécules. En effet les auteurmestique si les deux types moléculaires
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Figure 11 -8 : Cartes des génomes mitochondriaux des Isopodes (A) Ligia oceanica (Oniscidea, Ligiidae), dont
la séquence compléte montre un génome de forme classique (monomere circulaire) ; d’apreés Kilpert &
Podsiadlowski (2006), et (B) Idotea baltica (Valvifera, Idoteidae), dont la séquence est incompléte et la
structure inconnue (probable structure atypique selon les auteurs) ; Podsiadlowski & Bartolomaeus (2006).
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constituaient deux populations d’ADNmt distinctdes mutations auraient di apparaitre dans
chacune des formes de facon indépendante. Cedt aurpour conséquence I'apparition de
sites de restriction différents entre les deux syde molécules. Or, les monomeres et les
diméres présentent la méme carte de restricti@stilonc fortement probable qu’'un systeme
dynamique existe entre les deux formes, permeti@apiasser de I'un a l'autre. Cela a déja été
décrit pour 'ADNmt des plantes, ches lesquellesdéférentes formes observées sont liées
entre elles (Atlan & Couvet 1993; Backeittal. 1997) et également proposé chez les levures
ou des dimeéres palindromiques semblables a ceuyédaome mitochondrial atypique Al’
vulgareont été observés (Sor & Fukuhara 1983; Dinatéll. 1993 - figure II-7A).

5. L’ADNmt atypique est-il présent seulement ch&zvulgare ?

L’ADNmt atypique n’a pas seulement été observé chexulgare En effet, cette
structure particuliere du génome mitochondrial asaeté démontrée chez une autre espece
d’Oniscidea :Porcellionides pruinosugMarcadéet al. 1999). Cette espéce fait partie de la
famille des Porcellionidae, relativement prochelpbgnétiquement &. vulgare suggérant
ainsi une large distribution de 'ADNmt atypiqueezhles cloportes. Cependant, le récent
séquencgage du premier génome mitochondrial condplet Oniscidea l(igia oceanicd n’a
pas réevélé la présence d’'une structure atypiquis atacontraire la présence de molécules de
type classique uniquement, de forme circulairas@iomériques et d’'une taille de 15,289 kb
(Kilpert & Podsiadlowski 2006; figure 11-8A). En vanche, lors du séquencage du génome
mitochondrial de I'lsopode marildotea baltica(sous-ordre des Valvifera, voir figure 1I-3,
page 14), les auteurs, n'ayant pas réussi a oldeetotalité du génome, ont émis I'’hypothese
d’'une possible conformation atypique de cet ADNRudsiadlowski & Bartolomaeus 2006 ;
figure 11-8B).

Ainsi, en 2006, seules les séquences des génorteshomndriaux déigia oceanicaet
d’ldotea balticaétaient disponibles chez les Isopodes. Mis a pastructure du génome qui,
selon les auteurs, pourrait étre difféerente, ces dgnomes partagent plusieurs particularités :
un ordre et une orientation des génes conservésx@eption du géne de I'ARNY) et une
composition nucléotidigue du génome globalementho(pourcentage d’A et T, biais de
composition en nucléotides des brins, cf. chapife Kilpert & Podsiadlowski (2006) ont
alors défini ces différentes particularités comnagactéristiques des Isopodes. Le travalil
reporté ici permettra d’affirmer ou d’infirmer caimes de ces suppositions, et d’approfondir
I'étude de I'évolution du génome mitochondrial chexz Isopodes.
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lll. Matériels et méthodes

A. Matériel biologique

Les espéces utilisées dans ce travail sont merit@sndans le tableau Ill-1 (page

suivante). Leur origine et leur matricule y sontéso
B. Protocoles d'extraction dADN et dARN

1. Dissection des animaux

Les animaux destinés a la dissection pour en extf@&DN sont préalablement lavés
a l'eau de Javel diluée (3%) puis rincés a l'eaunidéralisée afin de réduire les
contaminations par des micro-organismes présenta suticule des animaux. De méme, lors
de la dissection des animaux, le tube digestifest deecums digestifs sont écartés afin
d’éliminer les contaminations par les nombreux pyorganismes présents dans le systéme
digestif. Les tissus prélevées pour les extracttb®DN chez les femelles sont les ovaires, la
chaine nerveuse et quelques tissus musculaireipetux. Lors de la dissection de males, le
prélevement des utricules (contenant le spermep@séralement proscrit afin d’éviter une
composition trop visqueuse du broyat, rendant diéi I'extraction d’ADN. Toutefois,
I'extraction d’ADNmt des utricules s’est révélédalispensable pour certaines expériences de

ce travail.

2. Extraction d’ADN total

Le protocole d’extraction d’ADN total des animaust adapté de Kochet al (1989).

La totalité du protocole est en annexe 1.

3. Extraction d’ADN mitochondrial

La transmission uniquement maternelle des mitocheschous a permis de cumuler
'ADNmt de plusieurs individus (généralement desnédes) issues de la méme lignée
maternelle. Pour cela, nous avons élevé des ligmétsrnelles de plusieurs espéces dans le
laboratoire UMR 6556 de I'Université de Poitiers.

Le protocole d’extraction de 'ADNmt des Isopodesréstres est adapté de la lyse
alcaline proposée par Sambroek al. (1989). Le principe de cette méthode destinée a
I'origine a l'extraction de plasmides est d’isoleADNmt des autres molécules d’ADN

provenant de I'animal (ADN nucléaire) et de sesnéwels endosymbiotes dom¥olbachia

29



Matériels & méthodes

Tableau Ill-1: Especes d'lsopodes utilisées dans ce travail. Les matricules correspondent a des
lignées entretenues au laboratoire.

SOU.S'ORDRE Especes Origine Matricule
Famille
ASELLOTA
Asellidae Asellus aquaticus Poitiers, Fr.
FLABELLIFERA
Dynamene bidentata La Rochelle, Fr.
Sphaeroma serratum La Rochelle, Fr.
ONISCIDEA
Armadillidae Armadillo officinalis Tq. Arm4
Cubaris murina Baie Mahault, Gp.
Armadillidiidae Armadillidium depressum Ste Marie, Fr.
Armadillidium maculatum Eze, Fr.
Armadilldium nasatum Mignaloux, Fr.
Camarade, Fr.
Armadillidium vulgare Tunis, Tu. zP
Heraklion, Gr. M
Celles sur Belle, Fr. ZN
Nice, Fr. BF
Porto Alegre, Br. RS
Sé&o Paulo, Br. zG
Ribadeo, Es. AL
Helsingar, Dk. WX
Chizé, Fr.
Eluma purpurescens Chizé, Fr.
Balloniscidae Balloniscus sellowii Caxias do Sul, Br.
Cyliscticidae Cylisticus convexus Villedaigne, Fr.
Halophiloscidae = Halophiloscia couchii La Rochelle, Fr.
Ligiidae Ligia oceanica La Rochelle, Fr.
Oniscidae Oniscus asellus Edinburgh, UK
Oniscus lusitanus Fr.
Philoscidae Atlantoscia floridana Porto Alegre, Br.

Platyarthridae

Porcellionidae

Trachelipodidae
Tylidae

Chaetophiloscia elongata
Philoscia muscorum
Platyarthrus hoffmannseggii
Platyarthrus caudatus
Trichorhina tomentosa
Porcellio laevis

Porcellio scaber

Porcellio gallicus

Porcellio dilatatus dilatatus
Trachelipus rathkii

Helleria brevicornis

Celles sur Belle, Fr.
La Mothe St Héray, Fr.

Chizé, Fr.
Scopello, It.
Baie Mahault, Gp.
Fr.

Le Havre, Fr.
Montpellier, Fr.
Rom, Fr.

Cosnes sur Loire, Fr.
Ste Marguerite, Fr.

Br. : Brésil, Dk. : Danemark, Es. : Espagne, Fr. : France, Gp. : Guadeloupe, Gr. : Gréce, It. : Italie,
Tq. : Turquie, Tu. : Tunisie, UK : Grande Bretagne.
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(ADN bactérien estimé a plus de 1 Mb - voir Sairal.2001), grace a sa taille nettement plus
faible que les autres. La totalité du protocolee@sannexe 2.

Apres le prélévement des tissus de I'animal, ceuseat plongés dans un tampon
d’extraction adapté aux Crustacés terrestres: T& $Sodium Tris-EDTA ; voir sa
composition en annexe 2). Le tube contenant le ¢antpextraction est placé dans la glace
pour éviter la dégradation de I’ADN.

Les tissus sont ensuite broyés a 'aide d’un Dowceype B auxquels on y ajoute par
la suite le tampon de lyse (composition de ce tarmgoannexe 2). L’ADNmt est ensuite lavé

puis repris dans de I'eau bidistillée.

4. Extraction dARN

Un pool de plusieurs femelles issues de la mémedignaternelle est réalisé afin
d’obtenir un maximum d’ARN. Les tissus gonadiquési@veux des animaux sont broyés
dans un mortier rempli d’azote liquide. La poudbtemue est mélangée a un tampon de lyse,
et un volume de phénol saturé en eau. La compositidampon de lyse est :

- 10 mM Tris-HCI

- 10 mM MgCb

- 1% SDS

Apres un deuxieme lavage au phénol, afin d’élimiter maximum de deébris
cellulaires, I'extraction d’ADN/ARN est précipit&@c une solution 1 M d’Acétate de sodium
(0,1 volume) et 2,5 volumes d’éthanol 100%. Apréstdfugation, le culot d’ARN (contenant

également de I'’ADN) est repris dans de I'€NAse free
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Figure 111-1. Interprétation des profils de restriction de 'ADNmt atypique d’A. vulgare. A : exemple de profil a
quatre bandes issu d’'une digestion sur un seul site de restriction (enzyme EcoRV). B : exemple de profil a cinq
bandes issu d’'une digestion sur deux sites de restriction (enzyme BamHI). D’aprés Raimond et al. (1999).

Figure 111-2. Dénaturation du produit de digestion d’ADNmt atypique. La piste A
présente le profil de restriction de TADNmt d’A. vulgare digéré par EcoRV. La piste B
présente ce méme profil ayant subit une dénaturation avant la migration. Les deux
bandes issues des dimeres migrent a une taille deux fois plus petite (fleches). D'aprées
Raimond et al. (1999).
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C. Protocole de RFLP et Southern Blot

1. Digestion de TADNmt

Apres I'extraction de 'ADNmt issu de différentegriées iso-femelles, TADNmt a été
digéré par plusieurs enzymes de restriction afendonnaitre la conformation. Pour cela, a
chaque expérience de digestion, I'équivalent deDNint issu de 10 femelles (~5 pg
d’ADNmt, dosé au NanoDrop — Thermo Scientific) & digéré pendant 3 heures a 37°C avec
1,5ul d’enzyme + 0,5ul de RNAse + 1,2ul de tampenddestion + 0,8ul de BSA selon
I'enzyme utilisée et en respectant les instructaungournisseur.

Les profils de restriction des génomes mitochonutriatypiques tel que celui A’
vulgare sont aisément identifiables par rapport aux gémsomigochondriaux classiques et de
forme circulaire. Alors que les génomes classigiesviétazoaires ne présentent en RFLP
(polymorphisme de longueur des fragments de résimicqu’'une bande lorsqu’il y a un seul
site de restriction, deux bandes lorsqu’il y enend etc, la digestion des deux types
moléculaires des génomes atypiques (monomeresnétrek) produit des couples de bandes
issus respectivement des monomeres et des dimiEespandes issues des dimeéres
palindromiques étant de taille deux fois plus geendjue celles des monomeres. Ainsi,
lorsque '’ADNmt atypique est digéré avec une enzyiaeoupant que sur un seul site, quatre
bandes sont obtenues (figure 11I-1A). En revandmague site de restriction supplémentaire
génere trois fragments supplémentaires de ménie, tqili se superposent sur le gel en une
seule bande lors de la migration. Cette bande gssgule une stoechiométrie anormale
apparait beaucoup plus fluorescente sur le gel. gZefls présentent alors cinq bandes
lorsqu’il y a deux sites de restriction, six bandesqu’il y a trois sites et ainsi de suite
(figure I1I-1B). Ainsi, pour les profils avec dewsites de restriction ou plus, les bandes avec
une fluorescence plus élevée doivent étre comptéms fois pour obtenir une bonne

estimation de la taille du génome.

2. Dénaturation des produits de digestion

Des expériences de dénaturation par la chaleyproesiits de digestion d’ADNmt ont
été réalisées. Elles ont pour intérét de véritiemlodele atypique et la présence des diméres
palindromiques. En effet, apres la dénaturationAI2BNmt digéré, les bandes comprenant les
jonctions palindromiques se replient sur elles-m&etemigrent deux fois plus loin dans un
gel d’agarose, au méme niveau que les bandes isEmsgesonomeres non dénaturés. En
revanche, les bandes dénaturées issues des mosassisnt a I'état de simple brin lors de la
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migration et ne sont plus visibles sur le gel (fegll-2). Les dénaturations d’ADNmt se font
apres la digestion enzymatique, en plagant lesnéitbas 5 minutes & 95°C, puis 5 minutes

dans de la glace.

3. Electrophoréses et Southern Blot

Apres la digestion des ADNmt par les enzymes deicgen, les produits de digestion
ont été déposés dans des gels d’électrophoresés dgyarose TEP 0,5X, et ont migré
pendant 15 heures a 30V (apres 30 minutes a 8@\affaire pénétrer les grands fragments
d’ADNmt dans le gel). Le marqueur de taille utilg@ur ces RFLP correspond a la digestion
de I'’ADN plasmidique du phage par I'enzyme de restrictioHindlll. Apres migration, les
profils de restriction sont marqués au SYBR Gref@rohza) puis révélés sous UV.

Apreés la séparation des fragments de restrictes plofils ont ensuite été transférés
sur des membranes de nylon (PositiveTM Membrané&d@be) pour effectuer des southern
blots. Pour cela les gels ont baigné dans troissbauiccessifs pendant 20 minutes :

1. Bain de dépurination (0,25 M HCI)

2. Bain de dénaturation (1,5 M NacCl ; 0,5 M NaOH)

3. Bain de neutralisation (1,0 M Tris ; 2,0 M NaCIH p)

Les profils ont ensuite été transférés grace acume a transfert sous vide (VacuGene
XL from Pharmacia LKB Biotechnology ; Uppsala, Sweylavec une solution de SSC 20X,
pendant une heure et demi, puis TADNmt a été fixé la membrane a 80°C pendant 2
heures.

Les profils de restriction ont ensuite été hylsi@é suivant le protocole présenté en
annexe 3.La sonde utilisée est obtenue en ammlifmr PCR une partie du gene
mitochondrial l6SARNr Cette partie du gene comportant des régionsvagables entre les
especes (Michel-Salzat & Bouchon 2000), des soondésté faites de maniére spécifique
pour chaque famille d’lsopode étudiée. Pour angplifiette portion de géne, des amorces
spécifiqgues aux Isopodes ont été dessinées a gastitrois génomes mitochondriaux connus
(A. vulgare L. oceaniceetl. baltica) :

- 16F : CGGTTTGAACTCAAATCATGTG

- 16R : GCCTGTTTAACAAAAACATC

Enfin, les Southern blots ont été réveélés gracen gphwosphoimager (Storm from

Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA).
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D. Amplification dADN et séquencage

1. Amplification par PCR

Différentes réactions de PCR ont été réaliséevarsde ce travail. Ces réactions ont
éte réalisées en utilisant le mélange suivantl:dejtampon 5X de GoTaq (Promega), 1,25 pl
de désoxyribonucléotides (dNTPs - 8,6 mM), 0,125djamorces (100 mM) et 0,125 ul
d’enzyme polymérase GoTaq, pour un volume fine2si¢ul.

Les programmes de PCR ainsi que les amorces asliggour chacune des
amplifications sont notés en annexe 4.

Lorsque les produits PCR étaient destinés a émeeseés, ces produits ont été
purifiés en suivant la méthode de digestion ExoS2@&te méthode nécessite deux enzymes :
'Exonucléase | et la SAP (Shrimp Alkaline Phospisa) pour éliminer les amorces et les
désoxynucléotides non utilisés. Le protocole eduiwant : pour un produit de PCR, il est
ajouté 1 ul de tampon SAP, 0,1 ul d’enzyme SAP,Efd d’enzyme Exol. Le mélange est
chauffé & 37°C pendant une heure, puis les enzypes désactivées en placant les

échantillons 20 minutes a 80°C.

2. Amplification par RT-PCR

Préalablement a I'amplification par RT-PCR, lesr&stions d’ARN sont purifiées en
procédant a un traitement a la DNAse. Ce traiterpenthet d’éliminer toute trace d’ADN qui
fausserait I'analyse de RT-PCR. Ainsi, pour 2-3d&RN est ajouté 1 pl de tampon DNAse
(10X), 1 ul RQ1 RNAse free DNase (Promega) gsp 18'au bidistillée. Le mélange est
ensuite placé au bain marie pendant une heure @ Ba@tr I'action de I'enzyme, puis 5
minutes a 70°C. Ensuite, 'ARN est précipité dansoRimes d’éthanol 100% et 0,1 volume
d’Acétate de Sodium, centrifugé, et repris dan$ deau RNAse free.

La réaction de Reverse Transcriptase (RT) est engtalisée avec le kit SuperScript
[l (Invitrogen). Pour cela nous avons utilisé 2+8 d’ARN, auxquels sont ajoutés 12,5 ul
d’eau bidistillée et 0,5 pl (100 mM) d’amorce cogmpkntaire du géne ciblé. Le mélange est
placé 10 minutes a 70°C, puis directement placé dara glace. Toujours dans la glace, sont
ajoutés 0,5 ul de RNAse OUT, 4 pl de tampon RT BX,l de DTT et 1 ul de dNTPs. Ce
mélange est ensuite réparti en deux tubes : unigrénte dans lequel est ajouté 0,5 ul de RT
SuperScript (Invitrogen) et un second tube témdams lequel est ajouté de I'eau bidistillée.

Les deux mélanges sont enfin déposés au bain-pem@ant une heure a 52°C.
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Les réactions de PCR ont ensuite été réalisées rr mg 'ADNc (ADN
complémentaire) obtenu. Pour 2 pl d’ADNc, 1 pl d&Tés et 1 pl de chagque amorce (100
mM) ont été ajoutés (voir les séquences des amatdsges en annexe 5), ainsi que 0,25 pl
d’enzyme GoTaq (Promega), 10 ul de tampon de a¥aeti 3 ul de MgGla 20 mM, pour un
volume final de 50 pl. Le protocole de réactiontdeasuivant : 3 minutes a 95°C, suivie de
27 cycles de 20 secondes a 92°C, de 20 second&9°& +selon les amorces) et de 20

secondes a 72°C. Les produits de RT-PCR ont ensiditelonés puis séquences.

3. Clonage

Les produits de RT-PCR ont donc été clonés avamt 4équencage. Pour cela, la
ligation de ces produits a été effectuée avectlp@®EM-T Easy Vector Systems (Promega)
suivant le protocole du fournisseur. Ces produgtightion ont ensuite été transférés dans des
bactéries super-compétentes par choc thermiqueb@ion 30 minutes dans la glace, suivie
d’'un choc thermique de 1 minute 30 dans un bainarar42°C, puis replacés une minute
dans la glace).

Ces bactéries ont ensuite été placées dans ururdéieulture (LB) sans ampicilline
pendant 1 heure, puis finalement déposées dandaitee de pétri contenant un milieu de

culture, ainsi que de I'ampicilline, du XGal etld®TG pour une incubation toute une nuit.

4. Séquencage
Le séquencage des produits de PCR ou de clonager@afisé en suivant le protocole

de Big Dye Terminator, présenté en annexe 6. béaréalisé sur un séquenceur ABI 3130
(Applied Biosystems).

E. Utilisation de programmes bioinformatiques

1. Analyses des séguences nucléotidiques

Les séquences nucléotidiques ont été analyséés lagiciel BioEdit (Hall 1999). Les
séquences consensus des résultats de sequéogagel et reverseont été réalisées grace au
logiciel Staden (Staden 1996).

2. Programmes de recherche d’ARNt : tRNAscan-SE et ARW

Ces logiciels qui proposent une recherche des gdifeRNt dans les génomes,

nécessitent seulement une analyse en ligne, Mélalisasur le site
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http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/ pour le progre tRNAscan-SE (Lowe & Eddy
1997), et sur le site http://130.235.46.10/ARWENLUple programme ARWEN (Laslett &
Canback 2008).

3. Programme de prédiction de code génétique : Genlbeco

Ce logiciel permet lI'analyse du code génétigue gésomes mitochondriaux de
Métazoaires. Dans notre étude nous avons réalisélyse du code génétique des génomes
complet ou incomplet des especes d’lsopoAemadillidium vulgare Ligia oceanicaet
Idotea baltica Ces analyses ont été realisées en ligne sur & si
http://darwin.uvigo.es/software/gendecoder.html gédzalet al. 2006b) a partir des génomes
disponibles en ligne sur GenBank. Pour exécuteraocedyses, le programme GenDecoder
effectue automatiquement les alignements des l1@sgeamitochondriaux codant pour des
protéines du génome a analyser avec de multiplesngés mitochondriaux d’autres especes,
disponibles dans GenBank. Il vérifie alors la pneégedes bons codons en fonction des acides
aminés attendus. Ce programme assigne alors aelcagon I'acide aminé le plus probable,
ainsi que la fréquence d'utilisation de chaque oodians le génome.

4. Programme de recherche de structures secondai@dlAfold

Ce logiciel permet une analyse de séquence powukelr les potentielles structures
secondaires qui peuvent se former. Dans le ca®ule étude, I'analyse a été réalisée sur un
fragment d’ADNmt et traitée avec les parametresdadaut lies a 'ADN. Cette analyse a été
réalisée en ligne, sur le site de Vienna RNA Web&srhttp://rna.tbi.univie.ac.at/ (Hofacker
2003).
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IV. Structure et évolution du génome mitochondrial

atypique d’Armadillidium vulgare (Isopoda, Crustacea)

A. Organisation et composition de la région codante de
IADNmt dA. vulgare

1. Structure and Evolution of the Atypical Mitochondal Genome of
Armadillidium vulgare (Isopoda, Crustacea) - Marcads al. (2007)J.
Mol. Evol. 65:651-659

L’ADNmt des Métazoaires est généeralement constitwde molécule double brin
circulaire d’'une taille comprise entre 15 et 20 Kinez le Crustacé Isopodemadillidium
vulgare TADNmt est caractérisé par une taille partictéi@ent grande de ~42 kb, constitué
par deux types moléculaires : des molécules cireglale ~28 kb formées par association de
deux monomeres de ~14 kb, et des molécules lirkéd@e-14 kb. Dans ce travail, nous avons
séquencé apres clonage la portion codante ded’'umitnomérique fondamentale du génome
mitochondrial dA. vulgare(soit 13,858 kb, ce qui représente environ 99%é&hogie). Cette
taille d’environ 14 kb du monomere place le génanismchondrial dA. vulgareparmi les
plus petits ADNmt des Crustaceés.

Les 13 genes codant pour des protéines ainsi guddex sous-unités ribosomales
ordinairement observés dans les génomes mitoctaanddes Métazoaires ont été retrouvés,
toutefois seuls 9 genes d’ARNt (sur les 22 générafeg décrits) ont pu étre identifiés. Le
génome mitochondrial &. vulgaremontre une différence importante dans l'ordre d&aseg
par rapport au génome mitochondrial hypothétiquéAtéhropode ancestral. En revanche, il
montre une extréme conservation de l'ordre et deehtation des génes avec les Isopodes
Idotea balticaet Ligia oceanica L'absence de la région de contrdle (zone non4tieda
majeure de TADNmt) dans la partie séquencée dwigensuggere sa présence au hiveau des
jonctions des dimeres, ainsi qu'aux extrémitésnmesomeres.

Le séquencage direct d’environ 20% du génomeigeealr sept portions distantes du
génome et prises au hasard) montre que les difffrmonomeéres qui composent ce génome
possedent la méme séquence nucléotidique. Ceciemuggi'un systeme de conversion
génique et/ou de dynamique de réplication entreeddsi et monomeres joue un réle dans
I’'homogénéisation de la composition nucléotidiqeecéd génome. Néanmoins, un unique site

polymorphique a été observé lors du séquencaget.direorrespond a la deuxiéme base d’'un
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anticodon d’'un géne d’ARNt, donnant ainsi un ARNfalent, alloaccepteur pour deux acides
aminés : I'Alanine (UGC) et la Valine (UAC). Cettevalence assure potentiellement la
présence dans la mitochondrie de ces deux ARNtesoréme locus mitochondrial chéz

vulgare sachant qu'aucun autre ARNtet ARNt®

n'a été retrouve ailleurs dans le génome.
Cet exemple est le premier de ce type rapportéjics@t apporte une preuve empirique du
modeéle de «recrutement d’ARNt » : phénoméne d'§erere d’'un nouvel ARNt aprés
mutation de l'anticodon d’'un ARNt préexistant. @etiétéroplasmie (présence de deux
mitotypes au sein d’'un méme individu) a été retémuehez tous les individusAd’ vulgare
testés, issus de populations d'origines différer(@ssil, France, Grece, Tunisie). Ceci
indique certainement I'existence d’'une force sélectnaintenant au méme locus ces deux
ARNLt nécessaires a la traduction mitochondriale.

Afin d’établir la répartition et la voie de transsion des deux types de molécules
dans les tissus, nous avons analysé par RFLP uatwte de 'ADNmt dans différents
organes, en séparant les males et les femelleslilngses et les monomeres ont été observés
dans lI'ensemble des échantillons, tant dans lesigissomatiques que dans les tissus
gonadiques (ovaires et utricules) et pour les deexes (voir également les résultats
complémentaires obtenus). Ces observations sendmefitmer la transmission uniparentale

des deux molécules ’ADNmtA: vulgare
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Abstract The crustacean isopod Armadillidium vulgare is
characterized by an unusual ~42-kb-long mitochondrial
genome consisting of two molecules co-occurring in mito-
chondria: a circular ~ 28-kb dimer formed by two ~ 14-kb
monomers fused in opposite polarities and a linear ~ 14-kb
monomer. Here we determined the nucleotide sequence of
the fundamental monomeric unit of A. vulgare mitochon-
drial genome, to gain new insight into its structure and
evolution. Our results suggest that the junction zone
between monomers of the dimer structure is located in or
near the control region. Direct sequencing indicated that the
nucleotide sequences of the different monomer units are
virtually identical. This suggests that gene conversion and/
or replication processes play an important role in shaping
nucleotide sequence variation in this mitochondrial gen-
ome. The only heteroplasmic site we identified predicts an
alloacceptor tRNA change from tRNA*™ to tRNAVY.
Therefore, in A. vulgare, (RNA™? and tRNAY? are found at
the same locus in different monomers, ensuring that both
tRNAs are present in mitochondria. The presence of this
heteroplasmic site in all sequenced individuals suggests that
the polymorphism is selectively maintained, probably
because of the necessity of both tRNAs for maintaining
proper mitochondrial functions. Thus, our results provide
empirical evidence for the tRNA gene recruitment model of
tRNA evolution. Moreover,
showed that the A. vulgare mitochondrial gene order is
highly derived compared to the putative ancestral arthropod

interspecific comparisons
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type. By contrast, an overall high conservation of mito-
chondrial gene order is observed within crustacean isopods.

Keywords Atypical mitochondrial genome -
Armadillidium vulgare - Trimeric structure -

Linear monomer - Gene conversion - Heteroplasmy -
tRNA gene recruitment - Gene rearrangements -
Isopod

Introduction

The role and function of mitochondrial products are well
conserved across taxa but recent data from mitochondrial
genomics research demonstrate that this conservation
contrasts with an often-perplexing diversity in mitochon-
drial structure and gene order. In metazoans, the
mitochondrial genome usually consists of a double-stran-
ded circular DNA molecule that ranges in size from 15 to
20 kb and encodes a reduced number of essential mito-
chondrial products (Boore 1999). However, linear
structures have been reported in various species, including
unicellular eukaryotes, the liverwort Marchantia poly-
morpha, and several cnidarian species (Nosek and
Tomaska 2003; Nosek et al. 1998; Oldenburg and Bendich
2001; Suyama and Miura 1968; Vahrenholz et al. 1993).
Other structural exceptions include placozoan mitochon-
drial genomes that are 32-37 kb in length, owing to
extensive length variation in intergenic spacer regions,
open reading frames, and the presence of introns (Signo-
rovitch et al. 2007). Although large animal mitochondrial
genomes have been discovered, they are relatively rare and
owe their large size to secondary expansions such as
duplications, AT-rich regions, and multiple short tandem
repeats (Boyce et al. 1989).
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Most mitochondrial genomes have retained only 13
polypeptide genes, all of which encode essential compo-
nents of the oxidative phosphorylation metabolic pathway
(Boore 1999). Notable exceptions include the absence of
Atp8 in nematodes and some mollusks (Boore 1999). The
mitochondrial genome also encodes the /2S5 and /6S rRNA
genes and the 22 tRNA genes required for mitochondrial
protein synthesis (Boore 1999). In vertebrates, mitochon-
drial gene order remains practically invariant, but there is
substantial variation in invertebrate phyla. In arthropods,
complete partial DNA (mtDNA)
sequences have been determined for 69 hexapods, 23
chelicerates, 6 myriapods, and 34 crustaceans as of June
2007 (NCBI at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Gene orga-
nization substantially varies both among (Boore and Brown
1998; Boore et al. 1995) and within major arthropod
groups. Hence, many gene rearrangements relative to the
putative arthropod primitive mitochondrial gene order have
been reported within crustaceans (Hickerson and Cunn-
ingham 2000; Machida et al. 2002; Miller et al. 2004,
2005; Ogoh and Ohmiya 2004; Sun et al. 2005; Tjensvoll
et al. 2005), including the two isopods Ligia oceanica and
Idotea baltica (Kilpert and Podsiadlowski 2006; Podsiad-
lowski and Bartolomaeus 2006).

The isopod Armadillidium vulgare presents yet another
kind of unusual mitochondrial genome, consisting of a
remarkable length of ~42 kb that is not consistent with
amplification of sequence fragments or additional copy
number of repeated sequences (Raimond et al. 1999).
Instead, the A. vulgare mitochondrial genome consists of
two molecules co-occurring in mitochondria: a circular
~28-kb dimer formed by two ~ 14-kb monomers fused in
opposite polarities and a linear ~ 14-kb monomer (Fig. 1)
(Raimond et al. 1999). It has been hypothesized that the
linear and circular molecules are not at equilibrium, and
that the circular state might repeatedly be generated from
the linear state, although the actual replication mechanism
of this atypical mitochondrial is
unknown (Raimond et al. 1999).

Another distinctive feature of A. vulgare is that mito-
chondria collocate within the cytoplasm with obligate

or mitochondrial

genome currently

~14 kb

Fig. 1 Schematic representation of the atypical structure of Armad-
illidium vulgare mitochondrial genome proposed by Raimond et al.
(1999)
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intracellular Wolbachia bacteria that are responsible for the
feminization of genetic males into functional females
(Bouchon et al. 1998; Cordaux et al. 2004; Rigaud et al.
1997). There is evidence that mtDNA variability is influ-
enced by the presence of Wolbachia in A. vulgare
populations (Cordaux et al. 2004; Grandjean et al. 1993;
Rigaud et al. 1999; Souty-Grosset et al. 1992), which raises
the question about a possible link between the presence of
Wolbachia and the atypical structure of the mitochondrial
genome in A. vulgare.

To gain new insight into the structure and evolution of
the atypical mitochondrial genome of A. vulgare and the
extent of its association with Wolbachia, we sequenced the
fundamental monomeric unit of the A. vulgare mitochon-
drial genome. We show that nucleotide sequences of the
monomers constituting A. vulgare mitochondrial genome
are virtually identical. This suggests that gene conversion
and/or replication processes play an important role in
shaping nucleotide sequence variation in this mitochondrial
genome. We also identified an unusual dual tRNA locus in
which tRNA*™ and tRNAY* genes are found at the same
locus in different monomers. Thus, our results provide
empirical evidence for the tRNA gene recruitment model
of tRNA evolution (Higgs et al. 2003; Lavrov and Lang
2005). Furthermore, our results highlight several gene
rearrangements relative to the putative ancestral arthropod
mitochondrial gene order. However, comparisons with /.
baltica and L. oceanica (Kilpert and Podsiadlowski 2006;
Podsiadlowski and Bartolomaeus 2006) suggest that the
mitochondrial gene order found in A. vulgare is conserved
among isopods.

Materials and Methods
Samples and mtDNA Extraction

A. vulgare individuals used for mitochondrial genome
sequencing were obtained from an isofemale line (i.e., a
lineage of individuals all descended from a single female)
maintained in our laboratory (strain ZN 540; originally
collected in Celles-sur-Belle, western France). Individuals
used for restriction profile analyses were obtained from an
isofemale line maintained in our laboratory (strain WX
1107; originally collected in Helsingor, Denmark). By
using isofemale lines, we are able to pool mtDNA extracts
from various individuals of each isofemale line to obtain
sufficient amounts of mtDNA for analyses. The six indi-
viduals used for nucleotide sequence heteroplasmy
analyses originated from four different sources: three
individuals from lab strain ZN 540, one individual from lab
strain ZU (originally collected in Nice, southeastern
France), and two wild-caught individuals collected in
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Chizé (western France) and Porto Alegre (Brazil). Mito-
chondrial DNA was extracted from ovaries (for genome
sequencing) and gonads, fat tissues, and nervous system
(for restriction profile and heteroplasmy analyses) using an
alkaline lysis protocol, as previously described (Souty-
Grosset et al. 1992).

Mitochondrial Genome Sequencing

MtDNA was digested separately with the two restriction
endonucleases, Bg/ll and Hincll. Restriction fragments were
inserted in the dephosphoryled pUC 19 vector opened by an
adequate enzyme: BamHI (complementary to Bg/Il) and
Hincll (generating blunt ends). Next, we subcloned the large
cloned fragment obtained from Bg/II digestion (~ 9.6 kb) by
digesting the insert with the restriction enzyme HindIII to
create smaller fragments. All ligation products were then
used to transform competent bacteria (Escherichia coli
Xbluel F’ Eurogentec) and colonies were grown overnight.

Plasmid DNA was extracted and purified with Wizard
plus miniprep Kit (Promega) and then sequenced using the
dideoxy terminator method. Inserts were sequenced using
the universal sequencing primers MI13F and M13R. For
long restriction fragments, intermediate primers were
designed by hand as part of a primer-walking strategy
(Table 1). Sequencing products were precipitated with
sodium acetate and absolute ethanol and resolved on an
ABI Prism 310 automated DNA sequencer (Applied
Biosystems).

Genome Annotation

Sequence assemblage and alignments were performed
using the BioEdit software (Hall 1999). Gene identity was
determined by BLAST searches of GenBank (Altschul
et al. 1997). Start and stop codons of protein-coding genes
were identified as previously described (Podsiadlowski and
Bartolomaeus 2006). tRNAs were identified using the
program tRNAscan-SE (Lowe and Eddy 1997) or by visual
inspection of suspected regions after alignment with pre-
viously annotated isopod mitochondrial genomes. The
partial DNA sequence (13,858 bp) of the monomer unit of
A. vulgare mitochondrial genome was deposited in Gen-
Bank under accession number EF643519.

Sequence Conservation of the Monomer Unit

Based on the monomer sequence of A. vulgare mitochon-
drial genome, seven genomic regions were randomly
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Table 1 List of PCR primers used to determine Armadillidium
vulgare mitochondrial genome sequence

Start position Primer sequence (5 > 3') Direction
(bases)

13641 GAGATAAGTCGTAACAAAGTAG Forward
13392 TATCGCTTATGAGACAGGTTC Reverse
12937 GAGGCGGGCCTCTGTTACAGGC Forward
12565 AACCCTAGCTGATAGACAGC Forward
12122 CACAGAGTATACGCAAGTGG Reverse
11714 CCCACATTCAAATGGGAGAG Reverse
11474 GTCAATACCAAGCTGCTGCTTC Reverse
10934 GCACCACATCACGCCATCATTG Reverse
9912 GAGAGGTTCCACAAATAGGTCC Forward
8833 CCTCAACACTTCTAGGATTAG Forward
8404 GGTTTTGTAGTATGAGCCCAC Forward
7965 CTCACAGAGGTGCATCTGTA Forward
7656 TCTAAGGCAGTCCCAACAG Reverse
6451 GAACCCACCAGCTTAATTAGC Reverse
5785 GCTACCTTAGCACAGTTAGG Forward
5459 GAGGGCTGCCTAAAATAG Forward
5381 GATAGAAACCAACCTGGCTC Forward
4893 GGGTTGCTAGGGAGTATGATATGC  Forward
4304 GGAAACAATCTTGATCGTG Forward
3982 GGAAGAGATGCTATTACTGTG Forward
3493 CCAGAAGAGCAAAATCCATGACCG Forward
2860 AGAAGTATTTAGAGGTGCTGG Forward
2273 CCCTATTTTTCGGGCATCTTG Reverse
980 ACCATTTGCGTGAGCAGTGCG Forward
223 GGCGCTAAACCAGTTGAAGCACC Reverse

selected and primer pairs were designed using the software
Primer3 (Rozen and Skaletsky 2000). PCR reactions were
performed on total DNA and the PCR products were
directly sequenced to reveal heteroplasmic sites arising
from nucleotide substitutions on different monomers of the
mitochondrial genome.

mtDNA Digestions and Restriction Profiles

Total mtDNA from germinal and somatic tissues of both
male and female individuals (1-3 pg in 12 pl) were
digested with three endonucleases: BamHI, EcoRIl, and
Xhol. All digestions were carried out using 5 units of
enzyme incubated at 37°C for 3 h. Samples were then
mixed with a gel-laoding buffer and digested mtDNA was
run on a 1.2% agarose gel in Tris EDTA phosphate buffer
for 15 h at 30 V. Gels were stained with SYBR Green I and
examined under UV light.
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Fig. 2 Partial sequence trace
file obtained after direct
sequencing of a portion of
Armadillidium vulgare mtDNA.
Above the peaks are the
deduced nucleotides. The
heteroplasmic site (C/T) is
highlighted by the yellow star

Results and Discussion
Atypical Genome Structure and Size

We determined 13,858 bp of the fundamental monomer
sequence of the mitochondrial genome of A. vulgare.
Given an expected global monomer size of ~ 14 kb (Rai-
mond et al. 1999), we estimate that our sequence covers
~99% of the entire monomer sequence. We were not able
to determine the nucleotide sequence between /2S5 rRNA
and Cytb despite several attempts. We interpret this result
as further evidence for the atypical structure of A. vulgare
mitochondrial genome (Raimond et al. 1999). Indeed, this
genome is thought to consist of a circular ~28-kb dimer,
formed by two ~14-kb monomers fused in opposite
polarities, and a linear ~ 14-kb monomer (Raimond et al.
1999). Under this model, palindromic sequences are pre-
dicted to occur at the junction zones of monomers
constituting the circular dimer structure (Fig. 1). Along
with the unknown open ends of the linear monomer
structure, it is not surprising under this model of mito-
chondrial structure that determination of the sequence
located at the extremities of the monomer unit may be
problematic. Correlatively, these results suggest that the
junction zone between monomers of the dimer structure is
located in or near the control region. This view is supported
by two lines of evidence: (i) the control region is not
included in the ~13.9-kb mitochondrial sequence we
obtained, and (ii) the control region is located between /2§
rRNA and Cyzb in the circular mitochondrial genome of the
isopod L. oceanica (Kilpert and Podsiadlowski 20006).
With a fundamental unit ~ 14 kb in length, A. vulgare
mtDNA falls in the lower range of crustacean mitochon-
drial genomes that generally range between ~ 14.6 and
~18.4 kb (Lavrov et al. 2004; Machida et al. 2002), while
the smallest-sized mitochondrial genome known in
arthropods is that of the collembolan Onychiurus orientalis
with ~13.0 kb (Cook et al. 2005). Even within isopod
crustaceans, there appears to be mitochondrial genome size
variation, since the complete mitochondrial genome of L.
oceanica is ~15.3 kb long (Kilpert and Podsiadlowski
2006). Overall, these results suggest that the functional unit
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of A. vulgare mtDNA has experienced size reduction
compared to other species.

Extreme Nucleotide Conservation Among Monomer
Unit Sequences

The coexistence of various monomer units as constituents
of the mitochondrial genome of A. vulgare raises the
question of the extent of their relatedness. To address this
issue, we directly sequenced seven randomly selected
regions along the monomer unit, amplified by PCR from
total DNA. This approach allowed us to simultaneously
sequence homologous regions from both molecule types
(i.e., linear monomers and circular dimers) and identify
polymorphic sites among monomers. Overall, 2709 bp was
sequenced using this strategy, which covers ~20% of the
monomer sequence. A single nucleotide position was found
to be polymorphic, as shown by a double signal apparent at
one position in a sequence trace file (Fig. 2). Therefore, the
different monomers appear to exhibit extremely low
nucleotide divergence. This conclusion is further supported
by the fact that no nucleotide polymorphism among
monomers was detected based on (i) an RFLP analysis of
the mitochondrial genome of A. vulgare (Raimond et al.
1999) and (ii) direct sequencing of ~400 bp of the /6§
rRNA gene within each of several A. vulgare individuals
(Cordaux et al. 2004; Michel-Salzat and Bouchon 2000).

The extreme nucleotide conservation among monomer
sequences suggests that recurrent gene conversion events
may contribute to maintain sequence homogeneity among
monomers. This process of concerted evolution has
recently been suggested to represent an important evolu-
tionary force in animal mtDNA (Tatarenkov and Avise
2007). Alternatively, it is possible that replication prefer-
entially takes place on a particular structure (e.g., the
monomer in the linear state) and that the other structure
(e.g., the dimeric circular state) is repeatedly generated
from the structure that replicates (Raimond et al. 1999).
The two aforementioned explanations (gene conversion
and structure-biased replication) are not mutually
exclusive.
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Interestingly, the heteroplasmic site we detected by
direct sequencing of the monomer units displays two sig-
nals of roughly equal intensity, each of which is roughly
half the intensity of the surrounding positions showing
single signals (Fig. 2). Quantitatively, this observation
suggests that monomer units exhibiting nucleotide C or T
at the heteroplasmic site were in equal or nearly equal
quantities in the sequencing reaction. This could be
explained if the proportions of monomers and dimers are
different, as previously suggested based on densitometry
results following A. vulgare mtDNA digestion (Raimond
et al. 1999). Alternatively, our sequencing results could be
explained by two coexisting populations of mtDNA
sequences, each with equal proportions of monomer and
dimer structures in A. vulgare individuals. Also, analogous
to the doubly uniparental mitochondrial inheritance in
mussels in which males are normally heteroplasmic and
females homoplasmic (Zouros 2000), it is conceivable that
the monomer and dimer structures are characterized by
different inheritance patterns, for example, in germinal vs.
somatic tissues and/or in male vs. female individuals.

To gain new insight into tissue- and sex-specific inher-
itance patterns of mtDNA in A. vulgare, we extracted
mtDNA separately from gonads and somatic tissues in both
male and female individuals. Then we performed single
digestions with three different restriction enzymes (EcoRlI,
BamHI, and Xhol) and compared the restriction profiles of
the different samples. Two bands of expected ~28- and
~14-kb sizes were observed in all undigested mtDNA
control samples, as well as in EcoRI-digested samples
(suggesting that there is no EcoRI restriction site in these
samples), whatever tissue and sex type (Fig. 3). BamHI and
Xhol digestions confirmed these results since (i) identical
profiles were obtained whatever tissue and sex type
digested with each enzyme, and (ii) the profiles obtained
with each enzyme were both consistent with the expected
atypical mitochondrial structure (Fig. 3). These results
indicated that the ~28-kb dimer and ~ 14-kb monomer are
both present in germinal and somatic tissues, in both males
and females, thus ruling out a mussel-like system of
mitochondrial inheritance in A. vulgare.

Dual tRNA Locus

Strikingly, the heteroplasmic site identified in Fig. 2 hap-
pens to correspond to the position that specifies a tRNA
anticodon. Specifically, the C/T nucleotide polymorphism
predicts an alloacceptor tRNA change involving tRNAY*
and tRNA*™, In comparison, tRNA®? is present at the
corresponding site in the two isopods [. baltica and L.
oceanica (Kilpert and Podsiadlowski 2006; Podsiadlowski
and Bartolomaeus 2006), suggesting that the ancestral
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Fig. 3 Digestion profiles of Armadillidium vulgare mtDNA using
female somatic (S) and germinal (G) tissues. Results for males were
identical (data not shown). M: molecular ladder (sizes in kb shown on
the left). Approximate band sizes (kb) are shown below profiles (see
Raimond et al. 1999); values in brackets indicate incompletely
digested bands. Schematics at the bottom: interpretations of the
BamHI and Xhol digestion profiles, consistent with the atypical
structure of the A. vulgare mitochondrial genome (see Fig. 1)

tRNA at this locus in A. vulgare was tRNA®?, Subse-
quently, a mutation occurred at this site in an A. vulgare
monomer, resulting in the presence of tRNAY and
tRNA*" at the same locus in different monomers, ensuring
that both tRNAs are present in mitochondria.

To test whether the substitution is specific to the
sequenced individual or shared with other A. vulgare
individuals, we directly sequenced the tRNAV*YA! Jocus in
five additional A. vulgare individuals of different origins.
All individuals were found to be heteroplasmic at the
previously identified heteroplasmic position. Because it is
highly unlikely that an identical mutation would have
occurred independently at the same site in all individuals
analyzed, we conclude that the mutation most likely
occurred in the ancestor of these individuals. The simplest
explanation for the sharing of an ancestral polymorphism
in all these individuals drawn from different populations is

@ Springer



L’ADNmt d’ A. vulgare

656

J Mol Evol (2007) 65:651-659

that it is selectively maintained, probably because of the
necessity of both tRNAs for maintaining proper mito-
chondrial functions.

Because no other tRNAY* locus was identified by the
program tRNAscan-SE (Lowe and Eddy 1997), we visually
inspected A. vulgare mitochondrial genome. No tRNAYY
gene could be identified, suggesting that it has been lost or
that it is degraded beyond recognition. Overall, our results
provide empirical evidence for the tRNA gene recruitment
model of tRNA evolution (Higgs et al. 2003; Lavrov and
Lang 2005). Indeed, this model proposes that novel tRNA
genes may evolve after duplication of pre-existing tRNA
genes and point mutations subsequently occurring at anti-
codon positions that change tRNA amino acid identity. In
A. vulgare, not only can duplications occur within mono-
mers, but the presence of a three-monomer atypical
mitochondrial structure actually triples the number of
available tRNA genes in each mitochondrial genome,
making A. vulgare an ideal system for gene recruitment.
This is because a point mutation occurring in a tRNA gene
of a given monomer and giving rise to a new tRNA can be
generated without prior requirement for tRNA gene
duplication, since other monomers that lack the mutation
can continue to encode the ancestral tRNA gene. In A.
vulgare, the mutation resulting in the dual tRNAY*"A1 wag
probably selectively advantageous since it has presumably
been maintained for a long evolutionary period, at least
long enough to lead to deletion or advanced degradation of
the putative ancestral tRNAY™ of A. vulgare. On the long
term, such dual tRNA structure may in turn justify the
evolutionary conservation of the two molecules types (i.e.,
linear monomer and circular dimer) at appropriate pro-
portions in A. vulgare.

These results have interesting implications with respect
to the processes that maintain extreme nucleotide conser-
vation among monomer sequences, involving gene
conversion and/or replication mechanisms (see above).
Indeed, if replication was preferentially taking place on a
particular structure (e.g., the monomer in the linear state)
and that the other structure (e.g., the dimeric circular state)
was repeatedly generated from the structure that replicates
(Raimond et al. 1999), no ancestral polymorphism could be
maintained in A. vulgare mitochondria. On the other hand,
if gene conversion is responsible for the homogeneity of
monomer sequences, then it is conceivable that strong
selective constraints maintaining a polymorphism required
for tRNA functionality could overcome the effects of gene
conversion in this region of the mitochondrial monomer. In
any event, further investigations are needed to elucidate the
evolutionary processes governing A. vulgare mitochondrial
nucleotide sequence evolution. For example, it would be
desirable to sequence the control region, junction zones of
the dimer structure, and ends of the linear structure of A.
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vulgare mitochondrial genome, as this could yield new
insight into replication mechanisms. Other future directions
include generation of additional mitochondrial sequence
data to better understand patterns of nucleotide sequence
evolution and inheritance in A. vulgare mtDNA.

Genome Base Composition

Analysis of nucleic acid composition indicated a strong
bias in A. vulgare mitochondrial genome toward A+T
nucleotides, which represent 71.2% of the bases, vs. 28.8%
of G+C nucleotides. This high A+T value is at the upper
range among crustaceans, where values for complete
mtDNA sequence range from 60.8% in L. oceanica to
74.9% in Geothelphusa dehaani (Ivey and Santos 2007;
Kilpert and Podsiadlowski 2006; Segawa and Aotsuka
2005). The most frequent nucleotide was the purine T
(37.1%). This overall A+T richness in A. vulgare mito-
chondrial genome may also explain why we could not
detect the mtDNA origin of replication, as it is known to be
a single, large, A+T-rich noncoding region of the mtDNA
genome (Wolstenholme 1992).

Mitochondrial Gene Rearrangements

The gene order of A. vulgare mitochondrial monomer is
shown in Fig. 4. Comparison with the putative ancestral
arthropod mitochondrial genome (Shao et al. 2003)
revealed several gene rearrangements in A. vulgare. The
first rearrangement involved the /6S rRNA gene which in
A. vulgare is translocated between Nad2 and Nadb6,
whereas it is located between /25 rRNA and Nadl in the
arthropod type (Fig. 4). The latter gene arrangement is
considered ancestral for insects and crustaceans (Boore
et al. 1998; Hwang et al. 2001). Similarly, a bloc of seven
contiguous genes (Nad3, Cox3, Atp6, Atp8, Cox2, Coxl,
and Nad2) has been translocated between Nadl and 16§
rRNA in A. vulgare (Fig. 4). Another rearrangement
involved Cytb which has been translocated near Nad5 in A.
vulgare (Fig. 4). Furthermore, a bloc including Nad5, Cytb,
and tRNAP™ has been inverted to the opposite strand of the
usual strand. Therefore, the mitochondrial gene order of A.
vulgare appeared highly derived compared to the putative
ancestral arthropod type.

By contrast, comparison of A. vulgare genome structure
with that of L. oceanica and I. baltica (Kilpert and Pods-
iadlowski 2006; Podsiadlowski and Bartolomaeus 2006)
indicated an overall high conservation of mitochondrial
gene order within crustacean isopods (Fig. 4). In fact, all
gene rearrangements noted above in A. vulgare relative to
the arthropod type are shared with I baltica and L.
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Fig. 4 Comparison of
mitochondrial gene order in

A Arthropod type

FESNRA G DK MO!

various species: putative

e SII G IMIT[TEI |

=T Blle= o= le= ]

ancestral arthropod type (A) and
the isopods Armadillidium
vulgare (B), Ligia oceanica (C),
and Idotea baltica (D). Lines
and arrows indicate the major
gene order rearrangements
between the different species.
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oceanica. However, A. vulgare apparently differs from the
two other isopods in the position of tRNAY*, which is
located between Nad! and Nad3 in A. vulgare, whereas
tRNA* is present at the corresponding site in I. baltica
and L. oceanica. The position of tRNAY* appears quite
variable in isopods, as it turns out to be located on three
different positions in the three isopod mitochondrial gen-
omes from A. vulgare, 1. baltica, and L. oceanica.
Therefore, it may represent a character of interest for
resolving phylogenetic questions related to isopod
crustaceans.

Concluding Remarks

Mitochondrial genome sequence information for the three
isopod species A. vulgare (this study), L. oceanica (Kilpert
and Podsiadlowski 2006), and I. baltica (Podsiadlowski
and Bartolomaeus 2006) indicates that they all share
globally similar gene orders. This suggests a relatively
well-conserved gene order in isopod mtDNA, distinct from
the mitochondrial gene order reported in Decapoda and
other Malacostraca. However, isopod mitochondrial gen-
omes differ in their organization, since A. vulgare
possesses an unusual mitochondrial genome consisting of a
~14-kb linear monomer and a ~28-kb circular dimer
(Raimond et al. 1999). By contrast, L. oceanica is char-
acterized by a typical ~15.3-kb circular mitochondrial
genome (Kilpert and Podsiadlowski 2006), although both
A. vulgare and L. oceanica belong to the same suborder
Oniscidea (Table 2). On the other hand, the mitochondrial
genome of I. baltica (suborder Valvifera) is suspected to
exhibit an atypical structure that may resemble that of A.
vulgare (Podsiadlowski and Bartolomaeus 2006). These
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Table 2 Comparison of the classification, mitochondrial genome
structure and Wolbachia infection status (Bouchon et al. 1998) of
three isopod species

Isopod species Armadillidium Ligia Idotea
vulgare oceanica baltica
Suborder Oniscidea Oniscidea Valvifera
Mitochondrial Atypical Typical Probably
genome structure atypical
Wolbachia infection Yes Yes No

observations suggest that atypism of mitochondrial genome
structure is not correlated with species phylogeny. If so,
one might speculate that mitochondrial genome structure
may have evolved multiple times independently toward
atypical organizations in various isopod species. However,
further studies of the taxonomic distribution of atypical
mitochondrial structures among isopod species will be
necessary before this question can be resolved.

Given that structural atypism of the mitochondrial
genome such as observed in A. vulgare apparently so far
seems restricted to isopod species, the question arises as to
what factor(s) may cause this atypism to occur in unrelated
isopod species such as A. vulgare and I. baltica. Interest-
ingly, many isopod species are known to be infected by the
intracellular endosymbiont Wolbachia which collocate
with mitochondria in host cytoplasm (Bouchon et al. 1998;
Cordaux et al. 2001; Rigaud et al. 1997). Based on these
observations, it could be hypothesized that the presence of
Wolbachia might somehow be linked to atypical mito-
chondrial genome organization. However, according to the
three isopod species for which information is available on
both mitochondrial genome organization and Wolbachia
infection status, there apparently is no correlation between
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the two factors (Table 2). Moreover, other arthropods
infected by Wolbachia do not exhibit atypical mitochon-
drial genomes. Thus, a contribution of Wolbachia to isopod
mitochondrial atypism seems questionable. In any event,
our results highlight the relevance of conducting further
investigations of isopod mitochondrial evolution, with the
aim of uncovering the evolutionary forces that make this
crustacean group to be so prone to mitochondrial genome
structure plasticity.
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Figure IV-1: Profils de restriction de 'ADNmt de méles d’A. vulgare (population WX) sur des tissus
gonadiques (G) et des tissus somatiques (S). A droite : zoom sur le profil de restriction BamHI permettant de
voir les deux types moléculaires présents dans les tissus germinaux des males. Les traces présentes sur les
pistes contenant ’ADNmt issue des tissus gonadiques sont dues a des résidus d’ADN génomique contenus
dans le sperme. M = marqueur de taille A-Hindlll.
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2. Résultats complémentaires sur la région codantd’ d®Nmt

a) Présence des deux types moléculaires dans les difés tissus et les deux

sexes

Il existe chez les Métazoaires quelques exempéegidhomes divisés en plusieurs
parties. Ces parties correspondent a des moléedifiésentes, ne portant pas les mémes
informations génétiques. Parmi ces exemples, lesdea Mollusques bivalves (Cab al.
2004a; Bretoret al. 2007; Passamonti & Ghiselli 2009) et du MésozoBiyeiema japonica
(Watanabeet al. 1999; Awataet al. 2005) sont originaux, car ces animaux présentans d
leurs cellules germinales des molécules d’ADNmiédéntes de celles des autres tissus.

ChezA. vulgare nous savons que '’ADNmt est composé de deux tgpanolécules :
des dimeres et des monomeres. Dans l'article decadaret al (2007) présenté dans ce
chapitre, nous avons testé la présence de cesmdelécules dans les deux types de tissus,
somatiques et gonadiques. L'objectif était de i@rifjue les dimeres et les monomeres
d’ADNmt sont présents dans tous les tissus etitnemensemble.

Pour cela, des analyses par RFLP ont été men&eBARINmMt extrait de tissus
gonadiques (les ovaires chez les femelles, et tBsules chez les maéles) et de tissus
somatiques (tissus musculaires, vasculaires eteng)v Ces analyses ont été réalisées en
cumulant FADNmt de plusieurs sceurs d’une parteeptiisieurs freres d’autre part, issus de
la méme lignée iso-femelle (population provenantadsinggr au Danemark).

Les résultats obtenus a partir des femelles onpegentés précédemment (figure 3
dans Marcadét al. 2007). lls ne montraient aucune différence erdsetissus gonadiques et
les tissus somatiques. Ces analyses égalemergéeakur 'ADNmt des males ne montrent
pas non plus de différence entre les tissus (fiduré). En effet, méme si les profils de
restriction de 'ADNmt des tissus gonadiques soifficdement observables, les quatre
bandes appartenant aux deux types moléculairesbgmiprésentes dans chacune des pistes
du gel. De méme, en comparant les profils de ottn des femelles et des males, il
n'apparait aucune différence entre les deux sexes.

Ces profils similaires montrent que la transmissies deux molécules d’ADNmt se
fait conjointement, de fagcon uniparentale, et nas geparée comme chez les bivalves. Selon
toute vraisemblance, la transmission des molécdéed ADNmt atypique est maternelle,

comme chez la majorité des Métazoaires.
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Figure 1V -2 : PCR-RFLP réalisées sur I'’ARNt bivalent Alanine/Valine de différents
individus d'A. vulgare. Les chiffres correspondent aux cinq individus testés. Ces
individus sont issus des populations suivantes : 1 et 2 = Nice (France), 3 = Chizé
(Fr.), 4 = Saint Cyr (Fr.) et 5 = Porto Alegre (Brésil). M est le marqueur de taille
(Smart Ladder - Eurogentec) et ND correspond au contrdle non-digéré.

VAMAMCAMATGEATTTGCATT CAT TTAAACTC

Figure IV-3: Exemple de chromatogrammes forward (A) et reverse (B) vprésentant
le double pic correspondant a I'hétéroplasmie observée sur FARNtYV chez A.
vulgare.
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Une critique peut toutefois étre faite sur cettendgstration, en ce qui concerne
I’ADNmt observé dans les tissus gonadiques. Cesgisontiennent en effet un grand nombre
de cellules diploides qui n’interviennent pas deetent dans la fécondation, a savoir des
cellules nourricieres, présentes dans les ovaaias] que de nombreuses cellules des tissus
conjonctifs dans les organes males et femellextidetion d’ADNmt de I'ensemble de ces
organes revient donc a un mélange d’ADNmt issu elules somatiques et de cellules
germinales (ovocytes pour les femelles et sperrédes pour les males). Toutefois, le choix
de l'utilisation des tissus gonadiques s’expliquend part par la fécondation interne de ces
animaux, qui ne permet pas de récolter une sem@nise par I'animal, et d’autre part par la
tres petite taille des cellules germinales, rendifitile I'obtention d’'une quantité suffisante
d’ADNmt pour effectuer cette expérience. Néanmoihsst tres probable que dans nos
extractions d’ADNmt issu des cellules gonadiquegsait une tres forte proportion d’ADNmt
issu de cellules germinales. De plus, si 'un desxdtypes moléculaires formant 'ADNmt
atypique était absent des cellules germinales dasmsexes, cela aurait pu étre décelé par une

différence de luminosité des bandes sur les galgadose.

lAIa/VaI

b) Reépartition de I'hétéroplasmie ARN chez différentes populations

Dans larticle de Marcadéet al (2007), nous avons également mentionné la
découverte d’'une hétéroplasmie induisant un ARNalbnt alloaccepteur pour les deux
acides aminés Alanine et Valine. Cette hétéroplasobservée tout d’abord chez un individu
issu d’une population francaise de Celles-sur-Bgitgoulation ZN), a également été observée
chez des individus &. vulgare d'origines géographiques différentes. Pour cette
démonstration, deux méthodes ont été utilisée$ le(séquencagéorward et reversedu
fragment PCR obtenu a l'aide des amorces « 2138N& »« 1737ND », sur lequel
I'hétéroplasmie est illustrée par un double pic,(igt une digestion enzymatique de ces
produits de PCR par I'endonucléaddpyCH4 V. Cette enzyme coupe les séquences TGCA
lorsque c’est un ARNYE et ne coupe pas les séquences TACA lorsque cRbttR. Cette
expérience de PCR-RFLP permet donc de visualisprdsence de I'un des deux ARNt, ou
des deux (protocoles disponibles au chapitre stiid@ams Double¢t al 2008).

La figure IV-2 montre les profils de restrictiore €¢es PCR-RFLP pour les cinqg
individus issus de quatre origines geographiquéférdntes (Nice, Saint Cyr et Chizé en
France, et de Porto Alegre au Brésil). Pour chagences individus, trois bandes sont

visibles : la plus haute est la bande non digéfgeC@, soit TARNt#(VA9) et les deux
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Figure IV -4 : PCR-RFLP réalisées sur 'ARNt bivalent Alanine/Valine,
a partir de tissus somatiques (S) et de tissus gonadiques (G) de deux
individus (une femelle a gauche et un male a droite) issus d'une
population Tunisienne. M est le marqueur de taille (Smart Ladder), ND
correspond au contr6le non-digéré, et C correspond au controle ADN
issue d'un animal entier de la méme population.
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suivantes sont les bandes digérées (TGCA, soitNARY®%). Ce gel montre donc que ce
géne d’ARNt bivalent est présent chez tous cesvidigs. La figure 1V-3 présente deux
exemples de chromatogrammes obtenues lors du sggeedirectorward etreversede ses

individus.

c) Présence de TARNE®V® dans les différents tissus et les deux sexes

Apres avoir démontré que cet ARNt bivalent estspné dans I'ensemble des
populations testées A! vulgare nous avons Vérifi€, comme pour les diméres et les
monomeres, que les deux géenes d’ARNt sont tranengemble. Pour cela nous avons donc
contrdlé leur présence dans les tissus somatiqugsnadiques chez les deux sexes. Ainsi,
nous avons réalisé la méme expérience de PCR-R&&prgcédemment sur un male et une
femelle issus d’'une population de Tunis en Tunisie.

Les résultats de ces PCR-RFLP sont présentésladitgire 1V-4. Sur ce gel nous
pouvons voir la présence de trois bandes pourdag types de tissus et chez les deux sexes.
Ceci confirme la présence de ces deux genes d’ARNs$ tous ces échantillons. Il est donc
tres probable que ces deux genes se transmeti@et@nt de facon conjointe, par héritage
maternel. De plus, ces deux géenes d’ARNt semblgat @ésents en quantité relativement
semblable, si I'on considére la luminosité des leandbien que cette expérience ne soit pas

quantitative.

3. Recherche des génes d’ARNt dans le génome mitochahd

Les génomes mitochondriaux des Métazoaires comptdmairement 22 ARNt, soit
un ARNt pour chacun des 20 acides aminés, a I'diaemgle la Leucine et de la Sérine
généralement représentés par deux ARNt: ARNEMY  ARNt-eU-2UAG) ARNESHUCY) gt
ARNt>*"2USA) Cette réduction du nombre d’ARNt & 22 dans lesgées mitochondriaux par
rapport aux génomes nucléaires est due a deuxufactee premier est la redondance (ou
dégénérescence) du code génétique qui associeyksisiodons a un méme acide aminé : ces
codons sont dits synonymes. Le deuxieme facteur la@ssouplesse des associations
anticodon/codon dans les mitochondries animalepeunet a un seul ARNt de reconnaitre
'ensemble des codons synonymes (Baredllal. 1980; Bonitzet al. 1980). Ainsi, par
exemple, I'anticodon UGC de I'ARNE peut reconnaitre les codons GCU, GCG, GCC et
GCA (voir le code génétique mitochondrial des Asfiudes, annexe 7). Ce systéeme de

reconnaissance permet a la premiéere Balde» de I'anticodon de se coupler avec la troisieme
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Figure IV-5 : Structures secondaires de I'ARNt™"™ (a gauche) et de ' ARNtYV (a droite) obtenues avec le
logiciel tRNAscan-SE (Lowe & Eddy 1997).
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base des codons des ARN messagers, quel que suitlkotide (U, G, C ou A). Ce type
d’appariement est qualifié de « bancal » (« wolpilie »).

Lors du séquencage du génome mitochondrial @ilgarenous nous attendions donc
a trouver ces 22 genes d’ARNt. Or, dans l'articéeMircadéet al (2007), seuls 9 ARNt ont
été présentés. Depuis la publication du génome aomss pu idenifier d’autres ARNt grace a
différentes techniques : I'utilisation de logiciele recherche et une inspection visuelle. Nous

allons voir ici leurs résultats.

a) Utilisation d’un logiciel de reconnaissance d’ARN& canonique » :
tRNAscan-SE

Pour identifier les séquences des genes d’ARNt dangénome, la technique la plus
simple est |'utilisation de logiciels capables @s reconnaitre automatiquement. Parmi les
différents programmes disponibles en ligne, le phasiramment utilisé est le logiciel
tRNAscan-SE (Lowe & Eddy 1997). Ce programme redés ARNt présents dans un
génome en recherchant les motifs recréant deststescsecondaires en forme de feuille de
trefle dites « canoniques », caractéristiques dé¥NtA Ce programme performant a
notamment permis de retrouver la majorité des ARMNMbchondriaux des Isopodésgia
oceanicaet Idotea baltica(Kilpert & Podsiadlowski 2006; Podsiadlowski & Balomaeus
2006).

L’analyse du génome mitochondrial compleAdvulgare (aprés I'obtention de la
région non-codante : cf. sous-chapitre suivantcdeeogiciel tRNAscan-SE n’a permis de
trouver que trois ARNt : TARNT® (également noté P) et TARMNY® (A/V) (figure IV-5). Ce
résultat parait tres surprenant, car méme si lfadesd’ ARNt mitochondriaux est relativement
courante chez les Métazoaires, ordinairement itorecerne pas la quasi totalité des ARNt
d’'un génome. En prenant 'exemple des Crustacéséié rapporté au maximum l'absence de
quatre ARNt mitochondriaux chez la Galath8kinkaia crosnieri(Yang & Yang 2008).
Toujours a titre de comparaison, dans les génomtxmondriaux des Péracaridegia
oceanicaet Metacrangonyx longipeselativement proche A. vulgare il n’a été rapporté
gu’un seul ARNt manquant (Kilpert & PodsiadlowskiOB; Bauza-Ribogt al 2009).

Ce déficit de 19 ARNt dans le génome mitochondda. vulgare semble plus
probablement du a une difficulté du logiciel tRNABeSE de détecter les séquences d’ARNL,
gu’'a une réelle absence de ces genes. Ce progranemesffet été congu pour identifier les
ARNt dit «canoniques », respectant parfaitemest d&uctures secondaires et tertiaires

attendues pour ces génes. En revanche, il estahtam'’identifier des ARNt dont les
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structures secondaires se trouvent modifiées. i@z de nombreux organismes animaux, les
ARNt mitochondriaux ont été rapportés avec descgiras étonnantes, non canoniques, avec
parfois la perte des bras « D » ou « TV » (voiufgglV-5 page 55 pour la nomenclature des
bras). Ces ARNt, observés chez une grande variéigathismes, ont été qualifies de
« bizarres » (de Bruijet al. 1980; Wolstenholmet al. 1987; Garey & Wolstenholme 1989;
Wolstenholmeet al. 1994; Helmet al.2000; Masta & Boore 2004; Klimov & Oconnor 2009).

Ainsi, avec seulement trois ARNt détectés par [gciel tRNAscan-SE, il est tres
probable que le génome mitochondrialAd’vulgare posséde de nombreux ARNt non
canoniques difficiles a détecter. Pour les retroureus avons alors envisagé une recherche
visuelle directement sur la séquence d’ADNmtA.d'vulgare Cette technique est
régulierement utilisée pour compléter I'annotatides génomes mitochondriaux. C’est
d’ailleurs par cette technique que les génomescamaiodriaux des Isopodés oceanicaet .
baltica ont été complétés (Kilpert & Podsiadlowski 200@dBiadlowski & Bartolomaeus
2006).

b) Recherche visuelle d’ARNt

Afin de rendre cette recherche visuelle moins digestise, nous avons orienté nos
recherches vers les zones intergéniques non cadadite génome. Les génomes
mitochondriaux des Isopodés oceanicaet I. baltica partageant le méme ordre des génes
gu’A. vulgare nous avons concentré nos recherches dans les poFsentant des ARNt dont
I'emplacement est conservé. Pour définir un ARNtqedte méthode, nous devions retrouver
au minimum deux structures secondaires formantboele de quatre a six paires de bases,
dont une portant un anticodon.

Grace a cette méthode, 10 ARNt potentiels ontrétésés. Parmi ceux-ci neuf ont été
identifiés aux mémes emplacements que dans lessagnomes mitochondriaux d’lsopodes,
ce qui suggére que ces ARNt sont plus ou moinseteés, et donc fonctionnels. Ces neuf
ARNt sont :

- ARNt™™(F) et ARNE{"™ (H) entre les géneédad4etNad5;

- ARNt>*"%(S,) entre la sous-unité ribosomdléSARNet le généNad6:

- ARNt®"™ (Q) et ARNY®* (M,) entre la sous-unité ribosomaléSARNTret
le geneNad2;

- ARNtE® (C) et ARNTY" (Y) entre les géneSox1etNad2;

- ARNt™"?(L,) entre les géneBoxletCox2;

- ARNt™"(N) entre le géndladlet la sous unité ribosomal@SARNT.
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Sequence c[477,543] Sequence [1542,1603] Sequence c[3028,3090]
t t t
a-t t-a a-t
g+t a-t g-c
a-t a-t g-c
a a g-c t-a
a-t t-a
t-a e
t-a 2
a-t a a
t-a t
t.t a t-a a
t ttcaa
t tacaa a cgtt
acgag a frriloa tttt a 1 e a 11t
a ttee aggtt t t ttta atgtt t g gcaa
t 1y a t
t et a t t a t
actaaaaaagt : g aaat @ - :
g a-t taaaa a c € <
g tt-at -9
a-t e t-a
a-t 2 € t-a
t-a a- a-t
g-c g-c a-t
t-a tc a-t
t a t a c a
t a a a t a
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mtRNA-Ser (tga) mtRNA-Leu (taa) D-loop mtRNA-Cys (gca)
77 bases, %GC = 19.5 75 bases, %GC = 13.3 55 bases, %GC = 27.3
Sequence [5241,5317] Sequence c[5262,5336] Sequence c[7464,7518]
Overlap with 7: mtRNA-Tyr (gta)
c[7495,7564]
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mtRNA-Tyr (gta) mtRNA- (Lys |Asn) (ttt) TV-loop mtRNA- (Stop|Trp) (tca)
70 bases, %GC = 31.4 60 bases, %GC = 38.3 59 bases, %GC = 28.8
Sequence c[7495,7564] Sequence [8981,9040] Sequence [13735,13793]

Overlap with 6: D-loop mtRNA-
-Cys (gca) c[7464,7518]

Figure IV -6 : Structures secondaires des ARNt du génome mitochondrial d'A. vuI&;are obtenues avec le
programme ARWEN (Laslett & Canbéck 2008) : de gauche a droite, ARNt™™", ARNt"®"3 ARNt™ ARNt®"?,
ARNt™" ARNt®, ARNt™, ARNt™® et ARNt'™. Les anticodons TAT et TTT correspondent bien a la
Méthionine et la Lysine respectivement, en se référant au code génétique mitochondrial des Arthropodes
(annexe 7).
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Enfin, le dixiéme ARNt identifié est 'ARNE"? (M,), observé entre les géneadlet la sous
unité ribosomalel6SARNr.Son emplacement ne correspond pas a ceux des“ARMNs
autres génomes mitochondriaux d’lsopodes.

Suite a cette recherche visuelle, nous avions ifterit3 genes d’ARNt au total (en
comptant les trois identifiés par tRNAscan-SE). @embre encore insuffisant peut
s’expliquer par notre méthode visuelle qui ne segpas assez efficace pour retrouver la
majorité des ARNt manquants et principalement cgort I'emplacement a dd changer, si
I'on compare le génome mitochondrialAd'vulgareavec celui des Isopodés oceanicaet |.
baltica.

Heureusement, peu de temps aprés que nous ayohé lakéquence du génome
mitochondrial dA. vulgare,un nouveau logiciel de recherche d’ARNt a été emdigne. Ce
programme, nommé ARWEN, est similaire au logicRNAscan-SE, mais il est moins
exigeant sur la structure secondaire et sembletédamx ARNt « bizarres » (Laslett &
Canbéack 2008). En effet, ce programme spécialenaneloppé pour les ARNt
mitochondriaux des Métazoaires, propose un granthbn® de séquences pouvant
théoriquement former des ARNt, méme si leurs ginest secondaires sont peu
conventionnelles. Dans notre analyse, nous avons akilisé ce logiciel pour compléter notre
recherche d’ARNIL.

c) Utilisation d’'un logiciel de reconnaissance d’ARNtmitochondriaux non-

canoniques : ARWEN

Selon les auteurs de ce programme, en tenant eodgs particularités des ARNt
mitochondriaux des animaux, ce logiciel peut idertprés de 100% des genes d’ARNt d'un
génome mitochondrial. Cependant, ce logiciel prepégalement de nombreux « faux
positifs ». Laslett & Canbéack (2008) estiment tdniteque ces faux positifs sont facilement
identifiables si I'on se référe a la compositiorclkéotidique des ARNt proposés et que I'on
vérifie leur emplacement dans le génome.

Dans le cas &. vulgare l'utilisation de ce logiciel avait un double ing¢: celui de
continuer notre recherche d’ARNt, mais également wdgifier les ARNt identifiés
visuellement. Finalement, ce logiciel ARWEN a idééétl1 séquences susceptibles de former
des ARNIt (voir figure IV-6). Parmi ces 11 sequensesrouvent :

- les deux ARNLt identifies précédemment par le pnogna tRNAscan-SE, les

ARNt"® et ARNE'V@ Toutefois ARWEN propose une structure différepoerr
I'’ARNtP™ avec le bras « TV » en moins (structures préssreé annexe 8) ;
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%
Atp6 Cox3 Nad1 128ARNr

Nad4l
Atp8
Nad3
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Figure IV -7 : Cartographie de I'unité monomérique qui compose 'ADNmt d’A. vulgare. Les geénes grisés sont
encodés sur le brin négatif de TADNmt. L'ensemble des ARNt potentiels est reporté sur ce schéma. Les ARNt
sont désignés, en bas de ce schéma, par des lettres correspondant aux conventions (cf. ci-dessous). L'ARNt™
(T), localisé au centre du géne Cytb, est représenté en pointillé. RNC correspond a la principale région non
codante.

Liste des acides aminés :

A = Alanine

C = Cystéine

F = Phénylalanine
H = Histidine

K = Lysine

L = Leucine

M = Méthionine
N = Asparagine
P = Proline

Q = Glutamine

S = Sérine

T = Thréonine

V = Valine

W= Tryptophane
Y = Tyrosine
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- quatre des ARNt que nous avions identifiés pardospn visuelle : les ARNE,
ARNt>*"2 ARNt™® et ARNtY" (en revanche, il n'a pas confirmé les ARNet
ARNt™": leur ségquence sont présentées en annexe 9) :

- cing nouveaux ARNLt qui n'avaient pas été decouvaatsinspection visuelle : les
ARNt™ (T), ARNEY®" (M3), ARNt-*" (L,), ARNE® (K) et ARNE™ (W).

En cumulant les résultats de toutes ces analySegeries d’ARNt ont été identifies
(figure IV-7). Cependant l'analyse de ces résultaidique que ces 18 séquences ne
correspondent pas toutes a d’authentiques ARNtt T@albord, nous pouvons voir que trois
génes d’ARNY® ont été identifiés. Ordinairement, les génomesochibndriaux des
Métazoaires n’en comprennent qu’un seul. Sur @as genes, deux ont été identifiés a vue.
Le premier, que nous avons noté, ide trouve au méme emplacement que le géne dARNt
des Isopodek. oceanicaet . baltica. Le second () a été identifié au début du géne de la
grande sous-unité ribosomdéSARNTret posséde une séquence trés riche en AT. llasa p
éte identifié par le logiciel ARWEN et il sembleopable que cette séquence ne soit pas un
ARNt mais plutdt une partie du geh6SARNIformant également des structures secondaires.
Enfin, le troisieme (M) a été identifié par le logiciel ARWEN, mais ne @nét® pas de boucle
« D ». Sur ces trois ARNE', nous pouvons écarter le numérg, Mhais il est difficile de
savoir lequel de Mou de M est le bon ARN{®. Il est également probable que ces deux
séquences soient celles de réels ARNL.

Ensuite, nous avons le cas du géne de I'ARNui a été identifié au centre du géne
Cyth Dans cette condition, nous pouvons douter de$sipilité que cet ARNt soit transcrit.
De plus, cet ARNt présente un bras accepteur @wasaut de '’ARNt) avec de nombreuses
paires de bases non complémentaires (de type THGeAT-T). Sans bases complémentaires,
la structure secondaire de '’'ARNt n’est pas borhest alors fortement probable que ce ne
soit pas un réel ARNt.

Enfin, nous avons les cas des génes ARNt ARNECYS pour lesquels le logiciel
ARWEN prédit une structure secondaire avec un lem@snoins, et nous pouvons nous
interroger sur leur réelle fonctionnalité.

La présence de faux positif dans cette analyse Iseddnc probable. Cependant,
I'affirmation que tel ou tel ARNt est faux, sur Issuls criteres cités précédemment, est trop
subjective. Dans la littérature, il existe de noeubrexemples d’ARNt ne présentant pas une
forme classique. Par exemple, chez les Isopadexeanicaet I. baltica, certains de leurs

ARNt ont été prédits avec un bras en moins (KilgeRodsiadlowski 2006; Podsiadlowski &
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Tableau IV-1: Bilan des RT-PCR réalisées sur les ARNt identifiés dans le génome
mitochondrial d’A. vulgare. RT+ signifie un résultat positif, RT- un résultat négatif. Seul

I'ARNt®"? n'a pas été testé. Les ARNt sont classés selon la méthode qui nous a permis de
les identifier.

RT+ RT- Non testés

tRNAscan-SE Ala/Valav), Pro(p)

His (H), Met-1 (M), Cys(c), Phe(r)

Inspection visuelld  GIn (Q), Ser-2(sy), Leu-2(Ly, ASn(N) Met-2 (My)
Tyr (v)
) Leu-1(Ly), Thr(m),
ARWEN Lys(K), Met-3(M,) Trp (W)
Non trouvés AspD), Glu (E), Gly (G), lle (1), Arg (R), Ser-1(sy)
Y P T F
A A A A
I'd i Y 'd A4 N
WX AL, WX AL WX AL 1 WX AL

RT- RT+ RT- RT-P; RT- RT+ RT- RT+ M RT- RT+ RT- RT4 RT- RT+ RT- RT+

Figure IV-8 : RT-PCR sur les ARNt™" (Y), ARNt™ (P), ARNt™ (T) et ARNt™™ (F) chez
deux populations d’A. vulgare (du Danemark - WX - et d’Espagne - AL -). M correspond
au marqueur de taille (Smart Ladder — Eurogentec).
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Bartolomaeus 2006). Plusieurs études ont par eslleiémontré que ces ARNt tronqués
peuvent étre fonctionnels (Okimoto & Wolstenholn89Q; Sakuraiet al. 2006; Ohtsuki &
Watanabe 2007; Klimov & Oconnor 2009). De mémezdes invertébres, il a été démontre
que les ARNt ne possédant pas de bras accepterecimonent appareillé peuvent étre
« réparés » par des phénoménes d’édition (Yokohdpidadbo 1995b; Lavroet al. 2000).
Tout ceci montre qu'il est difficile de savoir arplades prédictions des logiciels si les ARNt
identifiés sont réellement fonctionnels.

Au vu de ces résultats difficiles a analyser, il@fle d’'accompagner notre recherche
in silico d’'une étude de fonctionnalité des ARNt. Ce travaitement réalisé dans les études
de génomes mitochondriaux des Métazoaires, espadsable pour compléter les prédictions
faites par les logiciels ou par recherche visudlans la littérature, aucun travail de ce type

ne semble avoir été fait chez les Crustacés.

d) Fonctionnalité des ARNt du génome mitochondrial dA. vulgare

Pour vérifier I'expression des ARNt identifiés, soavons réalisé des RT-PCR sur
chacun de ces genes grace a des couples damassadbs pour chaque ARNt a partir des
séquences prédites (annexe 5). Ce travail a ét&@mpdace en collaboration avec Laurence
Maréchal-Drouard de l'Institut de Biologie Molécutades Plantes (IBMP) de Strasbourg et
continué par la suite au Laboratoire d’Ecologie IBtion Symbiose de I'Université de
Poitiers. Ces expériences ont été réalisées sumdesdus issus de plusieurs populations
(Nice en France [BF], Ribadeo en Espagne [AL] dsidgar au Danemark [WX)]).

Les résultats de ces expériences d’expression meésentés dans le tableau IV-1.
Dans ce tableau, nous pouvons voir que les troitA&entifies par le logiciel tRNAscan-SE
(ARNt™™ et ARNE'@VaY ont été obtenus par RT-PCR (les résultats obtpaus ’ARNt"¥V
seront vus plus en détail dans le chapitre suiv&uai)r les ARNt identifiés visuellement, nous
avons confirmé I'expression des ARNt ARNtY®": ARNE", ARNt®? et ARN{Y". En
revanche, nous n‘avons pas réussi a amplifierrtestrits des ARNYS, ARNt™™ ARNt-®2
et ARNt™". Enfin, pour les ARNt identifiés avec le logic®RWEN, nous avons confirmé
I'expression des ARNY® et ARNE®"3 mais nous n’avons pas réussi a amplifier lesstrdts
des ARNE. ARNt™ et ARNE™ (exemples présentés dans la figure IV-8).

Grace a ces RT-PCR nous avons donc vérifié 'egsprasde dix ARNt. Parmi ceux-
ci, nous avons confirmé l'expression de deux AWNtM,; et Ms) — nous avons
volontairement exclu I'ARN{®"? de ces expériences, puisqu'il est peu probabli spit un
réel ARNt. Méme si cela semble étonnant qu'il ydeux génes d’ARNFE' dans le méme
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génome, c’est une situation qui a déja été déditez les Crustacés, I'espeEaphausia
superbaprésente deux genes d’ARNt différents pour le mé&tide aminé : I'’Asparagine
(Shenet al. 2010). Cela arrive généralement grace a une simptation sur I'anticodon, ce
qui est couramment appelé un recrutement d’ARNvViha & Lang 2005). Dans le casAl’
vulgare il est possible que le géne de 'ARK soit issu d’un autre géne d’ARNt présent a
cet endroit avant la mutation de son anticodonl’ddi compare son emplacement ch&z
vulgare et chezL. oceanica cet ARNY® est & la méme place que 'ARNL Il est donc
possible que 'ARN{®"® d’A. vulgareprovienne de I'ARNY" présent initialement chez les
premiers Oniscidea. Pour cela, une mutation delxidme base de I'anticodon de G vers A
permettrait de passer d’'un anticodon Thréonine anticodon Méthionine. Cependant, si I'on
compare les séquences de ces deux genes d’ARNt &ntrulgareet L. oceanica ils ne

semblent rien avoir en commun.

e) Bilan de la présence d’ARNt mitochondriaux che?. vulgare

Apres ces recherches de séquences et ces véoifisaliexpression, nous pouvons
dresser un premier bilan de la composition en gdi®RNt du génome mitochondrial A’
vulgare Tout d’abord, six génes d’ARNt n‘ont pas été iif@ds dans ce génome : les
ARNE*P (D), ARNtY® (R), ARNE" (E), ARNEY (G), ARNL® (1) et ARNES(S,). Ensuite,
sept ARNt, dont nous avons identifié la séquencaiéliement ou par le logiciel ARWEN),
n'ont pas été confirmés par les expériences d'agiva. Au total cela fait 13 génes d’ARNt
potentiellement absents du génome mitochondrial gdulgare Bien évidemment, tous ne
sont peut-étre pas absents. Il est possible queR&& non identifiés présentent des structures
secondaires si peu communes que nous n‘avons pasl dissez sensible pour les détecter.
De méme, il est possible que les résultats négddifRT-PCR soient tout simplement dus a
des difficultés rencontrées lors des amplificationestamment a cause de la mauvaise
spécificité de certaines amorces riches en AT (liséquence des amorces en annexe 5).
Cela pourrait expliquer pourquoi nous n‘avons gassi a amplifier les transcrits de certains
ARNt qui se localisent pourtant aux mémes endmbétss le génome des trois Isopodes
vulgare L. oceanicaet . baltica: c'est le cas des ARRE ARN{YS ARNt-®"? ARN™" et
ARNLt™™.

Néanmoins, il semble évident qu’il manque des gedidikNt dans le génome
mitochondrial dA. vulgare L’absence d’ARNt est relativement fréquente di@ssgénomes
mitochondriaux des Métazoaires (Boore 1999; Gassil. 2008). Chez les Crustacés, cela a
été rapporté chez plusieurs especes dont I'Oniatideceanica Chez cette espece, il a été
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rapporté I'absence de 'ARNF (Kilpert & Podsiadlowski 2006), également abseandlle
génome mitochondrial &. vulgare Ces genes, méme s'ils sont absents des génomssnh
pas moins essentiels a la traduction mitochondrlEeassurent les liens entre les codons et
les acides aminés qui permettent la production mesines : il est donc important que
chaque acide aminé soit représenté au moins p&RNt dans les mitochondries. En cas
d’absence de certains ARNt dans un génome mitocladnddeux hypothéses sont
généralement évoquées pour I'expliquer : I'éditmpwst-transcriptionnelle d’ARNt ou leur
import depuis le génome nucléaire vers les mitodhes. L’édition post-transcriptionnelle
est assez rare et trés peu décrite dans les mitddbe de Métazoaires. Le seul exemple
connu & ce jour est le cas de 'ARNtde certains marsupiaux dont la moitié des tratsscri
subit une substitution d'un C en U sur la deuxidnase de I'anticodon pour devenir un
ARNt*P (Janke & P&abo 1993; Borner al. 1996; Janket al. 1997). En revanche, I'import
d’ARNt nucléaire semble étre un phénomene plusamiufSchneider & Maréchal-Drouard
2000). Cependant, ce phénomene est encore peti c#eziles Métazoaires. Il n'a été décrit
également que chez des marsupiaux (Doeteal. 2001). Toutefois, ce mécanisme semble
étre le plus probable pour expliquer 'absence dAWRhez de nombreuses especes animales
(A. Schneider, comm. pers.). C’est notamment cermuévoqué Kilpert & Podsiadlowski
(2006) pour expliquer I'absence du géne de I'ARNtans le génome mitochondrial de
I’Oniscideal. oceanica

Une troisieme alternative pour compléter le setRNA dans le génome mitochondrial
atypique dA. vulgareserait la présence d’autres ARNt bivalents commARNt*¥V2 C'est
un moyen efficace de réduire la taille du génomtchondrial en combinant deux génes
d’ARNt sur le méme locus. Cependant, au cours de@cherches sur les ARNtAd'vulgare
nous n’avons pas rencontré d’autres ARNt bivaldrgsclonage et le séquencage des produits
de RT-PCR ne nous ont pas donné de tels résultaeste néanmoins des ARNt que nous
n'avons pas réussi a amplifier et qui semblent famtirétre présents dans le génome. Cette
hypothése d’ARNt bivalents supplémentaires n’esicquas a écarter totalement.

B. La région de contrdle de 'ADNmt dA. vulgare

1. Séquencage de la région de contrle

Lors de la publication de la séquence codante dorgé mitochondrial &. vulgare

la région de contrdle n'avait pas été obtenue (@@t al 2007). Plusieurs expériences
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avaient été menées pour cela (clonage des extgédeg monomeres linéaires et séquencage
par PCR des jonctions palindromiques des diméreas ralles n'avaient pas donné de
résultats.

Depuis la publication du génome, d’autres expédsrant été tentées. En reprenant le
concept d’'une amplification par PCR des jonctioangdromique des dimeéres, en utilisant
une amorce unique supposée s’hybrider de chague ootis avons dessiné une amorce
longue de 28 bases, riche en GC et présentantampétature de fusion de 72°C. Cette
amorce (FTM2R: CCTACGCACTGCTCACGCAAATGGTGCC), dese a des
amplifications a haute température d’hybridatioaus a permis d’élever cette température
lors des PCR a 72°C: c'est-a-dire a la méme teatypér que I'étape d’élongation. Le but
était d’éviter le repliement des jonctions diméggusur elles-mémes aprés chaque étape de
dénaturation. Malheureusement cette technique a&® gonné de résultat. Les jonctions
palindromiques des dimeres sont des zones trésatkdi a manipuler et chaque étape de
dénaturation de 'ADN semble étre irrémédiablemsuivie d’'un repliement de I’ADN sur
lui-méme.

Dans un second temps, nous avons envisage de [tasipfification entre les génes
12SARNTret Cytb chez plusieurs échantillons. Ces geéenes, situégsungmités des molécules
linéaires du génome A vulgare ne sont pas supposés étre I'un a coté de |'élidguae 1V-7
page 60). A notre grande surprise, nous avonsirauasiplifier certains de nos échantillons
issus de plusieurs populations (de Celles-sur-B=ll&rance [ZN], de Tunis en Tunisie [ZP]
et de S&o Paulo au Brésil [ZG] ; programme d’angaiffon et amorces en annexe 4). Nous
avons ainsi obtenu une séquence non codante depl58mprise entre les génes de
I'’ARNt ' (identifié par ARWEN) et d€yth. Ceci nous a permis de compléter la séquence du
génome mitochondrial &. vulgare Dans sa totalité, I'unité monomeérique fondamentie
ce génome mesure 13,949 kb. Ainsi, sans prendcerapte la formation des dimeres, cela en
fait le plus petit génome mitochondrial actuelletnséquencé chez les Crustacés et parmi les
plus petits chez les Arthropodes.

Une telle amplification de la région de contréldreres gene€ytb et 12SARNmMe
correspond pas aux observations de la structuggiqaiy de 'TADNmt obtenues en RFLP
(Raimondet al. 1999; Marcadéet al. 2007). Une liaison entre ces deux génes nécessite
effet la présence de molécules aux jonctions «géérie », tels que des monomeres
circulaires ou des dimeres composés de monomeéeexi@s en tandem (de type « téte-
queue »). Or, aucune de ces molécules n'‘a aupdra&tanobservée dans 'ADNmt Al

vulgare Néanmoins, nous savons que les monoméres chesllaont les molécules qui
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constituent généralement ’TADNmt des Métazoaires.r&vanche, les diméres en tandem
n'ont été rapportés que de facon exceptionnellez cles rats et des drosophiles
(Wolstenholmeet al. 1973; Shah & Langley 1977), ainsi que dans le d@ascellules
leucémiques chez 'homme (Clayton & Vinograd 19@Bkemble donc plus probable que
nous ayons détecté la présence de molécules moigoegcirculaires dans '’ADNmt A.
vulgare

Cette observation remet en cause notre idée deulctige de TADNmt atypique &.
vulgare Existe-t-il une autre forme de molécule dans €eogne mitochondrial ? C’est une
possibilité. Nous avons constaté que la structtypique de '’ADNmt (avec les dimeéres
circulaires et les monomeres linéaires) a été wéarpartir d’extraction d ADNmt seul (via le
protocole de lyse alcaline). En revanche, la jamcti2SARN+Cytb que nous décrivons ici, a
été obtenue lors d’'une amplification issue d'uné&aetion d’ADN total. Deux hypotheses
sont alors a prendre en compte : (i) soit cettgcgire est présente naturellement mais en si
faible quantité qu’elle n’est observable que Idtsd amplification par PCR — et indétectable
en RFLP — (ii) soit les molécules linéaires justpra observées sont plus simplement le
produit de molécules circulaires ayant subi unepooa lors du traitement drastique de
I'extraction d’ADNmt par lyse alcaline. L’hypothes#une petite quantité de molécules
présentant une jonctioctl2SARN+Cytb nous semble la plus probable. Elle pourrait exgiq
par ailleurs les difficultés d’amplification de teetzone pour certains échantillons. De plus,
cette hypothése a déja été proposée chez la pMatehantia polymorphaou la forme
monomeérique circulaire ne compose que 5% de I'ADNmtreste étant représenté par des
formes linéaires et des multiméres (Oldenburg &ddem1998).

Quoi qu’il en soit, cette séquence obtenue enggéned2SARNret Cytb comprend
la région de controle de 'ADNmt A. vulgare Cette principale région non-codante du
génome est susceptible de présenter des élemeptepra la réplication et a la transcription
du génome, telle que lorigine de réplication, airtgie des petits motifs répétés,
potentiellement impliqués dans des facteurs delaign (Kuhnet al. 2008). De plus, nous
savons que c’est également dans cette région debgue se génerent les formes linéaires
et dimérigues du génome mitochondrial atypique.Dam but, nous avons analysé cette
région de contrdle de 'ADNmt @&. vulgare et recherché les éléments qui lui sont

caractéristiques.
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2. Recherche des petits motifs répétés

La région de contréle de 'ADNmt est composée gdar nombreux éléments de
régulation nécessaires a la maintenance du génohez les Arthropodes, cing motifs sont
généralement observés dans cette région (ZhangwitHEO97; Kuhnet al.2008) :

- des petits motifs : (i) une zone poly-T, (ii) dégions riches en « TA(n) », (iii) des
régions riches en « GA(n) » ;

- et (iv) une origine de réplication, accompagnée(padeux motifs flanquants de
type « TAT » et « GA(N)T ».

Récemment, Kuhret al (2008) ont réalisé la premiére étude comparadivecette
région chez des Crustacés. lls ont montré que iogsneotifs ne sont pas toujours observés
chez ces animaux. C’est notamment le cas de I'@i@at. oceanicapour lequel Kilpert &
Podsiadlowski (2006) n’ont décrit aucun de cestpatiotifs répétés (zone poly-T ou régions
en « TA(n) » ou « GA(n) »). En revanche, ils ons@ftvé la présence de longues séquences
répétées, contribuant a 'augmentation de la tdi#iéa région de contréle de cette espéce (737
pb).

Pour connaitre les caractéristiques de la régiocodé&dle de 'ADNmt atypique &.
vulgare nous avons donc recherché ces motifs. Avant oelas avons délimité cette région
de contréle. Nous la situons entre le g&ytb d’un coté, et 'ARNI™ identifié par ARWEN
de l'autre. Sur cette séquence nous avons toubdialecherché visuellement les petits motifs
répétés. Nous y avons identifié une zone poly-Emiixlle (constituée de seulement 6 bases),
trois régions riches en « TA(n) », dont deux apgrent & 'ARNI™ et une région « GA(n) »
(figure 1IV-9). Ces motifs « TA(A)n » et « GA(A)n setrouvés dans de nombreux génomes
mitochondriaux d’autres Crustacés, n'ont pas umetfon bien connue. Elles sont toutefois
soupcgonnées d’intervenir dans le mécanisme decedjgin (Zhanget al. 1995). En revanche,
la zone poly-T qui est connue pour intervenir dangeplication, n’est pas souvent observée
chez les Crustacés (Kuleh al.2008). Celle que nous avons identifiee cherulgaresemble
trop courte, en comparaison a celles des Inse@néraglement composées de plus de 10
bases. Selon Saitt al (Saitoet al. 2005), dans ce genre de cas, il est alors posgildda

réplication ne soit initiee que par la boucle aeigiine de réplication.
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Figure IV-10: En A, simulation de la structure secondaire de la région de contréle du génome d'A. vulgare
obtenue grace au serveur RNAfold (Hofacker 2003). Les probabilités d’appareillement des bases sont notées par
un code couleur associé a des valeurs de 0 a 1. Le rectangle mauve révéele la petite structure en épingle a
cheveux également présentée en B. Cette derniére présente des séquences flanquantes « TATT » et « GAAT »,
caractéristique de l'origine de réplication, soulignées par des traits noirs. Le rectangle vert révéle la grande
structure secondaire également présentée en C.
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3. Recherche de I'origine de réplication

Outre ces petits motifs répétés, la région de dtmtte 'TADNmt comprend également
I'origine de réplication. Cette origine se caras@rpar une séquence répétée inversée qui
forme une structure secondaire en épingle a cheusieest généralement accompagnée de
deux seéquences flanquantes de type « TATA » ou KITA d’'un coté, et « GA(N)T » de
l'autre coté (Kilpert & Podsiadlowski 2006). Ces tifeosont régulierement observés chez les
Arthropodes, méme si la encore, on ignore leudetonctions.

Afin d’'identifier I'origine de réplication de 'ADmt d’A. vulgare nous avons soumis
la séquence de la région de contréle a un progrademecherche de structures secondaires :
RNAfold (Hofacker 2003). Cette analyse est présenins la figure IV-10A. Deux grandes
structures secondaires y ont été identifiées. lemre se trouve aux abords du g&yeb.

Elle est composée majoritairement de nucléotides B€sure 17 pb et possede une forte
probabilité de formation (couleur rouge sur la figu Elle présente de plus les motifs
flanquants de type « TATT » en position 5’ et « B(A» en position 3’ (figure 1V-10B). La
seconde structure secondaire a été identifiée thudio genel2SARNY Elle est plus longue
gue la premiere (avec une branche de 33 pb), égalecomposée majoritairement de GC,
mais elle ne présente pas les séquences flanquastelsase (figure IV-10C).

Entre ces deux structures secondaires, il sembie plobable que la premiere soit
I'origine de réplication du génome. Elle présergs séquences flanquantes conservéees et
ressemble beaucoup a celles qui a été décrite Ichezeanicaen termes de taille et de
composition nucléotidique (figure 11-5 page 23ilpiért & Podsiadlowski 2006). La seconde
est beaucoup moins proche de ce qui est généraieldenit : elle semble trop longue (méme
si certains Crustacés présentent des originesptieation de cette taille ; cf. Pat al (2008))
et surtout ne présente pas les séquences flangudt®rigine de réplication.

A quoi peut servir cette seconde structure secom@®al.a présence de deux origines
de réplication différentes a été assez rarementitedédans I'’ADNmt des animaux.
Néanmoins, cela s’est déja rencontré chez les &mést(Kuhret al. 2008). Arunkumar &
Nagaraju (2006) ont par ailleurs démontré que €egiences répétées inversées sont tres
courantes dans les régions de contrble des Artdieposans pour autant connaitre leurs
fonctions. Cependant, il est probable, selon leteums, que de telles structures soient
impliquées dans la réplication, en tant que secaoriigine de réplication. En effet, la
réplication de '’ADNmt des animaux s’effectue enuxieétapes. L’ADNmt réplique tout

d’abord son premier brin — le brin lourd — sur umertaine distance, jusqu’'a

71



L’ADNmt d’ A. vulgare

P

Y4

. C D

Figure IV -11: Formation de molécules linéaires a partir de molécules
circulaires présentant une structure secondaire « cruciforme ». D'aprés
Lin et al. (1997).

72



L’ADNmt d’ A. vulgare

rencontrer la seconde origine de réplication, gqaienchera la réplication du second brin — le
brin léger — (Shadel & Clayton 1997; Taanman 199H)ez les Arthropodes, ou tout du
moins chez les Insectes, les deux origines decaipins se trouvent 'une a coté de l'autre,
séparées par seulement 3% du génome (Goddard &éhNbtdme 1980; Saitet al. 2005). II
est possible alors que cette seconde structuradaice soit la seconde origine de réplication
du génome mitochondrial A’ vulgare

4. Linéarisation et dimérisation du génome atypique

Si nous comparons les régions de contréle des @e&@. vulgare (au génome
atypique) et L. oceanica(au génome classique), nous pouvons Voir Queceanicane
posséde pas de seconde structure secondaire yfgec©t, nous savons que la linéarisation et
la dimérisation du génome atypiqueAd’vulgarese passe au niveau de cette région de
contrdle. Il pourrait donc y avoir un lien entrdteestructure secondaire et la conformation du
génome atypique.

De telles structures secondaires ont en effeté@éjaécrites pour étre a 'origine de la
dimérisation de génomes (Liet al. 1997; Lyuet al. 1999; Lin et al. 2001). Dans leurs
modéles les auteurs de ces travaux ont démontréaquésence d’éléments répétés inversés
formant une structure secondaire en épingle a cixepeuvait provoquer la linéarisation puis
la dimérisation d’'une molécule d’ADN circulaire.rRa ces modeles, Liet al (1997) ont
montré qu'a partir d’'une molécule circulaire (moré@igue), un élément répété inversé
formant une structure secondaire « cruciforme »t peunduire, lors de sa coupure, a la
création d’une molécule linéaire portant a seseéexites ces mémes séquences repétées
inversées (figure IV-11). Ces extrémités formemntraldes structures fermées appelées
télomeres. Celles-ci sont régulierement rencontaéesextrémités des molécules d’ADNmt
linéaires. Cela a été décrit dans 'ADNmt d'unengia variété d’espéces : les Cnidaires
Medusozoa (Shaet al. 2006; Kayal & Lavrov 2008; Voiget al. 2008), des algues vertes
(Vahrenholzet al. 1993; Fan & Lee 2002; Forget al. 2002), des levures (Dinouét al.
1993; Fukuhareet al. 1993; Noseket al. 1995), une amibe (Burgest al. 2003a) et un
champignon unicellulaire (Sesterhestral.2010). Nosek & Tomaska (2003) estiment que ces
éléments répétés inverses auraient une originenexeeix génomes, comme des transposons
ou des plasmides, ce qui aurait permis, de facdeép@ndante entre tous ces taxons, la
linéarisation des molécules d’ADNmt.

Actuellement, nous ne pouvons pas affirmer queecgtande structure secondaire

observée dans la région de controle de 'TADNmt igiyp d’A. vulgarepuisse intervenir dans
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la linéarisation et la dimérisation du génome. Rmunfirmer cela, les séquences des jonctions
dimériques et des extrémités des molécules lireamt indispensables. Ces séquences
pourraient nous confirmer la présence ou non detsires télomériques fermées au niveau
des extrémités des molécules linéaires de I'ADNnypigue. De telles structures

télomériques expliqueraient alors les difficultége qous avons rencontrées pour cloner les

extrémités des monomeres linéaires oheaulgare(Marcadéet al.2007).

5. Orientation de I'origine de réplication

Nous venons de voir que la région de controle ABRNmt est la région du génome ou
sont initiées la réplication et la transcriptiorous allons voir a présent que I'emplacement de
cette région influence également la compositionéuilique des génomes mitochondriaux.
Chez les Métazoaires, 'TADNmt présente ordinaireimgre asymétrie entre les deux brins de
la molécule. Cette différence de composition nualigue entre les brins est appelée biais de
composition en base « brin-spécifique ». Elle adit par la présence d’'un brin lourd (ou
positif) riche en nucléotides A et C, et d’'un biéger (ou négatif) riche en G et T (Perna &
Kocher 1995; Sacconet al. 1999). En I'absence d’un tel biais, la compositutléotidique
en G par rapport aux C, ainsi qu’en A par rappoxrt & devrait étre homogene entre les deux
brins. Il existe donc des mécanismes qui agiss@ntette composition et qui induisent un
biais. Parmi ces mécanismes, deux sont réguliereaités : la réplication et la transcription
de 'ADNmt (Francino & Ochman 1997). Lors de cesixevénements, le brin Iéger est
temporairement sous la forme simple brin et devigus exposé aux mutations que le brin
lourd. Le brin lourd est Iui appareillé au brin fmé et donc sous la forme double brin.
Durant cette période sous la forme simple brintatees substitutions vont devenir plus
courantes que d’autres sur le brin |éger. C'estakedes substitutions des pyrimidines (C et T)
par des purines (G et A), générant ainsi des dmisomposition brin-spécifique (Frederieb
al. 1990).

Afin de les évaluer, il existe des indices qui adat ces biais a partir de la
composition nucléotidique des deux brins (Pernaatier 1995). Parmi ces indices, le « GC-
skew » est le plus couramment utilisé. Il se bagsdessimple calcul (G — C)/(G + C). Ainsi,
une valeur de GC-skew positive met en évidencepluseforte proportion de G, alors qu’'une
valeur négative indique une plus forte proportiencd

Nous avons analysé le génome mitochondrial stulgare d’une part en rapportant la
fréquence des nucléotides sur le brin lourd ettdéapart en calculant le GC-skew de chacun

des génes codants. Tout d’abord, I'analyse de taposition nucléotidique de son ADNmt
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Figure 1V -12: Fréquence des nucléotides du brin lourd de 'ADNmt d'A.
vulgare. Les valeurs de I'axe des ordonnées sont exprimées en pourcentage.
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Figure IV -13 : Comparaison des GC-skews calculés pour I'ensemble des genes codant des protéines du
génome mitochondrial d’Armadillidium vulgare, avec ceux des génes mitochondriaux de deux autres
Isopodes : I'Oniscidea Ligia oceanica et I'lsopode marin Idotea baltica (d’aprés Kilpert & Podsiadlowski
2006). Les genes présents sur le brin lourd sont notés par (+) et les génes présents sur le brin léger sont
notés par (-). N.B. : les valeurs brutes sont présentées en annexe 10. L'indice GC-skew présente une valeur
de 0 pour le gene Nadl chez A. vulgare et le gene Atp8 chez L. oceanica.
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montre une inversion de cette asymétrie par rappottautres Métazoaires. Cela se traduit
par une plus grande fréquence des nucléotidesTGet le brin lourd (respectivement 17% et
37,1% ; figure 1V-12). Cette inversion s’observealégnent en calculant l'indice GC-skew

pour chacun des géenes mitochondriaux codant désipes. Sur le graphique de la figure 1V-

13, nous pouvons voir que cet indice est positifrdes génes du brin lourd (qui présentent
plus de G que de C) et négatif pour les génes iduldger (qui présentent plus de C que de
G), exception faite du gémMéad1qui présente une valeur nulle.

Chez les Crustacés, plusieurs études récentes omtrandes valeurs de GC-skew
inverses de ce que nous avons trouvé ¢heaulgare(Hassaniret al. 2005; Hassanin 2006;
Ki et al. 2009a). Il semble donc que le génome mitochondfial vulgareait subit une
inversion du biais de composition nucléotidique.pgbénomene a déja été observé chez des
Métazoaires (Scourast al. 2004; Hassaniret al. 2005; Hassanin 2006; Scouras & Smith
2006; Fonsecat al. 2008; Mastaet al. 2009). Il est généralement associé a une invedgon
la région de contréle elle-méme par rapport alerdatgénome (Hassanat al. 2005). C'est
en effet ce qui s'observe dans le génome mitochalndiA. vulgare pour lequel I'orientation
de l'origine de réplication est inversée par rappax autres Crustacés non Isopodes.

Ce phénomene n’est pas limitdavulgare Comme nous pouvons le voir sur la figure
IV-13, TADNmt d’A. vulgarepartage cette inversion de biais de compositionéatidique
avec 'ADNmt des deux Isopodés oceanicaet . baltica (Kilpert & Podsiadlowski 2006).
De plus, linversion de l'origine de réplication&galement été observée dans le génome
mitochondrial deL. oceanica Il apparait donc que cette inversion de la réglencontrble
observée chea. vulgaresoit antérieure a la divergence de ces especes.
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C. Conclusions

Dans cette premiéere partie, nous avons décrit ti@rmgé mitochondrial &. vulgare
aprés l'obtention de sa séquence compléte. Nousnsaa présent que chaque unité
monomerique de ce génome mesure ainsi 13,949 kipickit de cet ADNmt le plus petit
des génomes séquences chez les Crustaces. Cgiiggiexpar la courte taille de la région de
contrble et I'absence de certains genes d’ARNteft, bien que nous ayons identifié les 13
génes codants pour des protéines, ainsi que les stris-unités ribosomales, les 22 genes
d’ARNt attendus n’ont pas tous été trouvés. Il festement probable que certains de ces
ARNt soient absents du génome. En revanche, nousadgs encore comment ceux-ci sont
compensés dans les mitochondries.

En séquencant ce génome, nous avons mis en évideecées dimeres d’ADNmt
présent chezA. vulgare ne sont pas le produit d'une simple duplication gémes qui
provoquerait la présence de pseudogenes. Au cantraus avons démontré que chaque
copie de gene présente fondamentalement la mémuerss® Ceci suggere l'action d’une
conversion génique et/ou d’'un mécanisme dynamicumettant a 'TADNmt le passage de
I'état dimérique a I'état monomeérique, homogéndisainsi les séquences. Toutefois, une
exception a été observée : une étonnante hétémuplasété découverte sur I'anticodon d’un
ARNLt, devenant alloaccepteur pour les acides anteasine et Valine.

Nous avons également vu que la linéarisation éingrisation du génome atypique se
jouent au niveau de la région de controle. L'étuldesa séquence a permis d’identifier
I'origine de réplication du génome. Nous avons deed par ailleurs que celle-ci est dans
une orientation inversée par rapport aux Crustamds IsopodesCette inversion est un
caractere q&. vulgarepartage avec les deux autres Isopddesceanicaet I. baltica, au
méme titre que I'ordre des genes qui est consariré ees especes.

Dans la région de controle du génomdé.dvulgare nous avons aussi observé la
présence d'une structure secondaire dont nous meaissons pas la fonction. Deux
hypothéses ont été avancées sur sa fonction dayghteme : soit cette structure pourrait étre
la seconde origine de réplication du génome, skdt gourrait étre impliquée dans la
linéarisation et la dimérisation du génome mitocha@i atypique. Cette derniere hypothése
peut sembler pertinente au regard de la littéraflioaitefois, la connaissance des séquences
de jonction des dimeres d’ADNmtAl’ vulgareainsi que celle des séquences des régions de
contrdle d’'autres especes a I’ADNmt atypiques éstgmsaire pour le confirmer.
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V. Découverte de 'ARNt*¥V?, un géne « deux en un »

A. A Thirty Million Year-Old Inherited Heteroplasmy —
Doublet et al. (2008) PLoS ONE e2938

Lors du séquencage du genome mitochondrial dadt@eaArmadillidium vulgare
un site polymorphique a été observeé sur la deuxiéase d’'un anticodon d’'un géne d’ARNH,
générant un ARNt bivalent alloaccepteur pour leslesc aminés Alanine et Valine. Cette
hétéroplasmie (mélange de mitotypes différentsean d’'un individu) a été observée chez
tous les individus testés, provenant de régiongrggiiquement éloignées.

Pour pouvoir se transmettre au travers des géassaticette hétéroplasmie doit
contourner le goulot d’étranglement (bottleneck sputraduit par la réduction du nombre de
copies d’ADNmt lors de l'ovogenése. Ce processus, r@duit la probabilité de co-
transmission de deux ADNmt divergents, élimine AABNmMt mutants présents en petite
quantité. Il a donc pour conséquence d’homogénésBINmt dans les ovocytes, et par la
suite dans les individus. Ce principe permet doec résoudre une hétéroplasmie en
homoplasmie en seulement quelques générations.

Dans cette étude, nous montrons que cette hétéroaest toutefois héritée de facon
stable au travers des génération#.dvulgare: elle est observée dans I'ensemble des
individus d’'une lignée maternelle (males et fensllesur trois générations. Aprés cette
découverte, nous avons recherché sa présence ‘cutzsl espéces d’Oniscidea apparentées
a A. vulgare Ainsi, nous avons découvert que de nombreuseésesm’Oniscidea partagent
cette hétéroplasmie sur le géne de I'ARN, ce qui a permis de dater cette mutation & plus
de 30 millions d’années, age des principales fasgictuelles d’Oniscidea.

Nous pensons que cette hétéroplasmie, préseredesh©niscidea, a pu se fixer grace
a la présence de diméres d’ADNmt observés chezespgces. Le maintien de cette
hétéroplasmie semble dans tous les cas justifilgp@résence indispensable de ces deux
ARNt lors de la traduction mitochondriale. Nous @&igpns alors que cette hétéroplasmie a
été maintenue grace un phénomene de sélectioncBalaiavorisant la conservation des deux
génes d’ARNt sur le méme locus mitochondrial et duisant a une hétéroplasmie

constitutive de '’ADNmt de ces animaux.
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a mitochondrial polymorphism on such a deep evolutionary timescale suggests that balancing selection may be shaping

Citation: Doublet V, Souty-Grosset C, Bouchon D, Cordaux R, Marcadé | (2008) A Thirty Million Year-Old Inherited Heteroplasmy. PLoS ONE 3(8): €2938.

Editor: Sebastian D. Fugmann, National Institute on Aging, United States of America
Received June 3, 2008; Accepted July 14, 2008; Published August 13, 2008

Copyright: © 2008 Doublet et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This research was funded by the Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS) and the French Ministére de I'Education Nationale, de
I'Enseignement Supérieur et de la Recherche. VD was supported by a Ph.D. fellowship from Région Poitou-Charentes. RC was supported by a CNRS Young
Investigator ATIP award. The funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

Introduction

Metazoan mitochondrial genomes evolve rapidly, thus creating
extensive scquence variation among individuals within species.
While mitochondrial DNA (mtDNA) mutations are widely used in
cvolutionary studics, they also play a central role in apoptosis,
disease and aging [1,2]. Due to essentially maternal inheritance
and mtDNA  bottleneck during carly oogenesis, most
individuals are homoplasmic for a single mtDNA genome (i.c.
they carry a single mtDNA genotype) [2-5]. This indicates that
newly arising mtDNA mutations segregate rapidly in the female
germline. Consistently, evidence from cattle, mice and humans
indicates that heteroplasmy (i.e. the mixture of mtDNA genotypes
within an organism) is generally resolved to homoplasmy within a
few generations [2-6]. Therefore, heteroplasmy is considered as a
transitional and short-lived state of metazoan mitochondrial
evolution. In sharp contrast, we report an unusual transpecific
heteroplasmy that has been stably inherited in oniscids (terrestrial
isopod crustaceans) for at least 30 million years.

an

Results and Discussion

We have previously identified by direct DNA sequencing a
putative G/A heteroplasmic point mutation at nucleotide position
11973 relative to the mitochondrial genome sequence of the oniscid
Amadillidium vulgare; this polymorphism occurs in a tRNA anticodon
and predicts an alanine/valine alloacceptor tRNA change [7].
Interestingly, the 11973G/A heteroplasmy was found m all six
individuals tested (five females and one male from various
geographic origins) [7]. To independently confirm these results, we

designed a PCR-RFLP assay (Iig. 1) and verified the 11973G/A
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heteroplasmy in these samples. PCR-RFLP analysis of three
additional 4. vulgare individuals (two females and one male) indicated
that they all shared the 11973G/A heteroplasmy (data not shown).

To test whether the observed polymorphism is indeed of
mitochondrial origin rather than derived from
mitochondrial pscudogene, we isolated mtDNA of four A. vulgare
female samples using an alkaline lysis protocol [3]. Specific
primers F1 (5'-ACCATCTATGAAGGTTACTGTC) and R1
(5'-ACCAACAGATTCCATACCCAAG) targeting the nuclear
actin gene were used in a PCR assay to confirm the absence of
nuclear DNA in the samples. We found the 11973G/A
heteroplasmy to be present in all four individuals, thus confirming
its mitochondrial origin (Fig. 1A).
of the 11973G/A heteroplasmy in all A. wulgare
individuals analyzed, regardless of their geographic origin and sex,
raises the question of its evolutionary origin. T'o address this issue, we
screened 20 isopod crustacean species (from 13 different families) for
the presence of the 11973G/A heteroplasmy by direct DNA
sequencing and PCR-RFLP. We detected the 11973G/A hetero-
plasmy in 16 species comprising 10 divergent families of the
crustaccan suborder Oniscidea [9] (Table 1). These results indicated
that the heteroplasmy originally identified in A. vulgare actually is a
transpccific polymorphism with a very decp evolutionary origin. The
fossil record indeed suggests that oniscids arose at least ~100 million
years ago [10] and extent oniscid families are definitely attested by at
least ~34 million years ago [11]. Thus, fossil evidence conservatively
suggests that the 11973G/A heteroplasmy may have been present in
oniscids for at least ~30 million years.

Sharing of a heteroplasmy in such a wide range of species
suggests that it may be stably inherited by oniscids. To gain insight

a nuclear

Presence
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Figure 1. Assessment of character state at nucleotide position
11973 relative to the Armadillidium vulgare mitochondrial
genome sequence. (A) Presence of the 11973G/A heteroplasmy in
mitochondrial DNA extracts of A. vulgare individuals. Direct sequencing
of a heteroplasmic female sample (left) with forward (top) and reverse
(bottom) primers. Partial trace files are shown, with the 11973G/A
heteroplasmy highlighted with black triangles. HpyCH4V digestion
profiles (right). Lanes: (1) 100 bp molecular ladder (BenchTop,
Promega), (2) undigested control amplicon, (3) and (4) digested
amplicons of two heteroplasmic female samples. (B) Presence of the
11973G homoplasmic state in Chaetophiloscia elongata individuals.
Direct sequencing of a homoplasmic individual (left) with forward (top)
and reverse (bottom) primers. Partial trace files are shown, with the
11973G homoplasmy highlighted with black triangles. HpyCH4V
digestion profiles showing complete digestion of the PCR products
(right). Lanes: (1) 200 bp molecular ladder (SmartLadder, Eurogentec),
(2) undigested control amplicon, (3) and (4) digested amplicons of two
homoplasmic samples.

doi:10.1371/journal.pone.0002938.g001

into this question, we investigated transmission of the 11973G/A
heteroplasmy across three generations of an A. vulgare maternal
lineage (Fig. 2). The heteroplasmy was found in all individuals of
the pedigree (8 females and 6 males), thus demonstrating 100%
transmission to both males and females across three generations.
Constitutive heteroplasmy has previously been reported in male
bivalves [12,13]. In these species, male and female germlines are
homoplasmic for different mtDNA genotypes, each of which is
uniparentally transmitted [12,13]. As a result, females inherit
mtDNA following usual strict maternal inheritance and males
inherit mtDNA from both parents and, therefore, are hetero-
plasmic (except in the germline). In sharp contrast with the doubly
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Figure 2. Stable inheritance of the 11973G/A heteroplasmy
across three generations (I-1ll) of an Armadillidium vulgare
maternal lineage (top). HpyCH4V digestion profiles showing that
all individuals carry the 119973G/A heteroplasmy (bottom). M: 100 bp
molecular ladder (BenchTop, Promega).
doi:10.1371/journal.pone.0002938.g002

uniparental mode of mtDNA inheritance of bivalves, both male
and female A. vulgare gonadic tissues are heteroplasmic (data not
shown). Thus, unlike the bivalve system, paternal mtDNA
transmission does not need to be invoked in A. vulgare. This view
is further supported by the fact that we found the 11973G/A
heteroplasmy in the parthenogenetic oniscid Trichoniscus pusillus
pusillus (i.e. females produce eggs that develop without male
fertilization) [14]. Therefore, classical strict maternal inheritance
of mtDNA in principle can account for the presence of the
11973G/A heteroplasmy in both A. vulgare males and females.

How, then, does the 11973G/A heteroplasmy persist in oniscids
on the long term? Because of mtDNA bottlenecks during
oogenesis, persistence of two distinct populations of mtDNA
genotypes within all individuals is very unlikely, unless the
homoplasmic state at nucleotide position 11973 is lethal in oniscid
species. Yet, mtDNA bottlenecks would predict lethal homo-
plasmic eggs to be frequently produced, which would seem to
induce unbearable reproduction costs to females. Alternatively,
stable transmission across generations can be achieved if oniscid
mitochondria are constitutively heteroplasmic.

Consistently, at least two terrestrial isopod species (4. vulgare and
Porcellionides pruinosus) possess an atypical mitochondrial genome
formed by a circular ~28-kb dimer consisting of two ~14-kb
monomers fused in opposite polarities and a linear ~14-kb
monomer [15,16] (Fig 3). The circular and linear molecules may
not be at equilibrium and the circular state might be generated
from the linear state [15]. Such trimeric structure could provide an
adequate substrate for the emergence of a constitutive intra-
mitochondrial heteroplasmy. Strikingly, the three monomer units
of the A. wulgare mitochondrial genome are identical at the
nucleotide level, except for the 11973G/A heteroplasmy [7]. It is
thought that the extreme sequence homogeneity among mono-
mers is maintained by concerted evolution or it may be linked to
the replication mechanism of this atypical mitochondrial genome
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[7]. If so, maintaining a heteroplasmic state for ~30 million years
despite evolutionary forces otherwise tending to homogenize
monomer sequences necessarily requires a selective process.

Interestingly, the 11973G/A heteroplasmy occurs in a tRNA
anticodon specifying (RNA** and (RNAY™ [7]. This 65 bp-long
tRNA exhibits a typical cloverleaf secondary structure (Fig. 4), as
predicted by the tRNAScan-SE program [17], suggestive of
biological functionality. In addition, an analysis of the A. vulgare
mitochondrial genetic code using the GenDecoder program [18]
reveals that A. wulgare possesses the standard invertebrate
mitochondrial genetic code, confirming the use of codons GCA
for alanine (used 118 times) and GTA for valine (used 51 times).
Thus, (RNA™M and (RNAY are both necessary for A. vulgare
mitochondria to perform proper mRNA translation. Because the
tRNAM and tRNAY are apparently encoded nowhere else in the
A. vulgare mitochondrial genome [7], the tRNA locus exhibiting the
11973G/A heteroplasmy 1s the sole endogenous source of both
tRNAM and t(RNAY™ for A. sulgare mitochondria. Since lack of
either tRNA could have dramatic consequences on mitochondrial
metabolism, the 11973G/A heteroplasmy may have been
maintained by a process of balancing selection for the past
~30 million years of oniscid evolution.
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Table 1. Distribution of the 11973G/A mitochondrial heteroplasmy in 20 isopod crustacean species.

SUBORDER, Family Species Origin N? 11973° Assay® PCR primers®

FLABELLIFERA

Sphaeromatidae Dynamene bidentata France 2 G F, D VF2/VR2

ONISCIDEA

Ligiidae Ligia oceanica France 3 F,R D VF1/1737ND

Philosciidae Chaetophiloscia elongata France 2 F,R D VF1/1737ND
Philoscia muscorum France 2 F,R D VF1/1737ND

Agnaridae Hemilepistus reaumuri Tunisia 3 G/A F,R D VF2/VR2

Armadillidae Armadillo officinalis Turkey 2 G/A F, R VF2/VR2
Cubaris murina Guadeloupe 2 G/A F,R D VF2/VR2

Armadillidiidae Armadillidium assimile France 3 G/A F,R D 2138ND/1737ND
Armadillidium depressum France 3 G/A F,R D 2138ND/1737ND
Armadillidium nasatum France 2 G/A F,R D VF1/1737ND
Armadillidium vulgare Brazil, France, Greece, Tunisia 26 G/A F,R D 2138ND/1737ND

Balloniscidae Balloniscus sellowii Brazil 1 G/A F,R D VF2/VR2

Cylisticidae Cylisticus convexus France 3 G/A F,R D VF2/VR2

Platyarthridae Platyarthrus hoffmannseggii France 1 G/A F, R VF2/VR2
Platyarthrus caudatus Italy 1 G/A F, R VF2/VR2

Porcellionidae Porcellio gallicus France 3 G/A F,R D VF2/VR2
Porcellio spinicornis France 2 G/A F,R D VF2/VR2

Trachelipodidae Trachelipus rathkii France 2 G/A F,R D VF1/1737ND

Trichoniscidae Trichoniscus pusillus pusillus France 1 G/A F, R VF2/VR2

Tylidae Helleria breviconis France 2 G/A R, D VF2/VR2

“Number of individuals tested.

P|ndicates whether all individuals within species were homoplasmic for guanine (G) or heteroplasmic for guanine and adenine (G/A) at mitochondrial genome position

‘;:?ai/sljsed to ascertain 11973 heteroplasmic status: direct sequencing with forward (F) or reverse (R) primer, and HpyCH4V digestion (D).

IPrimer pairs used to amplify the 11973 mitochondrial genome region by PCR: VF1 (5'-CCCGTTTGAGTGTGGGTTTGA), VF2 (5'- TGGTTTTTGATGTTGAGATT), 2138ND (5'-

TCCTAGGGATTGGCCATTTA), VR2 (5'- CGCTTACGTTACGATAAACT) and 1737ND (5'- TATTTGGGTGCGAGGAACTQ).

doi:10.1371/journal.pone.0002938.t001

Materials and Methods

Total DNA was extracted from gonads, fat body and nerve tissues
of cach individual as previously described [19]. PCR reactions were
performed using GoTaq polymerase (Promega), primer combina-
tions shown in Table 1 and the following program: 95°C: for 3 min,
35 cycles of 95°C for 30 sec, 51~54°C for 50 sec, 72°C for 1 min
30, and 72°C for 5 min. Purified PCR products were directly
sequenced with the BigDye Terminator kit (Applied Biosystems) and
analyzed on an ABI Prism 3130 Genetic Analyzer.

Endonuclease digestion of PCR products were performed with
HpyCH4V (New England BioLabs). This enzyme recognizes a
TGCA restriction motif (the site corresponding to the 11973
mitochondrial  polymorphism is underlined). Digestions were
performed with 3.5 units of enzyme (i.c. in excess to avoid partial
digestions) at 37°C for 1 h. Digested products were separated on 2%
agarosc gels in TAE buffer for 1 h 30 at 35 V. Gels were stained with
ethidium bromide and examined under UV light. HpyCH4V in silico
digestion of A. vulgare mitochondrial genome [7] predicted a single
undigested band (399 bp) in 11973A individuals and two digested
bands (250 bp and 149 bp) in 11973G individuals. 11973G/A

heteroplasmic individuals exhibited the three bands.
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Figure 3. Schematic representation of the atypical structure of
Armadillidium vulgare mitochondrial genome, highlighting the
relative position of the 11973G/A heteroplasmy. The actual
replication mechanism of this mitochondrial genome currently is
unknown.

doi:10.1371/journal.pone.0002938.g003

Acknowledgments

We thank Houda Ben Afia, Christine Braquart-Varnier, I'rédéric Grand-
jean, Maureen Labarussias, Marion Lachat, Roland Raimond and
Sébastien Verne for providing samples. We thank Daniel Guyonnet and
Frédéric Chevalier for technical assistance and Laurence Maréchal-
Drouard (IBMP Strasbourg, France) for discussions.

References

1. Boore JL (1999) Animal mitochondrial genomes. Nucleic Acids Res 27:
1767-1780.

2. Chinnery PI (2002) Modulating heteroplasmy. I'rends Genet 18: 173-176.

3. Chinnery PF, Thorburn DR, Samucls DC, White SL, Dahl HM, et al. (2000)
The mhcm(nu ¢ ol mitochondrial DNA hete mpl ASMYy: mn(]mn (1r1|l sclection or

both? Trends Genet 16: 500-505.

4. Cree LM, Samuels DC, de Sousa Lopes SC, Rajasimha HK, Wonnapinij P, et
al. (2008) A reduction of mitochondrial DNA molecules during embryogenesis
explains the rapid segregation of genotypes. Nat Genet 40: 249-254.

5. Khrapko K (2008) Two ways to make an mtDNA botteneck. Nat Genet 40:
134-135.

6. Bendall KE, Macaulay VA, Sykes BC (1997) Variable levels of a heteroplasmic
point mutation in individual hair roots. Am J Hum Genet 61: 1303-1308.

7. Marcade I, Cordaux R, Doublet V, Debenest C, Bouchon D, et al. (2007)
Structure and Evolution of the Atypical Mitochondrial Genome of Armadilli-
dium vulgare (Isopoda, Crustacea). ] Mol Evol 65: 651-659.

8. Souty-Grosset C, Raimond R, Tourte M (1992) Déterminisme épigénétique du

et (li\'e gence génétique de PADN mitochondrial chez Armadillidium

(Crustacé Oniscoide): variabilité¢ inter et intrapopulations. C: R Acad

1 19-125.

9. S(hmdllusx H (2003) World catalog of terrestrial isopods (Isopoda: Oniscidea).
Stuttgarter Beitridge zur Naturkunde A 654: 1 341.

10. Alonso J, Arillo A, Barron E, Corral JC, Grimalt JO, et al. (2000) A new fossil
resin with biological inclusions in Lower Cretaceous deposits [rom Alava
(northern Spain, Basque-Cantabrian Basin). Journal of Paleontology 74:

158-178.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

A Transpecific Heteroplasmy

coOrCCcC

>QCr>>

c
c

c
=
(%)
¢}

>
>

Figure 4. Secondary structure of the dual tRNA*?V? from the
Armadillidium vulgare mitochondrial genome. The 11973G/A
heteroplasmy is highlighted in the red rectangle, in the anticodon
shown in yellow. Orange circles denote conserved nucleotides for
mitochondrial tRNAs [20].

doi:10.1371/journal.pone.0002938.g004

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: VD RC IM. Performed the
experiments: VD IM. Analyzed the data: VD CSG DB RC IM.
Contributed reagents/materials/analysis tools: CSG DB RC. Wrote the
paper: VD RC.

11. Benton MJ (1993) The fossil record 2. London: Chapman and Hall. pp 845.

12. Breton S, Beaupre HD, Stewart D', Hoech WR, Blier PU (2007) The unusual
system of doubly uniparental inheritance of mtDNA: isn’t one cnough? Trends
Genet 23: 465 474.

13. Zouros E (2000) The exceptional mitochondrial DNA system of the mussel
family Mytilidac. Genes Genet Syst 75: 313-318.

14. Legrand [J, Juchault P (2006} The ontogeny of s
Forest J, von Vaupel Klein JC, eds (20(
Academic Publishers. pp 353-460.

15. Raimond R, Marcade I, Bouchon D, Rigaud I, Bossy JP, et al. (1999)
Organization of the large mitochondrial genome in the isopod Armadillidium
vulgare. Genetics 151: 203-210.

16. Marcade I, Souty- t C, Bouchon D, Rigaud T, Raimond R (1999)
Mitochondrial DNA variability and wolbachia infection in two sibling woodlice
species. Heredity 83: 71 78.

17. Lowe TM, Eddy SR (1997) (RNAscan-SE: a program for improved detection of
transfer RNA genes in genomic sequence. Nucleic Acids Res 25: 955 964.

x and sexual physiology. In:
he Crustacea. Leiden: Brill

18. Abascal I', Zardoya R, Posada D (2006) GenDecoder: genetic code prediction
for metazoan mitochondria. Nucleic Acids Res 34: W389 393,

19. Kocher TD, Thomas WK, Meyer A, Edwards SV, Paabo S, et al. (1989)
Dynamics of mitochondrial DNA evolution in animals: amplification and
scquencing with conserved primers. Proc Natl Acad Sei U S A 86: 6196-6200.

20. Kumazawa Y, Nishida M (1993) Sequence evolution of mitochondrial tRNA
genes and deep-branch animal phylogenetics. ] Mol Evol 37: 380-398.

August 2008 | Volume 3 | Issue 8 | e2938



L’ARNIt bivalent Alanine/Valine

B. Résultats complémentaires

La présence de cet ARNt bivalent dans les génomtschondriaux de plusieurs
espéeces d’Isopodes terrestres témoigne d'impoggmtessions de sélection pour maintenir
ces deux genes sur le méme locus mitochondrial {@bet al. 2008 ; résultats brut en
annexe 11). Ces pressions de sélection sont vrhiablament liées aux contraintes
fonctionnelles de ces deux ARNt nécessaires p@ppbrt des acides aminés Alanine et
Valine lors de la traduction. L'hétéroplasmie dADNmt des Oniscidea qui en résulte,
entraine une situation alors trées peu observéex @&kNt difféerents (Alanine et Valine)
possédant la méme séquence nucléotidique et forth@atiquement les mémes structures
secondaires et tertiaires. Le seul autre exemplewcade ce type est celui de 'ARNt des
mitochondries de marsupiaux, pour lequel 50% dasstrits subissent une édition de la
seconde base de I'anticodon créant ainsi un ARNfanke & Paabo 1993; Bérnet al.
1996; Jankeet al. 1997). Mais a la difféerence de ces ARNt de maeswpidont seuls les
transcrits divergent, les Oniscidea possedentdes ARNt au niveau méme de la séquence
d’ADN (Marcadéet al.2007; Doublekt al.2008).

Malgré la présence partagée de cet ARNt bivaleat ghusieurs espéces d’'Oniscidea,
témoignant d’'une probable fonctionnalité, nous aeoss pas si ces deux genes différents,
mais extraordinairement proches, sont tous les d&ilement utilisés par les mitochondries.
Afin de nous en assurer, plusieurs vérificationiséé faites.

1. Le code génétique mitochondrial A: vulgare

De part son origine bactérienne, TADNmt possedecade génétique différent de
celui de I'ADN nucléaire de ses cellules hotes. Lhes Métazoaires, ce code génétique a
beaucoup évolue, de telle sorte que beaucoup dedgossedent leur propre code génétique
mitochondrial (Knightet al. 2001). Chez les Arthropodes, il est courammentisdpue le
code génétigue mitochondrial est celui qui a ét&idéitialement chez la drosophile (de
Bruijn 1983; Clary & Wolstenholme 1985 ; voir aneek). Toutefois, récemment, Abaseal
al. (2006a) ont démontré que des changements de g@&ug&tique se sont régulierement
produits dans ’ADNmt de certains Insectes et Greess. Ces changements se font grace a des
mutations au niveau des anticodons d’ARNt, réassiggainsi un codon vers un nouvel acide
aminé (Senguptat al.2007).

Dans le cas de 'ARKFV? il est essentiel avant de vérifier si ces deuxNARont

fonctionnels, de savoir si le code génétique mibachial dA. vulgareest conservé. Une
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Species
Expected
Predicted:
First
Second
Third

Codon-imp:
Codon-num:
Freg-aa :
Diff-freqg:

Armadillidium vulgare

FFLLSSSSYY**CCWWLLLLPPPPHHQQORRRRIIMMTTTTNNKKSSSSVVVVAAAADDEEGGGG
FFLLSSSsYY--CaWWLLL1PPPpHHQQRRRRIIMMTTTtNNKkSSSgVVVVAAAADJEEGGGG
TTTTTTTTTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCCAAAAAANANNAANNANGGGGGGGGGGGGGGGE
TTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGG
TCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAG

+++++++3++0087+++5+2+8+1+++++4+7+++6+T7+3+++2+5+++6+++++4+3+++9++
+4+4+++++54++00+++++++8+++6+++++4+8+++++++3+++++++++++++++T7+5++++++
7666666577--7397767799898+879+9954537678768+336456646678968887399
0000000000 --01000CC0000000000000000000000CCCCCO00000000000000000

Total number of codons: 3744

Nucleotide usage:

Total A: 30% T: 41% G: 1e6e% C: 13% GC: 29%
lst pos: A: 32% T: 32% G: 22% C: 14% GC: 36%
2nd pos: A: 19% T: 47% G: 17% C: 17% GC: 34%
3rd pos: A: 39% T: 43% G: 9% C: 8% GC: 17%

Effective number of codons: Nc=39.40 (Wright 1990)

Figure V-1: Analyse du code génétique mitochondrial d’Armadillidium vulgare avec le programme
GenDecoder (Abascal et al. 2006b), a partir de la portion du génome déposée dans GenBank (Marcadé et al.
2007). La ligne Expected correspond aux acides aminés attendus pour chaque codon. La ligne Predicted
correspond aux acides aminés prédits a partir des séquences des génes mitochondriaux d’A. vulgare. Les
lignes First, Second et Third correspondent aux nucléotides composant les codons.
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modification du code qui réassignerait le codon U@CI'Alanine en Valine, ou le codon
UAC de la Valine en Alanine ne donnerait pas le m&ens a I'hétéroplasmie sur cet ARNL.
Pour réaliser cette analyse, nous avons utilipédgramme de vérification du code génétique
mitochondrial GenDecoder (Abasaal al. 2006b). Le résultat de cette analyse, présentg dan
la figure V-1, montre qu'’il n'y a vraisemblablemerds eu de changement de code génétique
mitochondrial che?. vulgare par rapport a celui de la drosophile. GenDecadetanmoins
détecté deux éventuels changements dans le codsigqgen mitochondrial @&. vulgare
(lettres rouges dans la figure V-1) : un changendentodon TGC de Cystéine vers Alanine,
et un changement du codon AGG de Sérine vers @ydiautefois, le programme estime ces
changements peu probables : ils sont notés palettne minuscule dans la figure V-1. Afin
de nous assurer que le code génétique mitochondgeal Isopodes n'a pas subi de
changement, nous avons aussi vérifié le code ggretles ADNmt dd.igia oceanicaet
d’ldotea baltica Nous n’avons pas détecté de changement chezogsedpéeces (résultats en
annexe 12).

Le programme GenDecoder a également permis ddevéliftilisation des codons.
Dans le génome mitochondrial Ad’ vulgare les codons GCA et GTA sont utilisés
respectivement 51 et 118 fois (annexe 13). Leudsmr® synonymes GCT, GCC et GCG pour
I'Alanine, et GTT, GTG et GTC pour la Valine sorttlisés respectivement 97, 21 et 7 fois
pour I'Alanine, et 107, 37 et 11 fois pour la VainAinsi I'hypothése d’'une non utilisation
des acides aminés Alanine et Valine dans la tramtudes protéines mitochondriales clfez
vulgare est également écartée. Les anticodons UGC et UE donc bien utilisés pour
I'’Alanine et la Valine dans le génome mitochondd&\. vulgare L’ARNTt est bien bivalent

pour ces deux acides aminés.

2. Structure secondaire de '’ARNTt bivalent

Apres avoir vérifié la bonne assignation des cod@@A et GTA, nous avons
examiné la structure et la séquence de cet ARNildaiv pour déterminer si celui-ci peut étre
fonctionnel. La recherche de la structure de cetNAR été présentée dans le chapitre
précédent. Avec le logiciel tRNAscan-SE, nous avefisctivement réalisé une recherche
dans le génome mitochondrialAd’vulgaredes ARNt possédant une forme classique. Nous

avons vu que ce logiciel avait détecté deux ARNmtd’ARNtA@Ve

. Ce premier test
témoigne que cet ARNt possede une structure codserv
Pour examiner la séquence nucléotidigue de cet ARbIIS nous sommes ensuite

basés sur les travaux de Kumazawa & Nishida (1968s auteurs avaient démontré la
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Figure V-2: Comparaison entre les bases conservées des ARNt mitochondriaux décrites par
Kumazawa & Nishida (1993), a gauche, et I’ARNt bivalent d’Armadillidium vulgare (dessin de Doublet et
al. 2008), a droite. Les bases conservées sont notées par un cercle orange. V pour les nonuridine (A, G
ou C), Y pour les pyrimidines (C ou U) et R pour les purines (A ou G). Ces bases conservées ne

participent pas a I'identité des ARNt. L’ARNt bivalent a été dessiné avec le logiciel RNAviz (De Rijk & De
Wachter 1997).

Tableau V-1: Résultats de séquencages
des produits de RT-PCR sur I'ARNt"V@
des populations d'A. vulgare «AL »
d’Espagne et « WX » du Danemark.

Alanine Valine
AL 4 36,7% 7 63,6%
WX 5 50,0% 5 50,0%
Total 9 429% 12 57,1%

Figure V -3 : RT-PCR sur FTARNt*¥Y® 3
partir d’ADNc de deux populations d’A.
vulgare (populations «WX» du
Danemark et «Al» d’Espagne. M
désigne le marqueur de taille.
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présence de trois bases conservées dans les ARdthamdriaux des Métazoaires. Ces trois
bases se retrouvent dans I'ARRY® d’A. vulgare Elles se situent & la base du bras « D »
(« D stem ») et dans la boucle de I'anticodon (figure V-2).

La structure de cet ARNt bivalent s’avere donc leences deux genes semblent bien
fonctionnels. Néanmoins cette fonctionnalité daie &érifiee. Pour cela, nous avons réalisé,
comme pour les autres ARNt du génomA.dvulgare(chapitre précédent) des expériences

d’expressions des ARNYV®.
C. Avancées récentes des travaux

1. Expression des ARNt Alanine et Valine chéz vulgare

Pour confirmer I'expression des ARNt Alanine et iMal des RT-PCR ont été
réalisées en utilisant une seule paire d’amorcgsodées autour de la boucle de I'anticodon.
Deux populations &. vulgareont été testées pour s’assurer d’'une bonne repiadis@@e de
I'expérience : les populations d’Helsinger au Daadoet de Ribadeo en Espagne.

Sur la figure V-3, nous pouvons voir que les RT-P€Rfirment I'expression de cet
ARNt. Mais pour s’assurer de la présence des deumes, Alanine et Valine, les produits de
RT-PCR ont été clonés puis séquencés. Ainsi, gracgéquencage, nous avons observé que
pour les deux populations, nous avions cloné apveés 50% d'’ARNt? et 50% d’ARNY?
(tableau V-1). Méme si la technique utilisée njgg$ quantitative, il semblerait que ces deux

ARNIt soient exprimés en quantités égales.

2. ldentités des ARNt Alanine et Valine

A présent que I'expression de ces deux ARNt a étdamtrée, il reste a savoir s'ils

sont bien utilisés dans la mitochondrie en tanARNt""? et ARNE®

. En d’autres termes, il
faut savoir si ces deux ARNt sont en mesure deeptatir acide aminé respectif, nécessaire a
la traduction mitochondriale.

La réaction de fixation des acides aminés sur IBNtAest I'aminoacylation. Cette
réaction se réalise grace a lintervention d'uneyeme : I'aminoacyl-ARNt synthétase
(aaR9S). Il existe une aaRS correspondante a cremde aminé, et donc pour chaqgue ARNL.
Par exemple, I'acide aminé Alanine est fixé & rémiité de I'ARNE? grace & I'action de
I'Alanyl-ARNt synthétase (AlaRS). Toutes les aaR$ agissent dans les mitochondries sont

encodées dans le génome nucléaire, puis exporéeseg mitochondries.
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Pour délivrer le bon acide aminé sur le bon ARNtague aaRS est capable de
reconnaitre spécifiquement son ARNt. Cette rec@saaice, qui prévient toute erreur
d’aminoacylation (et donc toute erreur de tradumtiose fait grace a des informations
présentes sur les ARNt. Ces informations, proprebague ARNt, sont appelées éléments
d’identités. Ces éléments d’identités sont repri&separ des bases, ou des paires de bases de
la ségquence nucléotidique, et sont généralememéssitians le bras accepteur de 'ARNt
(« AA stem », voir figure V-2 page 86) et/ou daamticodon (Giegeet al. 1998; Beuning &
Musier-Forsyth 1999). lls constituent en quelgqueesain « second code génétique » qui
permet d'associer les bons acides aminés aux cpdandes ARNt (de Duve 1988). Ces
éléments d’identités sont bien connus pour chaces ARNt et sont ordinairement trés
conserveés entre les génomes (nuclaires, mitochaandrét chloroplastiques) de nombreux
organismes.

Dans le cas de I'ARNt bivalent des Oniscidea, nqmusvons nous demander comment
les aaRS peuvent faire la différence entre les ARMtt les ARNY?. Ces deux ARNt
possedent la méme séquence d’ADN, a I'exceptiotadeeconde base de I'anticodon. Or,
dans la littérature, plusieurs études ont monteélgs éléments d'identités des ARRIet des
ARNt"® sont généralement différents et ne portent pgsucs sur I'anticodon (Giegét al.
1998; Beuning & Musier-Forsyth 1999).

Pour 'ARNt"? il existe deux éléments d'identités : une baseni® présente a la
position 73 (voir numérotation sur la figure V-2)I'&dénine de la position 35, la deuxieme
base de l'anticodon UAC. Ces éléments d’identités été authentifiés dans plusieurs
génomes dont celui de la bactéischerichia coli(Pallanck & Schulman 1991), le génome
nucléaire de la levur&accharomyces cerevisigElorentzet al. 1991), ainsi que dans les
génomes mitochondriaux de mammiferes (Headtal. 2000). En revanche, lidentité de
I'’ARNt"? ne se fait pas grace a son anticodon, mais suipaine de nucléotides présente
dans le bras accepteur de 'ARNt : la paire G3:Wr@nifiant une Guanine en position 3 et un
Uracile & la position 70 (Gieggt al. 1998). Ce jeu d'identité ARNE/AlaRS est considéré
comme le plus conservé parmi toutes les assocgaAdiNt/aaRS (Shibat al. 1995). Il a été
décrit dans de nombreux génomes, comme le génoriériem dE. coli, les génomes
nucléaires de. cerevisiaet de la plantérabidopsis thalianacelui des Mammiféeres dont
'homme, ainsi que dans certains génomes chlorbglees (Imuraet al. 1969; Hou &
Schimmel 1988; 1989; Carneim al. 1994; Ramos & Varani 1997; Chihadeal. 1998) —

voir figure V-4.
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Ce jeu d'identitt ARMI¥AlaRS est cependant moins conservé dans les génome
mitochondriaux des Métazoaires. Il existe en affietlques exceptions ou la paire G3:U70
fait défaut. Pour beaucoup de ces exceptions,ita @aU se trouve en réalité déplacée dans
le bras accepteur de I'ARRf : soit plus haut, soit plus bas (Swaigb al. 2004 ; et voir
figure V-4). Elle a notamment été observée auxtipms 2:71 et 1:72 dans les ARt
mitochondriaux de divers invertébrés, ainsi qu'guositions 5:68 dans celui de I'homme.
Malgré ce changement de position, ces A¥Ntont bien fonctionnels (Swairjet al. 2004).
Cela a notamment été mis en évidence chez la mdudsophila melanogastgrar Lovato
et al (2001; 2004), ot 'ARN{? mitochondrial possédant une paire G2:U71 est ctemeent
aminoacylé par I'AlaRS, suite a la co-évolution ces deux genes. Les auteurs ont par
ailleurs observé que les paires G2:U71 sont ass®@ une paire G3:C70 dans le bras
accepteur des ARRNE mitochondriaux de nombreuses espéces d’Insectesaht un élément
d’identité constitué de deux paires de nucléotides.

En ce qui concerne ’ARNt bivalent Alanine/ValinéAd vulgare dont la ségquence
nucléotidique ne varie que par la seconde baseudtcbdon, seul les éléments d’identités de
I'’ARNtY® sont présents (les nucléotides A73 et A35). Emnmelie, I'élément d'identité G:U
de I'ARNt*® ne se retrouve pas dans le bras accepteur de FARR, ni en position 3:70, ni
ailleurs (figure V-4). De maniére étonnante, en analysastdéquences des ARt de
plusieurs Crustacés, nous avons pu voir que celiie [i5:U est également absente chez
plusieurs especes : c’est le cas de quelques Déespmais aussi de facon plus surprenante,
des cing espéces de Péracarides dont le génomehonitdrial a été séquencd.: vulgare L.
oceanical. baltica, Metacrangonyx longipest Parhyale hawaiensiffigure V-4). En réalité,
une paire G7:U66 est présente dans le bras accef#d RNt de I'Oniscided.. oceanica
mais sa position basse, tres proche des bras etlx ¥V », ne semble pas faire de cette paire
un élément d’identité potentiellement fonctionnel.

Cette absence pose un évident probléme de receanaisde 'ARM? par I'AlaRS.
Chez A. vulgare nous pouvons nous demander comment cette enzwue distinguer
'ARNt? de 'ARNt®. Trois hypothéses pourraient expliquer ce casqudigr d’identité de

I'’ARNt " mitochondrial cheA. vulgare:
1- TARNt*? est exprimé dans la mitochondrie, mais pas reconnpar I'AlaRS. Il serait

alors possible que cet ARNt ne soit pas utilis&asrt que tel, mais devienne utile a

d’autres fonctions (réplication de 'TADNmt, factede régulation). Ceci nécessiterait
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toutefois un import d’ARNY? depuis le génome nucléaire vers les mitochonafiasde

compléter ce manque pour la traduction.

2- le systéme de reconnaissance de I'AlaRS est toufs basé sur une paire G:lUmais
I'’ARNtA? nécessiterait alors une édition post-transcripidle qui permettrait, aux
travers de mutations, de restaurer les bases Glahtlle bras accepteur.

3- le systéme de reconnaissance de 'ARNt par 'AlaRS est basé sur un autre élément
d’'identité que la paire G:U. Deux systemes pourraient alors exister: (i) soit
I'anticodon de I'ARNE"? est devenu un élément d’identité, ceci permettrait AlaRS
de distinguer facilement les ARNtdes ARNY?'; (ii) soit le nouvel élément d’identité
de 'ARNt"? est ailleurs, mais il serait alors également prégans I'ARNY?. Dans ces
deux cas, pour éviter une aminoacylation des ARNar I'Alanine, I'anticodon UAC
(de I'ARNt"®) deviendrait un élément anti-déterminant, inhikginsi sa reconnaissance
par I'AlaRS.

Parmi ces trois hypothéses, la premiere sembéel@&tmoins probable. Comme nous
I'avons vu précédemment, il serait étonnant queAEdtlt bivalent ait été sélectionné si I'un
des deux ARNt ne compléte pas sa fonction.

La seconde hypothese semble plus réaliste. Lafdpiost-transcriptionnelle d’ARNt
mitochondriaux a déja été décrite de nombreuses dbez des organismes animaux trés
variés (Yokobori & Paabo 1995b;1995a; Toméh al. 1996; Yokobori & Paabo 1997;
Reichert & Mdrl 2000; Leigh & Lang 2004). Cela esttamment le cas chez un Arthropode
(le Chilopodelithobius forficatuy ou 21 des 22 ARNt mitochondriaux subissent ungoéd
quasi complete de leur bras accepteur (Lawbal. 2000). Un tel phénomene d’édition des
transcrits d’ARNE? chez A. vulgare pourrait alors restaurer une paire G:U dans le bras
accepteur. Pour vérifier cela, il faudra séquereesr extrémités 5 et 3’ des transcrits
d’ARNt"? aprés une étape de circularisation de 'ARNt. €ektpérience est actuellement en
cours pour vérifier cette hypothése.

Enfin, 'hypothése d’'un changement d’élément d'iiténde 'ARN{'® est également
possible. Les éléments d’identités des ARNt mitochi@ux semblent assez variables chez
les Métazoaires (Helrat al. 2000; Fendeet al. 2006), et il ne parait pas impossible que les
interactions ARNt/aaRS se soient simplifiées dangroupe. En ce qui concerne I'ARRY il

a déja été évoqué chez I'homme la possibilité dionoveau jeu d’identité qui nécessiterait
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Figure V-5: Conservation des bases nucléotidiques de I'ARNt"® mitochondrial des Crustacés

Péracarides. Travail réalisé a partir des ARNt™® de Metacrangonyx longipes (Bauza-Ribot et al.
2009), Parhyale hawaiensis (Cook et al. 2005), Ligia oceanica (KiIPert & Podsiadlowski 2006),
Idotea baltica (Podsiadlowski & Bartolomaeus 2006) et de ARN?Y®V3 g Armadillidium vulgare.
Les bases rouges désignent les nucléotides conservés chez les cing especes et les bases orange
désignent les nucléotides conservés chez quatre especes sur cing. Les points noirs désignent des
bases qui ne sont pas toujours présentes dans I'’ARN.
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I'utilisation exceptionnelle de la portion C-terminde I'AlaRS (au lieu de la portion N-
terminale) pour la reconnaissance de 'ARN{(Dickey et al. 2006). Il est donc possible
gu’'une telle modification ait eu lieu chez les Gaggs Péracarides.

Afin d'identifier d’éventuelles bases conservéeasdes ARNE?, un alignement des
séquences des ARNt mitochondriaux des cing espéces de Péracarides, ldogénome
mitochondrial est connu, a été réalisé. En dehers dhoucle de I'anticodon, seules quelques
bases U et A sont présentes dans tous ces KRItest le cas notamment des couples
Al:U72 dans le bras accepteur, et U11:A24 dansrés k& D » (figure V-5). Il existe
également quelques bases isolées conservées daliRNE dans la boucle de I'anticodon,
ainsi que dans le reste de I'’ARNt. Toutefois, il @dficile de savoir si ces bases peuvent
entrer en jeu dans lidentit¢é de I'ARNt. Comme nolmsvons vu dans le génome
mitochondrial dA. vulgare les genes d’ARNt sont souvent riches en AT. dsih’donc pas
étonnant de voir ces nucléotides présents dansRek"? de plusieurs espéces.

Dans le cas d'un réel changement d'identité de K& des Péracarides, les
nucléotides qui semblent les plus probables pounstdoer un élément d’identité
reconnaissable pour les AlaRS sont les bases Gadd [anticodon UGC. Les anticodons
possédent les nucléotides les plus spécifiquesARXt et sont les éléments d’identité de
beaucoup d’autres ARNt dans de nombreux génomesgéGit al. 1998). Il est donc
fortement probable que le systéme de reconnaissAladRS/ARNE"? des Péracarides ait

évolué vers ce principe.
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D. Conclusions

Apres la découverte du géene de ’ARNLt bivalens Idu séquencage de 'ADNmtAY’
vulgare nous nous sommes intéressés de plus pres ehéedteplasmie. Tout d’abord, nous
avons démontré que cette hétéroplasmie est cdnatitde ce génome : TARNEV? est
transmis systématiquement a chaque individu, aushggnération. Nous avons vu ensuite
qgue la structure de cet ARNt bivalent semble ébmecte (forme canonique caractéristique
des ARNt), que ces deux génes sont bien exprimés b mitochondries et dans des
quantités relativement égales.

En recherchant cette hétéroplasmie chez plusiautees Oniscidea, nous avons
également montré que ce gene d’ARNt bivalent esgeut chez un grand nombre d’especes.
Nous en avons déduit, grace aux datations fossjles,cet ARNt bivalent est transmis chez
les Oniscidea depuis au moins 30 millions d’annéese de I'émergence des principales
familles actuelles d’Oniscidea. Cette hétéroplasm@onc pu se transmettre grace a l'effet
d’'une sélection balancée favorisant ces deux gesssntiels a la traduction mitochondriale
permettant ainsi d’ « éviter » I'élimination detechétéroplasmie par le goulot d’étranglement
qui a lieu lors de I'ovogenese.

L’expression de ces deux genes ainsi que leusimession sur un long temps évolutif
semble donc attester de la fonctionnalité de ceasegyéToutefois, en analysant plus
précisément la séquence de ce gene d’ARNt bivalemis avons observé I'absence de
I'élément d'identité de I'ARN?. Cet élément d'identité, que I'on retrouve surstdas
ARNt"? du vivant (ADN bactériens, ADN nucléaires, mitonHdaux et chloroplastiques des
Eucaryotes) est généralement constitué par unes pier nucléotides G:U dans le bras
accepteur. Il semblerait que cet élément d’iderditédisparu au cours de I'évolution des

Péracarides, puisqu'il ne se retrouve pas danARist?

des Amphipodes et des Isopodes
dont le génome mitochondrial a été séquencé. Capéndous ne savons pas comment les
aminoacyl-ARNt synthétases peuvent discrimineARSt"® des ARNY? chez les Oniscidea
possédant un ARNt bivalent. Soit il existe un mésrae d’édition qui restaure la paire G:U

dans le bras accepteur, soit 'ARRtposséde un nouvel élément d'identité.
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VL. Distribution de ’TADNmt atypique et évolution de sa

synténie
A. Une large répartition de 'ADN mitochondrial atypique

1. Widespread of the atypical mtDNA structure in Isag®(Crustacea,
Peracarida): a possible way of heteroplasmy transsmn - Doubleet al.
(in prep. -Genetics)

Les mitochondries sont des organelles issues ditpretéobactérie endosymbiotique
que les Eucaryotes ont intégré dans leurs cellldss possédent leur propre génome qui
présente des tailles et des formes variées selonoilganismes. Toutefois, parmi ces
Eucaryotes, I'ensemble des Métazoaires ont laqudatité de présenter presque toujours le
méme type d’ADNmt : des chromosomes circulairesi@homériques d’une taille comprise
entre 15 et 20 kb (Boore 1999).

Bien que la grande majorité des Métazoaires pessedype classique d’ADNmt, il
existe quelques taxons pour lesquels le génomehatawlrial se présente différemment. C’est
le cas de deux espéces de Crustacés Isopodestrésrrele lI'ordre des Oniscidea,
Armadillidium vulgareet Porcellionides pruinosusCes deux especes possedent un ADNmt
dit atypique, qui se compose de deux molécules numomeres linéaires de ~14 kb, associés
a des dimeres circulaires palindromiques de ~28okimés par deux monomeres joints de
facon « téte-queue » (Marcaetéal 1999; Raimonet al 1999).

Depuis la description de ce modele original cheg deux espéces, aucun autre
exemple de ce type n’a été démontré. En effetdéasx premiers génomes mitochondriaux
d’Isopodes qui ont été séquenciEmiea baltica(Podsiadlowski & Bartolomaeus 2006) et
Ligia oceanica(Kilpert & Podsiadlowski 2006)) n'ont pas révélé structure atypique. Pour
l. baltica, le séquencage incomplet de son ADNmt n’a pas igadffen connaitre sa structure.
Cependant les auteurs estiment que les difficalééséquencage rencontrées pour une partie
du génome pourraient étre dues a une structureqag/pPourL. oceanica en revanche, le
séquencage complet de son génome mitochondrias@emividence une structure de type
classique formant uniquement des chromosomes aireal monomériques d’'une taille de
15,289 kb.

Afin de connaitre la répartition de I'ADNmt atypig, nous avons recherché la

structure des génomes mitochondriaux de plusiapgaes d’Oniscidea. C’est ainsi que pour
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19 espéces d’Oniscidea, nous avons réalisé dextatrs d’ADNmt que nous avons digérées

par des enzymes de restriction et dont nous aveelys® la structure par RFLP. Nous avons

accompagné cette technique d’'un southern blot dewils de restriction, que nous avons

hybridé avec un géne mitochondrial. Ainsi, nhousrsvdémontré que la structure atypique du

génome mitochondrial est tres répandue chez lescldeia. Parmi les 19 espéces que nous
avons analysées, seule l'espdceoceanicaprésente un génome mitochondrial de type
classique.

Pour savoir si cette structure atypique de I’ADNgst restreinte aux Oniscidea, deux
especes d’Isopodes aquatiques (hors Oniscideaggalément été testées : I'espece marine
Sphaeroma serratumt I'espéece d’eau doudesellus aquaticusNos résultats montrent que la
premiere présente un ADNmt classique, mais quedargle présente un ADNmt atypique.
Avec ces résultats, nous avons alors daté I'apparite 'ADNmt atypique chez ces especes
au minimum avant leur divergence, estimée a 250omél d’années (Wilson 1999).

La grande étendue de la structure atypique de N&D chez les Oniscidea rappelle
celle de I'hétéroplasmie dans ce méme groupe. M@ass démontré que toutes les especes
que nous avons testées et qui présentent I'hétm sur TARNY¥V® ont également un
ADNmt atypique. En revanche, toutes les espéceas ayapgénome mitochondrial atypique ne
présentent pas un ARNt bivalent. De ces compargjsmous en avons conclu que
I'hétéroplasmie est certainement apparue grace astlacture atypique du génome
mitochondrial, mais également qu’elle pourrait &ire facteur de maintien de la structure

atypique du génome mitochondrial chez les Oniscidea
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Widespread of the atypical mtDNA structure in Isopals (Crustacea, Peracarida): a
possible way of heteroplasmy transmission

Vincent DOUBLET, Roland RAIMOND, Frédéric GRANDJEAMIexandra LAFITTE,
Catherine SOUTY-GROSSET and Isabelle MARCADE

Laboratoire Ecologie, Evolution, Symbiose UMR-CNE&56 — Université de Poitiers. 40

Avenue du Recteur Pineau 86022, Poitiers, France

ABSTRACT

Metazoan mitochondrial DNA (mtDNA) is generally cpased of ~16kb circular
monomers. However, it has been observed an atypitdNA composed of ~14 kb linear
monomers associated to ~28 kb circular head-to-ldgaérs in both terrestrial crustaceans
speciesArmadillidium vulgare and Porcellionides pruinosugisopoda: Oniscidea). Since
these observations there was no evidence of oflesies with this atypical mtDNA. In order
to define the distribution of this atypical mtDNAscture, we performed RFLP analyses on
MtDNA of several Oniscidean species, as well agabated aquatic isopods species. This
atypical mtDNA structure was observed in all Ordsan species except one, and in the
freshwater isopodsellus aquaticysbut not in the marine isop&phaeroma serratunThese
results suggest an ancient origin of this structiottowed by reversion or convergences
events. Following a recent finding of a shared ftogti@smy in oniscid species, we show that
the atypical mtDNA might be a factor of heteroplgsappearance, and that dimers could be a
vector for heteroplasmy in Isopod mtDNA. Moreowse estimate that heteroplasmy might

also be a powerful factor of maitenance of the iaglpntDNA structure.

Keywords
Head-to-head dimers, RFLP, Oniscidea, mtDNA, helesmy

Running title

Atypical mtDNA in Crustacean Isopods

Abbreviation
mtDNA: mitochondrial DNA; tRNA: transfer RNA; mt: mochondrial; RFLP: Restriction
Fragment Length Polymorphism
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INTRODUCTION

Metazoan mitochondrial DNA (mtDNA) is generally aircalar monomeric
chromosome, with a size ranging from 15 to 20 klnsually contains 37 genes: 2 ribosomal
RNA (12S and 16S), 22 transfer RNA (tRNA) and 18tgin-coding genes (Boore 1999).
The relative small size of animal mitochondrial \rgenome, in comparison with those of
plant and unicellular mitochondria, is due to thekl of intergenic spaces, and a short non-
coding control region (Gragt al. 1999; Lynchet al. 2006). The streamlining animal mt
genome have been explained by the “race to reitatselecting shorter genome that
replicates more rapidly (Rand 2001). However, Lyathl (2006) estimate that short animal
mt genomes could be due to non-adaptative progegsesnutation rate or drift. Much larger
genomes have otherwise been reported, resulting fiepeated sequences rather than a
change in genes content (Nosek & Tomaska 2003j &isd. 2008; and see the example of
the large mt genome of the scallBlacopecten magellanicus Smith & Snyder 2007).

Only few animals do not harbour classical monomericular mtDNA genomes: the
Rotifer Brachionus plicatilisand the parasitic nematod€dobodera present multipartite
genomes respectively composed of two and six @rcchromosomes (Gibsaoet al. 2007,
Sugaet al.2008); the Cnidarian Meduzosoa that are the oxdyrples of animal mt genomes
exclusively composed of one to four linear molesulBridgeet al. 1992; Shacet al. 2006;
Kayal & Lavrov 2008; Voigtet al. 2008); and the terrestrial Crustacearsnadillidium
vulgare and Porcellionides pruinosuglsopoda: Oniscidea) which mtDNA is composed of
circular head-to-head dimers of ~28 kb and lineanomers of ~14 kb, but no monomeric
circles (Marcadét al. 1999; Raimonckt al. 1999). The presence of such palindromic dimers
mMtDNA molecules is unique in the animal kingdom.

Investigations onA. vulgare mtDNA composition, by both Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) analysis and sequenoinipe fundamental monomer, reveal
that the monomer units from dimers and monomersidegstical (Raimondet al. 1999;
Marcadéet al. 2007). Only one nucletoid site is heteroplasmie. (ihe mixture of mtDNA
genotypes within an organism) and it is locatedtlma second base of the anticodon of a
transfer RNA gene (tRNA), leading to an alloaccep®RNA for alanine (anticodon UGC) and
valine (UAC) aminoacids. This dual tRNA has beesasbied in both males and females, in a
large number of Oniscid species, showing an origgmample of heteroplasmy transmission
(Doubletet al. 2008). Because of the bottleneck effect (reductibthe number of mtDNA
molecules) during early oogenesis and post-natit¢dtbogenesis, heteroplasmy is thought to

be transient and rapidly resolved in homoplasmyfew generations (Creet al. 2008;
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Khrapko 2008; Waet al. 2008). In Doubleet al (2008) it has been argued that the observed
heteroplasmy must be constitutive, and its excaptistable transmission could be linked to
the atypical structure of mtDNA.

Indeed, the aim of this study is to evaluate ttstridution of the atypical structure of
MtDNA in oniscids to verify this assumption. Sirtbe observation of this atypical mtDNA
configuration in bottA. vulgareandP. pruinosugMarcadéet al. 1999; Raimonaet al. 1999),
no evidence of such example has been describethér species. Interestingly, sequencing
the coding part of the marine isopddotea baltica mt genome (sub-order Valvifera),
Podsiadlowski & Bartolomaeus (2006) mentioned asibbs atypical structure while they
failed to obtain the complete sequence. This olasienv suggested a widespread of the
atypical mtDNA in Isopod. However, the first comjglesequence of oniscid mtDNA, from
the specied.igia oceanica that belong to the family supposed to have bectmestrial,
revealed a standard metazoan genome conformatittmawcular monomers of 15,289 bp
long (Kilpert & Podsiadlowski 2006).

With respect to the cases lofbaltica and A. vulgare in which sequencing failed to
distinguish the mitochondrial genome structure, RFanalyses seems to be the best
techniqgue to analyse the genome structure. Only deta are available in literature on
Crustacean mtDNA structure, restricted to comm#éycimportant decapod species (Brasher
et al. 1992; Bouchoret al. 1994; Grandjean & Souty-Grosset 1996; 1997; lataal. 1999;
McMillen-Jackson & Bert 2004) and biological modasArtemia sp.(Batuecast al. 1988)
and Daphnia pulex(Stantonet al. 1991). Here we present RFLP analysis on seveiation
species, as well as on two non-Oniscid speciesdomparison. We demonstrate that atypical
mitochondrial genome is common in Oniscidea, andghinbe widespread in isopods. We
discuss these results and the process of formafidimers, with regards to a previous work

that report an extraordinary shared heteroplasnoyiscid mtDNA (Doublett al.2008).
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MATERIAL & METHODS
Isolation and digestion of mtDNA

Animals derivated from females sampled in the figkte isolated and reared in order
to obtain iso-female lineages in the laboratoryDMA of such individuals from iso-female
lineages was pooled. MtDNA of animals from thedielas isolated separately: it was the
case for the oniscid speciesoceanicaP. hoffmannseggiP. caudatusT. tomentosandH.
couchii and the non-oniscid Isopod speci#s aquaticus (Asellota) andS. serratum
(Flabellifera). For the complete list of tested@ps see table 2.

MtDNA was isolated from gonads, fat tissue and aesvsystem, by alkaline lysis
method (Souty-Grosseet al. 1992). MtDNA samples (1-5 pg) were digested with
endonucleases in exceed for 3 hours at 37°C, folgpwmanufacturer's instructions.
Denaturated RFLP profiles have been done to cortfienatypical configuration of mtDNA.
Denaturation have been performed by heating 5 mi@58C followed by 5 min on ice
(Raimondet al. 1999). Digested samples were mixed with a gelit@aduffer and then run
on a 1.2% agarose gels in Tris EDTA phosphate bédfel5 hours at 30 V (Raimonet al.
1999). Gels were stained with SYBR Green | (Loraga) examinated under UV light.

Southern blot analyses

To confirm the presence of dimers and monomerfenatypical mtDNAS, southern
blots analyses were performed using the mitochahdenel6SrRNAas a probe. Digested
DNA was southern blotted on nylon membranes (R@&Sitl Membrane; Qbiogene). Probes
were prepared with 16SrRNA amplified by PCR using the primers 16SF
(CGGTTTGAACTCAAATCATGTG) and 16SR (GCCTGTTTAACAAAACATC),
specially designed for Isopod crustaceans from lggnraent of the three available mt
genomesA. vulgare(Marcadéet al. 2007),L. oceanica(Kilpert & Podsiadlowski 2006) and
. baltica (Podsiadlowski & Bartolomaeus 2006). PCR produase labelled usingaf*?P]-
dCTP by the random primer method and hybridizedrroght to membranes. Hybridized
blots were imaged using a phosphoimager (Storm fvtwtecular Dynamics, Sunnyvale, CA,
USA).

As some parts of this gene are very divergent an@nggcidean species (Michel-
Salzat & Bouchon 2000), probes were made spedifital maximised hybridization. PCR
program forl6SrRNAgene amplification was 94°C for 2 min followed B cycles of 94°C
for 30 sec, 50 to 54°C according to the species3fbsec, and 72°C for 1 min, with a final
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Figure 1 Interpretation of restriction profiles and southern blot results, according to the molecular
model of atypical mtDNA constituted by circular dimers and linear monomers. (A) Xhol digestion
generate 4 bands RFLP profile (two couples of bands) on Armadillidium nasatum mtDNA, and a
specific 16SrDNA probe show up the couple a and a’ on southern blot. (B) EcoRI digestion
generates 5 bands RFLP profile (two couples and one band shared by dimers and monomers) on
Porcellio laevis mtDNA, and a specific 16SrRNA probe show up an unique band c on southern blot.

101



Distribution de T ADNmt atypique

step at 72°C for 5 min. Th#6SrRNAprobe was ~500 bp long according to the different
species.

Interpretation of RFLP profiles

According to the circular configuration of clasdiogetazoan mt genome, digestion of
standard mtDNA provides a ~15 kb profile, with dmend for a single restriction site, two
bands for two restriction sites, and so on. In @stf the configuration of the atypical
mitochondrial genome, characterized by the presehdi@ear monomers and circular head-
to-head dimers generates original patterns compafstedir bands for a single restriction site.
These four bands are organized in two couples: bewads from the circular head-to-head
dimer (a and b in figure 1A) each coupled with threspectives from the linear monomer (&’
and b’) of half their size. Additional restricti@ites generate three fragments of identical size
(i.e., two from dimers and one from monomers). Bhémgments are superimposed on
agarose gels, leading to a single band with a sigichiometry (fragment c in Figure 1B). On
profiles with two or more restriction sites, bandsh high stoichiometry have to be counted
three times to obtain a correct estimation of tHBNA size. This atypical mtDNA total size
is therefore the sum of three fundamental mononestenated at 42 kb iA. vulgare(sum of
three ~14 kb monomers).

Southern blots patterns are also different betwieethe case of atypical mtDNA.
Southern blotted atypical mtDNA profiles hibridizadth a 16rRNAprobe show a couple of
bands when th&6rRNAgene is situated in a fragment containing a dijnection (figure
1A), and only one band when it is surrounded byrict®n sites (figure 1B).

To confirm the molecular model of the atypical mt®Ndenaturations of digested
products have been done. The figure 2 shows an @gaoh restriction profile orCubaris
murina (Armadillidae) mtDNA digested withXhol, before denaturation (1) and after
denaturation (1d), in both RFLP (A) and southerat [@nalysis (B). While undenaturated
digestion profiles show two couples of bands, demaéed profiles show only two bands.
They are corresponding to the two palindromic baindsy the dimers. These palindromic
sequences allow refolding on themselves after deat@n, and migrate half of their sizes on
agarose gels. In contrast, bands without palindcagaguences (i.e. from monomers) can not
refold on themself, and stay as single strand comdtion, undetectable on agarose gels.
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Figure 2 Example of atypical mtDNA digestion-denaturation experiment. (A) RFLP profile
of Cubaris murina mtDNA (Oniscidea: Armadillidae) and (B) southern blot revealed by a
specific 16SrDNA probe. 1: Xhol digestion pattern; 1d: Xhol digestion pattern after
denaturation; A Lambda phage marker cut with Hindlll.
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RESULTS
Distribution of atypical mtDNA in Oniscidea

Figure 3 shows RFLP profiles for 9 oniscid speaidih atypical mtDNA. MtDNA
sizes from these RFLP profiles are calculated bietd. RFLP profiles for the speciés
depressumC. elongata H. couchii P. muscorumP. hoffmannseggiiP. caudatusandT.
tomentosaare not available as their profiles are not visibh agarose gels, but atypical
mMtDNA structure was revealed by sousthern blot yamesl (data not shown). Moreover,
denaturated RFLP analyses performed on 3 spe€esnurina(figure 2),P. muscorunand
C. elongataconfirmed the atypical structure of their mtDNA qomsed of head-to-head
circular dimers associated to linear monomers (lRaohet al. 1999).

RFLP analyses revealed that atypical structure AN is widespread in oniscid
isopods. Within this order we found 18 speciesn(fr® families) with an atypical mtDNA,
similar of those ofA. vulgareandP. pruinosugtable 2). The only oniscid species for which
we found a classical ~15 kb circular mtDNALgia oceanica Only southern blot profiles
are available. Profiles and band sizes observed iraragreement with the sequence
NC _ 008412 available on line, published by KilperP&dsiadlowski (2006) (figure 4).

Atypical genome size in oniscid mitochondria

The total size of mtDNA has been calculated frormrage gels by summing the bands
of RFLP profiles (see table 1). The large majooityniscid species with an atypical mtDNA
have a total mt genome size ranging from ~41 to kil3orresponding to dimers of ~28 kb
plus monomers of ~14 kb, as it has been foundiforulgareandP. pruinosusgMarcadéet
al. 1999; Raimondet al. 1999). This is the case of the species belongnthé families
Armadillidae, Armadillidiidae, Cylisticidae and Reilionidae. Beside, the speci€siscus
asellus(famlily Oniscidae) harbour a larger mtDNA of ~kB, composed of ~32 kb dimers

and ~16 kb monomers.

MtDNA structure of non-oniscid species

Two non-oniscid Isopod species have been testedfréshwaterAsellusaquaticus
(Asellota) and the marin8phaeroma serratur{Flabellifera). The few amount of mtDNA
obtained by DNA isolation of separated individudld not allowed visualising any RFLP
profile on agarose gels. Thus, results only inclsdethern blot analysis. However, this

technique enabled to get reliable information o®DNA structure for these species.
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Table 2 Distribution of the atypical structure of mtDNA, heteroplasmy (Doublet et al. 2008) and origin of
22 isopod species. A = atXpicaI MtDNA. C = Classical mtDNA. In the column heteroplasmy + means

heteroplasmic at the tRNA !

a/Val

, - means homoplasmic and n.d. means undetermined.

SUB.’ORDER Species Genome Heteroplasmy Origins
Family structure
ASELLOTA
Asellidae Asellus aquaticus A n.d. Poitiers, Fr.
FLABELLIFERA
Sphaeromatidae Sphaeroma serratum C n.d. La Rochelle, Fr.
ONISCIDEA
Diplocheta
Ligiidae Ligia oceanica C - La Rochelle, Fr.
ONISCIDEA
Crinocheta
Armadillidae Cubaris murina A + Baie Mahaut, Gp.
Armadillididae  Armadillidium depressum A + Ste Marie, Fr.
Armadillidium maculatum A + Eze, Fr.
Armadillidium nasatum A + Mignaloux, Fr.
Armadillidium vulgare Al + Camarade, Fr.
Helsinggar, DK.
Acireale, It.
Marbella, Sp.
Heraklion, Gr.
Séo Paulo, Br.
Eluma purpurascens A n.d. Chizé, Fr.
Cyliscticidae Cylisticus convexus A + Villedaigne, Fr.
Halophilosciidae Halophiloscia couchii A n.d. La Rochelle, Fr.
Oniscidae Oniscus asellus A n.d. Edinburgh, UK
Philosciidae Philoscia muscorum A - La Mothe $Hér., Fr.
Chaetophiloscia elongata A - Celles-sur-Belle, Fr.
Platyarthridae Platyarthrus hoffmannseggii A + Chizé, Fr.
Platyarthrus caudatus A + Scopello, It.
Trichorhina tomentosa A n.d. Baie Mahaut, Gp.
Porcellionidae  Porcellio laevis A n.d. Fr.
Porcellio gallicus A + Montpellier, Fr.
Porcellio dilatatus dilatatus A n.d. Rom, Fr.
Porcellionides pruinosus A? n.d. Mignaloux, Nevers,

Poitiers, St Martin-du-
Fouilloux, Fr.
Athens, Gr.
St Paul, Re.
Tunis, Tu.

'Raimond et al. (1999), *Marcadé et al. (1999). Br.: Brazil, Dk.: Denmark, Fr.: France, Gp.: Guadeloupe, Gr.:

Greece, It.: Italia, Re: Reunin Island, Sp.: Spain, Tu.: Tunisia, UK: United Kingdom.
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RFLP-Southern blot profiles oBphaeroma serratutmtDNA with nine enzymes
(Avrll, BanHl, Bglll, EcaRl, Hincll, Hindlll and Pvul) show 8 profiles of only one band,
ranging from ~15 kbBamHJ) to ~3 kb Ecarl andHindlll), and one profile with two bands
(with Avrll). This last one could be the result of a resiit site on thel6SrRNAgene as no
labelled band was obtained after denaturation & digestion product (data not shown).
These results suggest a classical circular monemaiNA structure foS. serratum

RFLP-Southern blot profiles omsellus aquaticusmtDNA with five differents
enzymes revealed only one profile with a singledb@tincll, data not shown), and four
profiles with two bands (withAvrll, Bglll, EcoRI and Xhd). Denaturation of these four
digestion products give one band patterns, gereeriagethe refolding of dimers band on
themselves, indicating an atypical structure of M#Dsimilar to those of oniscid species

(figure 5).

Atypical mtDNA and heteroplasmy

In our samples, 12 species with an atypical mitodn@l genome also harbour a dual
tRNA. However, all the species with an atypical @ee do no have a dual tRNA. It is the
case for both Philosciidae speci&hiloscia muscorumand Chaetophiloscia elongata
(Table2).

@‘9
‘?P Do Ay >
& Y & >
3 T (PP 1O
LN L. oceanica e e + +
E1 A2 B1 B2
21kbp- “  15.289b ol -
10.5kb P- — - 11.137kb
- -« 7.140kb
Figure 4 Southern blot analyses of L. oceanica Figure 5 Southern blot on Asellus
mtDNA. E1 is a reference of P. dilatatus dilatatus aquaticus mMtDNA (Asellota: Asellidae)
mtDNA digestion with EcoRI. A2, B1 and B2 are L. revealed by a specific 16SrDNA probe.
oceanica mtDNA digestion by Avrll, BamHI and Bglll Enzymes are Bglll, EcoRl, and Xhol. Bglll-
respectively. Sizes in kb on the right correspond to d, EcoRIl-d and Xhol-d correspond to
the expect sizes calculated from the mt genome denaturated RFLP profiles.

sequence of L. oceanica (NC_008412). Southern
blots are revealed by specific 16SrDNA probes.
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DISCUSSION

The aim of this study was to evaluate the distrdyutof the atypical structure of
mtDNA among Oniscidea by RFLP analyses. Among 1€cigs of Oniscidea tested, 18
harbour an atypical mt genome with a total sizegiragn from ~42 kb (i.e. 3x~14 kb, e.g.
Armadillidium sp.) to ~48 kb (i.e. 3x~16 kb, e@niscus asellys all belonging to the group
of Crinocheta (group that include 80% of oniscid@ps). As a control, we used the sea slater
L. oceanica known to harbour a classical mtDNA structure &,2B9 bp (Kilpert &
Podsiadlowski 2006). This species, from the gdrgs, is considered as a prototypal land
isopod (Carefoot & Taylor 1995), and currently hlaed basaly in phylogenies of Oniscidea
(Michel-Salzat & Bouchon 2000; Mattern 2003; Schin2@08).

More widely, we examined the mt genome structunagjanization of two non-
oniscidean isopod species: the marf@e serratum(Spheromatidae), from the sub-order
Flabellifera, sister-group of Oniscidea, and theslfiwaterA. aquaticus(Asellidae) from the
sub-order Asellota, assumed to be primitive Isop@ilagele 1989; Brusca & Wilson 1991;
Dreyer & Wagele 2002). Ir5. serratumwe observed the presence of a classical circular
monomer as irh.. oceanica In A. aquaticuswve unexpectedly observed an atypical mtDNA.
These results suggest that the atypical structurg@NA could have appeared at least before
the divergence of the differents Isopods sub-ordeP&S0 million years ago (oldest fossil
record of Asellota dated to late Paleozoic; Wil§4889), and might be widespread in Isopods.

The presence of atypical mtDNA in the early isoga®llota but not inS. serratum
and the oniscid.. oceanicasuggest potential reversions or convergenceseofitiearization
and dimerization of the mt genome during Isopodwgian. In the first case, reversion might
have occurred irs. serratumandL. oceanica while in the second case, convergences may
have occurred i\. aquaticusand Crinocheta oniscids. To clarify this distribatof atypical
MtDNA and its evolution in isopods, more investigas are needed among the different sub-
order and families. Otherwise RFLP investigatioruldobe extended to sister groups of
isopods from the super-group of Peracarida. Altihougcent sequencing of the complete
mitochondrial genome of the amphipddetacrangonyx longipegevealed a classical
organization of mtDNA constituted by circular monens (Bauza-Ribogt al. 2009), possible
reversions of mtDNA structure argue for a possiftegmented distribution of atypical
MtDNA. Besides, as the relative position of Isopaathin Peracarida is still in debate (Poore
2005; Spearet al. 2005; Jenneet al. 2009; Willset al. 2009; Wilson 2009), as well as the
phylogenetic relationship within Isopod sub-ordé/agele 1989; Brusca & Wilson 1991;
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Wetzer 2001; Wilson 2009), the use of the mtDNAigure, together with the traditional
morphological and molecular markers, could be dsefu

Dimers as products of replication

We may wonder how this structure have appearechasteen maintained during so
long time. To have more insight about it, we shaxdminated the functional constraints and
the selective pressures that act on the genometwteu Generally in metazoan mtDNA, the
only mtDNA form that exists and replicates is acelar monomer (Boore 1999). In the case
of the atypical mtDNA of Isopods, no circular moremis reported by RFLP analyses. Indeed
the replicative form might be one of the two kimafsmolecules: circular dimers or linear
monomers.

If the replication is performed from the linear malles, dimers could be the products
of replication. This peculiar way of replicationveabeen mentioned to explain the presence
of head-to-head circular dimers in yeast mtDNA (@iél et al. 1993), as well as iBorrelia
Spirochetes (Casjens 1999). In both cases, augroposed a model with a circular dimer
replications intermediates of the linear monomé@rkese linear molecules should have
hairpin-like ends (telomeres) to complete the cgpion and generate dimers with head-to-
head and tail-to-tail junctions (Dinouét al. 1993; Casjens 1999). This kind of replication
generates circular palindromes of twice the sizéhef monomer, as it is observed in the
atypical mtDNA of isopods. Resolution into monoradimear DNAs could occur either by a
site-specific nuclease that nicks palindromic eischt the junctions (Dinouét al. 1993) or
strand separation of dimers (Casjens 1999). Retval (2001) observed this mechanism in a
bacteriophage plasmid, where they identified a ghooherase enzyme responsible of the
partition of two monomers from circular replicatioiermediates head-to-head dimers.

Interestingly, the presence of such telomeres ceyfdain the difficulties of cloning
linear extremities of monomers (Marcadgal. 2007). Moreover, dynamic system allowing
linear monomers to generate circular head-to-heawrd through replication can promote
homogenization of nucleotide sequences of everyaman that composed both linear and
circular forms. Interestingly, such homogenizatisrcongruent with the conservation of the
restriction enzymes sites between monomers andrslimiaserved in our RFLP analyses.
Moreover, homogenization has been observed on thgemome partially sequenced Af

vulgare where only one base was observed to be polymo(pharcadéet al.2007).
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Dimers as vector for stable heteroplasmy

Another way of formation of head-to-head circuldimers could be the direct
association of two linear monomers. Such assoaatimuld have the advantage to linked
divergent mitotypes. Interestingly, mt genomeseifesal oniscid species present an original
dual tRNA, alloacceptor for Alanine (UGC) and Va&i(iUAC), resulting from a polymorphic
site on the second base of the tRNA anticodon ([zbwh al. 2008). These two tRNAs are
essential for mitochondrial translation and havebéotransmitted together, while no other
tRNA Alanine and Valine have been found in the mfBF A. vulgare The association of
two monomers with different tRNA, creating a polymioic dimer, will be an ideal way to
avoid the mtDNA bottleneck during oogenesis (Kha@008; Waiet al. 2008), as well as
MtDNA segregation during mitosis. Dimers will be this case a potential vector for
heteroplasmy inheritance.

Moreover, maintenance of dimers in oniscid mtDNAuld be necessary for
heteroplasmy transmission. Both essential tRNAsidka and Valine might constrain the
conservation of dimers that harbour both tRNAsslith a case, heteroplasmy became a
pressure for the maintenance of dimers. Howeves,hypothesis does not fit in the cases of
the specied’hiloscia muscorunand Chaetophiloscia elongatéhat do not present the two
tRNAs Alanine and Valine on the same mitochondoals. For these species, dimers should
be maintained by another selective force, whicHccbe another heteroplasmy.

Direct association of monomers in head-to-head dineenot common in organellar
DNA. To our knowledge, only one example has beestmlged for such association, i.e. two
circular monomers through intermolecular recombamatevent in chloroplast DNA of
spinach and lettuce (Kolodner & Tewari 1979). Stii these cases recombinations are
produced via circular monomers, which do not exishe atypical mtDNA of Isopod. Indeed,
formation of head-to-head circular dimers in atgbimmtDNA, through an association of

monomers, might occur from linear forms.

A non exclusive hypothesis

The high sequences conservation between mononmetsdianers observed .
vulgare mtDNA (Marcadéet al. 2007) is in favour of a circular head-to-head icgtion
intermediate mecanism, while the presence of itdekrineteroplasmy (Doublett al. 2008)
coupled with the atypical structure of mtDNA in nyaoniscid species argue for a fusion of
divergent monomers. However, a mixed hypothesisdcbe raised, involving a dissociation

of monomers from neo-replicated dimers, following B reassociation of divergent
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monomers. This “flip-flop” hypothesis, proposedmDNA of yeast by Dinouétt al (1993),
could promote the formation of dimers with the t#®NAs Alanine and Valine (Figure 6).
However, it is still unclear why the associationtaio divergent monomers will reform a
palindromic head-to-head circular dimer, rathenthdinear dimer, or a head-to-tail circular

dimer.
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CONCLUSIONS

Many complete metazoan mitochondrial genomes haes Isequenced, providing a
lot of information on nucleotides and genes compmsi genes order, which are useful for
phylogeny. However, nucleotides sequences cannooide global information on structural
organization of genomes. One of the most strikirgngples is the atypical mitochondrial
genome of the terrestrial crustaceanvulgare(lsopoda: Oniscidea). This original structure
was firstly described through RFLP analyses, whdquencing failed to recover the totality
of the genome.

Here, we show that the atypical mtDNA structure niduin A. vulgare and P.
pruinosus (Marcadéet al. 1999; Raimondet al. 1999) is widespread in Oniscidea, and
potentially widely distributed among isopods. Wesoalobserved that reversions or
convergences in mtDNA structure might have happaing Isopod evolution. Factors that
affect maintenance of this structure of mtDNA remanknown. However, the presence of
both dimers and a constitutive heteroplasmy ona tRINA gene (Doubleet al. 2008) in
several oniscid species, suggest that heteroplasayyfavour the maintenance of dimers.

To provide more information on the relation betwdbese two features, it will be
necessary to clone the junction’s zones of the dirmed get the sequence of both tRNA of
each side. Sequencing the junction zones of thadvamic dimers, as well as extremities of
the linear monomers will be as well of prime intréor the description of the replication
mechanisms of the atypical mtDNA. Finally, we destoste that further studies on Isopods
mt genomes, or more largely Peracarid Crustacesimsuld include RFLP analyses to
complete the survey of mtDNA structure. This isticatarly true for the marine isopod
Idotea baltica for which sequencing failed to clarify its strut (Podsiadlowski &

Bartolomaeus 2006).
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Figure VI-1: Southern blot des profils RFLP de 'ADNmt des espéces Platyarthrus hoffmannseggii, P.
caudatus et Trichorina tomentosa (Platyarthridae) et Halophiloscia couchii (Halophilosciidae) révélés par
hybridation d'une sonde 16ARNr radiomarquée, amplifiée a partir d’ADN de P. hoffmanseggii. Les enzymes
de restriction sont : EcorRI (E1), BamHI (B1), Xhol (X1) et Hincll (H2). A gauche, un contrdle de taille a été
réalisé a I'aide de ’ADNmt d’Armadillidium vulgare digéré par BamHI (B1).

C. efongata
A2 E1 E1d

Figure VI-2: Southern blot des profils
RFLP de I'ADNmt de Chaetophiloscia
elongata révélés par hybridation d'une
sonde 16ARNr radiomarquée, amplifiée a
partir d’ADN de C. elongata. Les enzymes
de restriction sont : Avrll (A2), EcorRI (E1),
et EcoRlI apres dénaturation (E1d).

& Philoscia muscorum

?.'
X1 B2 H2H2d

21kb > - el .
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Figure V I-3 : Southern blot des profils RFLP de ’ADNmt
de Philoscia muscorum révélés par hybridation d'une
sonde 16ARNr radiomarquée, amplifiée a partir d'/ADN
de P. muscorum. Les enzymes de restriction sont : Bglll
(B2), Hincll (H2), et Hincll aprés dénaturation (H2d). A
gauche, un contrble de taille a été réalisé a l'aide de
I’ADNmt d’Armadillidium nasatum digéré par Xhol (X1).
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2. Résultats de southern-blot

Certains résultats n'ont pas été présentés dansdeuscrit de la publication
précédente. Ces résultats sont des southern Ifletsués a partir d’échantillons qui n’avaient
pas donné de résultats visibles en RFLP sur les djagarose, a cause d’'une trop faible
quantité d’ADNmt (individus isolés). Les southerlotb effectués sur ces échantillons ont
révélé des profils d’ADNmt atypiques pour plusieespeces d’'Oniscidea. C’est le cas des
especes de la famille des Platyarthri@datyarthrus hoffmannseggiPlatyarthrus caudatus
Trichorhina tomentos@t de I'especélalophiloscia couchiifamille des Halophilosciidae) —
(figure VI-1). C’est également le cas des especes lal famille des Philosciidae
Chaetophiloscia elongatéigure VI-2) etPhiloscia muscorun{figure VI-3).

En revanche, les southern blots effectués surétdgmntillons de I'lsopode marin
Sphaeroma serratuniSphaeromatidae) ont révelé un profii ’ADNmt dge classique

constitué de monomeres circulaires (figure VI-4).

Q\'b
&
o Sphaeroma serratum
X1 AZ B1 B2 E1 H2 H3 P2 X1
18,6kb P N -
-
9,3kb o N -

Figure VI-4: Southern blot des profils RFLP de 'ADNmt de
Sphaeroma serratum révélés par hybridation d'une sonde
16ARNTr radiomarquée, amplifiée a partir d’ADN de S. serratum.
Les enzymes de restriction sont : Avrll (A2), BamHI (B1), Bglll
(B2), EcorRI (E1), Hincll (H2), Hindlll (H3), Pvull (P2), Xhol
(X1). A gauche, un contrble de taille a été réalisé a l'aide de
I’ADNmt d’'Oniscus asellus digéré par Xhol (X1).
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Tableau VI-1 : Statuts d'infection par Wolbachia des espéces dont nous connaissons la
structure de I'ADNmt. La structure est notée : A = Atypique et C = Classique. Dans la
colonne ‘Hétéroplasmie’, + = hétéroplasmique sur 'ARNt bivalent, - = homoplasmique et
n.d. = non déterminé (d'aprés Doublet et al. 2008). Le statut d’infection par Wolbachia est
note + ou -. Ces données sont une compilation d’aprés (1) Bouchon et al. (1998), (2)
Bouchon et al. (2008), (3) Ben Afia Hatira et al. (2008), (4) Marcadé et al. (1999), (5) D.
Bouchon, comm. pers. et (6) ce travail.

Structure _Statu_t
SOUS-ORDRE R - . d'infection
. Especes du Hétéroplasmie
Famille Génome par
Wolbachia

ASELLOTA

Asellidae Asellus aquaticus A n.d. +18)

FLABELLIFERA

Sphaeromatidae Sphaeroma serratum C n.d. 18)

ONISCIDEA

Diplocheta
Ligiidae Ligia oceanica C - +@
ONISCIDEA
Crinocheta

Armadillidae Cubaris murina A + +@8)

Armadillidiidae  Armadillidium depressum A + +©
Armadillidium maculatum A n.d. -6
Armadillidium nasatum A + +@
Armadillidium vulgare A? + +@®2
Eluma purpurascens A n.d. +©

Cyliscticidae Cylisticus convexus A + +@

Halophilosciidae Halophiloscia couchii A n.d. -©

Oniscidae Oniscus asellus A n.d. +@

Philosciidae Philoscia muscorum A - +@
Chaetophiloscia elongata A - +@

Platyarthridae  Platyarthrus hoffmannseggii A + +@
Platyarthrus caudatus A + +©®
Trichorhina tomentosa A n.d. -6

Porcellionidae  Porcellio laevis A n.d. +©)
Porcellio gallicus A + +©®
Porcellio dilatatus dilatatus A n.d. -©)
Porcellionides pruinosus AP n.d. +@

®Raimond et al. (1999)
®Marcadé et al. (1999)
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B. Influence de \Wolbachia sur la propagation de ADNmt
atypique

Nous avons vu que l'apparition de la structure igiyp de ’TADNmt est ancienne chez
les Isopodes. Sa présence chez I'espece d’eau d@etlels aquaticusious indique qu’elle
serait antérieure a la divergence des sous-ordess Asellota et des Oniscidea, datée
d’environ 250 millions d’années (Wilson 1999). Cegent, nous ne savons pas quels facteurs
ont pu influencer la mise en place de cette stracitypique, ainsi que les facteurs qui ont pu
contribuer a sa diffusion.

Parmi les facteurs qui ont pu jouer dans la projagade 'ADNmt atypique, un
intérét particulier peut étre porté aux bactériedosymbiotiquedNolbachia Ces bactéries
sont en effet connues pour étre des parasites ceptaduction de leurs hétes. Comme les
mitochondries, elles se transmettent maternellemeinpour augmenter leur potentiel de
dispersion, elles ont développé plusieurs strased@vorisant le sexe femelle dans les
populations d’hétes.

CesWolbachiasont courantes chez les Isopodes et assez largegpandues chez les
Oniscidea. Leur présence est estimée a environd&/especes d’Oniscidea (Bouclatral.
1998; Ben Afia Hatiraet al. 2008; Bouchoret al. 2008), chez lesquelles leurs effets sont bien
connus. Deux phénotypes ont été décrits: (i) etleavent induire une incompatibilité
cytoplasmique entre des males infectés et des liesnebn infectées (Legrand & Juchault
1986; Moretet al. 2001), ou (ii) provoquer une féminisation des regMartin et al. 1973,
Juchaultet al. 1994; Bouchoret al. 2008). Ces deux phénomeénes ont pour conséquence de
favoriser la reproduction des femelles infectéesdehc la propagation des bactéries.
Toutefois, cela n’est pas sans impacts sur la siiéegénétique mitochondriale des hotes.
Plusieurs études ont montré que la présence ddesdiéminisantes dé/olbachiapouvait
entrainer une baisse de la diversité de 'ADNmtsdas populations d'Oniscidea (Marcaaté
al. 1999; Rigaudet al. 1999a). Ce phénoméne d’auto-stop (hitchhiking) sistple : en
favorisant la reproduction des femelles infectdes,Wolbachias’'imposent vite dans une
population, entrainant avec elles le mitotype qur lest associé dans le cytoplasme.

Ce phénomene d’auto-stop aurait-il pu favoriser pl@pagation de I'ADNmt
atypique ? Ce lien entré/olbachiaet TADNmt atypique des Isopodes semble difficdle
démontrer. Dans le tableau VI-1 nous présentonstdeut d’infection patWolbachiades
especes dont nous connaissons la structure de MDRe tableau a été réalisé a partir de

données disponibles dans la littératuii@ouchonet al. 1998; Ben Afia Hatiret al 2008;
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Bouchonet al 2008), ainsi que par des tests de présenceluctérie chez des especes pour
lesquelles aucune donnée n’était disponible (@simplification par PCR du géne bactérien
wsp. Nous pouvons voir dans ce tableau gu'une majatés especes possede un ADNmt
atypique et hébergent d&¥olbachia mais desWolbachiasont aussi observées chez des
especes au génome mitochondrial classique. Il ngoac pas de lien direct entre les
Wolbachiaet la structure atypique du génome mitochondeal ldopodes.

Néanmoins, si nous ne voyons pas de lien direce datprésence dé/olbachiaet
celle de TADNmt atypique, nous pouvons imaginee @e lien est plus ancien. En effet, il est
possible que I'ancétre commun des Oniscidea etAdetlota, chez lequel est apparue la
structure atypique du génome mitochondrial, aihpberger de®Volbachia Si cette souche
hypothétique provoquait de plus un biais de la re¢o- en faveur des femelles, nous
pourrions imaginer qu'un phénomeéne d’'auto-stopesaitsmis en place et aurait permis une
rapide propagation de 'TADNmt atypique a partirog¢ Isopode ancestral.

Les datations de I'émergence d&slbachiane semblent pas pouvoir supporter cette
hypothese. Alors que nous estimons la divergenseQiescidea et des Asellota a au moins
250 million d’années, celle des difféerentes soude¥/olbachia infestant les nématodes et
les Arthropodes, est estimée a 100 millions d’asri{@andiet al. 1998). Il semble donc que
ADNmt atypique soit antérieur a la présence dé&®lbachia chez les Arthropodes.
Toutefois, I'estimation de I'age des souchesVdelbachiaest difficile, de par I'évolution
rapide du génome de ces bactéries, les transfaithtaux de ces symbiotes entre différents
hotes, et les recombinaisons qui peuvent se faire &s souches (Baldd al. 2006; Verneet
al. 2007; Werrenet al. 2008). Nous ne pouvons donc pas affirmer que &arccommun
Isopode chez lequel est apparu 'ADNmt atypiqueoktait pas d&Volbachia ou toute autre

bactérie parasite de la reproduction.
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C. Résultats préliminaires sur la synténie de 'ADNmt des
Oniscidea

Dans le travail présenté précédemment, nous awmsimtré que la structure atypique
de 'ADNmt est présente chez la majorité des Odesi Dans notre échantillonnage, seule
I'espéceL. oceanicaprésente un ADNmt classique. La méthode de RFLé roqpus avons
utilisée a mis en évidence la conservation des sigerestriction entre les monomeres et les
diméres de 'ADNmt atypique chez tous ces Onisgideanme cela avait été démontré chez
A. vulgareet P. pruinosugMarcadéet al. 1999; Raimonckt al. 1999). Comme pour ces deux
especes, nous l'avons interprété comme étant leltaésd’'un systéme dynamique qui
homogénéise les séquences entre les monomerssanieres.

Si ce systéme favorise I'homogénéisation des s@mgsemucléotidiques entre
monomeres et diméres, peut-il avoir un effet surcdémservation de l'ordre des genes
mitochondriaux ? Lorsque nous avons séquencé I'ADMA. vulgare nous avons vu gue sa
synténie (ordre des genes) est identigue a celldede autres Isopodds oceanicaet .
baltica (Marcadéet al. 2007). Mais nous ne savons pas si cet ordre dessgest conserve
chez tous les Oniscidea. Pour tester 'hypothésta dmnservation de la synténie chez les
espéces au génome atypique, nous avons effectu@naglifications de longs fragments
d’ADNmt par PCR. Cette technique, déja utilisée Parehrdanzet al (2002) lors d’'une
analyse de la conservation de la synténie mitoati@edchez les Arthropodes, a permis
d’observer une synténie mitochondriale differertezcun Oniscidea, déterminé comme un
Oniscus spNous avons donc élargi cette étude a plusieyveces d’Oniscidea issues de
notre échantillonnage. Seuls quelques résultatimpné@ires ont été obtenus. Nous les

présentons ici.

1. Conservation de I'ordre des génes dans les génoatygsiques

Pour réaliser cette analyse, nous avons examirgrégions de TADNmt communes
aux trois Isopodes dont nous connaissions la séguis ’ADNmt :A. vulgare L. oceanica
etl. baltica. Ces trois régions sont situées : (i) entre lereg€6SARNret Cox], (ii) entre les
genesCox3et12SARNTret (i) entre les gendsad5etNad4 Ces fragments d’ADNmt ont été
amplifiés par PCR en utilisant des couples d’ansgpmécialement dessinées pour ce travalil,
a l'aide des trois génomes mitochondriaux d’lsogo@eir la séquence de ces amorces en

annexe 4).
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Tableau VI-2: Etude de la synténie mitochondriale des Oniscidea, réalisée via des
amplifications par PCR sur trois portions de génome. - signifie qu’aucune amplification n'a
été obtenue. n.s. signifie des amplifications non spécifiques. Les tailles des amplifications
sont notées en kilobases (kb) : lorsque les tailles ne sont pas en gras, elles correspondent
a celles attendues, en revanche les tailles notées en gras ne sont pas celles attendues.

FAMILLE Taille des amplifications

Espéce 16SARNICox1 Cox3 12SARNr Nad5- Nad4
AGNARIDAE

Hemilepistus reaumuri - a -
ARMADILLIDAE

Armadillo officinalis 1kb a a
ARMADILLIDIIDAE

Armadillidium maculatum - a a

Armadillidium vulgare 2 kb 2,5kb 1,7 kb

Armadillidium nasatum - a 1,7 kb

Armadillidium depressum 1,7 kb
BALLONISCIDAE

Balloniscus sellowi - a a
CYLISTICIDAE

Cylisticus convexus - a a
LIGIIDAE

Ligia oceanica 2 kb 2,5kb 1,7 kb
ONISCIDAE

Oniscus asellus - a 1,7 kb

Oniscus lusitanus 2 kb a a
PHILOSCIIDAE

Atlantoscia floridana - 1,5kb a

Chaetophiloscia elongata - - 1,7 kb
PLATYARTHRIDAE

Trichorhina tomentosa 2 kb a a
PORCELLIONIDAE

Porcellio cingendus 2 kb - 1,7 kb

Porcellio dilatatus dilatatus - a a

Porcellio dilatatus petiti - a a

Porcellio laevis 1,7 kb
TYLIDAE

Helleria brevicornis - a a

M A. efficinalis A. vuigare O. aseilus L. oceanica T-

Figure VI -5 : Exemple d’amplification PCR sur une portion du génome mitochondrial
entre les genes 16SARNr (amorce IlIF) et Cox1 (amorce IlIR). M représente le
marqueur de taille (Smart Ladder - Eurogentec) et T- le témoin négatif. Les espéces
sont Armadillo officinalis (Armadillidae), Armadillidium vulgare (Armadillidiidae),
Oniscus asellus (Oniscidae) et Ligia oceanica (Ligiidae).
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Ces expériences préliminaires ont fourni peu deltas exploitables. Sur les trois
régions de I'ADNmt et les 17 espéces étudiées, eseuleux especes présentent
vraisemblablement des signes de réarrangementgalleau VI-2 présente les résultats
obtenus par PCR sur ces trois régions. Pour laiprerportion d’ADNmt, comprise entre la
sous-unité ribosomal&6SARNret le géneCoxl, trés peu d’amplifications ont été obtenues.
Ceci peut étre la conséquence soit d'une divergelese séquences a I'emplacement des
amorces, soit d’'un réarrangement ou d’'un changedienientation des genes, ne permettant
pas d’obtenir une amplification. Mais comme nousvohs pas réussi a amplifier cette région
pour de nombreuses especes, il est trés probableajgoit des divergences des séguences
nucléotidiques a I'emplacement des amorces quentgpas permis ces amplifications. En
revanche, parmi les especes présentant une arapdific 'especeArmadillo officinalis
(Armadillidae) présente une bande deux fois plugggue celles obtenues avec les témoins
A. vulgareet L. oceanica(l kb au lieu de 2: figure VI-5). Aprés avoir séqué cette
amplification et soumis la séquence sur NCBI, nausns bien retrouvé les genE8SARNr
et Cox1, mais pas le géndad2qui se trouve ordinairement entre ces deux genes l&s
Isopodes (Marcadét al.2007). Nous pouvons en déduire alors que ce jad@a changé de
place dans le génome mitochondrighdofficinalis

Pour la seconde région mitochondriale que noussaetrdiée, comprise entre le géne
Cox3 et la sous-unité ribosomal®@2SARNy nous avons eu beaucoup d’amplifications
multiples non spécifiques (tableau VI-2). Il eshddlifficile de savoir si cette région a subi
des réarrangements chez les Oniscidea. Seule degytantosciafloridana présente une
seule amplification, d’une taille de 1,5 kb, in&rie a celles obtenues ch&zvulgareet L.
oceanica(2,5 kb). Malheureusement nous n'avons pas réusgquencer le produit de cette
amplification et nous ne savons pas encore s'gisldaien d’'un réarrangement génique.

Enfin, pour la troisieme portion de TADNmt des ®cidea, comprenant les genes
Nad5 et Nad4 la majorité des especes ne présente qu'une seybdification d’'une taille
identique a celle des témoins : ces deux geneslepirdtre restés I'un a coté de l'autre et
dans la méme orientation chez 'ensemble des Qlgaci

Ces premiers résultats apportent donc assez pdarhees nouvelles, mais suggerent
néanmoins que la synténie mitochondriale chez l@sd@lea est peut-étre moins conservée
gue ce que l'on pensait. La méthode et les amantisées pour ces amplifications ne
semblent pas trés adaptées pour cette analysep@atiaenir du taux d’évolution rapide des
séquences d’ADNmt des Oniscidea, comme cela a @dionné précédemment lors d’études

phylogénétiques (Michel-Salzat & Bouchon 2000; W&et2002). Néanmoins, nous pouvons
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voir dans le tableau VI-2 qu’une, voire deux espesemblent présenter un réarrangement de
leur synténie mitochondriale : Armadillo  officinalis et Atlantoscia floridana
Malheureusement, nous ne connaissons pas la sguwaUu’ADNmt de ces especes. Nous ne
savons pas donc si ces réarrangements se senadoitp dans des génomes mitochondriaux
a la structure classique ou atypique. Enfin, nolsvams pas confirmé la présence de
réarrangement de génes dans le gédbméscus comme l'avaient trouvé Roehrdaet al
(2002).

2. Mécanismes des réarrangements de I'ordre des genes

Chez les Métazoaires, les réarrangements de I'aldsegénes mitochondriaux sont
fréquents. L'accumulation de séquences d’ADNmtdarmieres années a permis d’étudier ce
phénomene et dorénavant il est largement admisnqutiénomene particulier est a I'origine
de ces réarrangements : le mécanisme de « dupficatperte aléatoire ». Ce phénomene se
caractérise par une duplication, qu’elle soit ®tall partielle, en tandem ou en opposition,
suivi de la perte aléatoire d’'une copie de chaces genes dupliqués (Macey al. 1998;
Boore 2000). Ce modele suppose donc une absenueskion de sélection pour le maintien
des deux copies de chacun des géenes.

Cette théorie peut-elle s’appliquer aux Onisciddaghs le génome mitochondrial
atypique, présent chez un grand nombre d’Oniscitiegiste une molécule « naturellement »
dimérisée. Ces dimeéres pourraient alors étre impigdans des réarrangements. De tels
réarrangements de genes suite a une dimérisatioplete du génome mitochondrial ont déja
été proposeés chez d’autres Arthropodes (Laetad. 2002).

Pour vérifier I'hypothese de [limplication des dimé dans d’éventuels
réarrangements de genes mitochondriaux chez lescidea, nous n'avons pas obtenu assez
de résultats. Nous venons de voir que des changendensynténie se sont probablement
produits chez deux especes d’Oniscidéa, officinalis et A. floridana mais nous ne
connaissons pas la structure de leur ADNmt. Enn@wa, nous pouvons nous intéresser au
résultat obtenu par Roehrdaet al (2002) pour urOniscus sp Ces auteurs ont en effet
observé une suite de gendadl:12SARN16SARNiNad6Nad4l-Nad4 chez cette espéce
non déterminée. Cette suite de genes ne se retqimasalans les génomes séquencés des
Isopodesl. baltica, L. oceanicaet A. vulgare Nous avons donc analysé cette séquence de
géenes et tenté d’expliquer les étapes nécessamespasser de I'ordre des genes d’origine
(celui observé chez les trois Isopodes) a cettie sl génes observée par Roehrdainal

(2002). En comparant ces deux génomes (figure Vh6us avons déterminé qu’il fallait
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Figure VI-6: Représentation schématique du réarrangement génique observé chez un Oniscus sp. par
Roehrdanz et al. (2002). En haut est représenté I'ordre des génes mitochondriaux observé chez les Isopodes A.
vulgare, L. oceanica et |. baltica, et en bas I'ordre des génes observé chez un Oniscus sp. (Roehrdanz et al.
2002). La fleche désigne le changement d’orientation et de localisation du groupe de géne 16SARNr — Nad6 —

Nad4L — Nad4.
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deux étapes pour obtenir la synténie observée tHeuaiscus sp: (i) un changement
d’orientation du groupe de gehmd4Nad4l-Nad616SARNpar rapport au reste du génome
et (i) un changement de brin de ce méme groupgede. Pour obtenir un tel changement
dans un génome dupliqgué en tandem (avec des jarctie type « téte-queue »), ces deux
étapes devraient se faire séparément. En revadahs,un génome dupliqué présentant des
diméres de type palindromiques, comme ceux quediuserve dans les génomes atypiques
des Oniscidea (avec des jonctions « téte-tétem)saul événement de réarrangement est
nécessaire (figure VI-6).

Dans le cas de c@niscus spdécrit par Roehrdaret al (2002), nous ne savons pas
s'il s’agit d’'une espéce qui posséde un génome amitodrial atypique. Il est cependant
possible que cela soit le cas s’il s'agit réelletrddune espece du gen@niscus Nous avons
démontré dans ce chapitre que I'espBeescus aselluprésente bien un ADNmt atypique.
De plus, nous avons aussi démontré que le génortechuindrial atypique de I'espéce
Oniscus aselluprésente une taille totale de ~48 kb, soit 3x~i6de qui correspond a une
augmentation de la taille de ~2 kb par monomergg@ort aux autres Oniscidea au génome
atypique (Doublett al en prép.). Dans le cadre de réarrangements gs)igua justement
été démontré qu’'une augmentation de la taille duogée peut étre la conséquence de ce
mécanisme de duplication + perte aléatoire, dua @résence de copies de genes non
fonctionnelles (pseudogénes) qui n’ont pas enciréléminées par la sélection (Macetyal.
1998; San Mauret al. 2006; Fujitaet al. 2007). Evidemment, pour l'instant aucune donnée
ne confirme les liens entre 'augmentation de [detalu génome mitochondrial @niscus
asellus I'observation d’'un nouvel ordre génique et lagerce de pseudogénes. D’ailleurs
nous n’‘avons pas retrouvé ch@niscus asellude méme ordre des genes observé par
Roehrdanzt al (2002). Cependant, siOhiscus spde Roehrdanet al (2002) posséde bien
un ADNmt atypique, nous pourrions imaginer que €armangement se soit réalisé en une
seule étape, par duplication + perte aléatoirearéirgd’'un dimére d’ADNmt palindromique,
comme cela est représenté dans la figure VI-6.

Néanmoins, si des réarrangements géniques se face @ la dimérisation, il faudra
éclaircir un point important : est-il possible gquéperte aléatoire de géne se produise sur un
dimere et que '’ADNmt reste sous la conformatioypajue (diméres + monomeres) ? En
effet, on peut se demander ce que devient le disiiknea une perte de genes : la disparition
d’'une copie de chacun des genes d’'un dimere candula formation d’'un monomeére a la
synténie différente. Ainsi, soit le génome perdsacture atypique, soit le génome retrouve

une structure atypique a partir de ce nouveau memopossédant une nouvelle synténie.
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D. Conclusions

Dans cette troisieme partie, nous avons montrélajstructure atypique du génome
mitochondrial observée chéx vulgareet P. pruinosusest également présente chez un trés
grand nombre d’Oniscidea. A I'heure actuelle, s¢elgpecel. oceanicaa été observée avec
un génome mitochondrial de type classique, présestulement des molécules circulaires
monomeriques.

Nous avons également démontré en élargissantétetie a deux especes d’lsopodes
aquatiques non-Oniscidea que la structure atypdiuggéenome mitochondrial pouvait étre
largement répandue chez les Isopodes. En effes awans découvert que cette structure
atypique existait également chez l'espece d'eawc@dsellus aquaticugAsellota). Cette
observation est a mettre en parallele avec la ptebarésence d'un ADNmt atypique chez
une espece d’lsopode mairidotea baltica dont le génome mitochondrial n’a pas pu étre
séquenceé entierement.

En revanche, I'observation d’'un ADNmt de type slgge chez l'lsopode marin
Sphaeromaserratum ainsi que chek. oceanica suppose que des événements de réversion
ou de convergence de la structure atypique de I'&kiDWEnt eu lieu au cours de I'évolution
des Isopodes.

La forte corrélation observée entre la présengéd®Nmt atypique et la présence de
I'hétéroplasmie sur le géne de 'ARN{"? suggére également que les deux phénoménes sont
liés. Ainsi, nous pensons que la mise en placeadstructure atypique de 'ADNmt des
Isopodes est I'étape cruciale qui a permis I'apgjeride ’ARNt bivalent chez les Oniscidea.
De plus, il est probable que cette hétéroplasniteegguite devenue un facteur de maintien de
la structure atypique chez ces espeéces.

Enfin, nous avons discuté dans cette partie djussible évolution de I'ordre des
genes mitochondriaux dans les génomes d’Oniscilgartir de résultats préliminaires, ainsi
qgue de données issues de la littérature, il seaiblgue quelques espéces d’Oniscidea ne
présentent pas le méme ordre des geneA. quilgareet L. oceanica Toutefois, nous ne
connaissons pas la structure de 'ADNmt de ces cespell serait donc intéressant de
poursuivre cette analyse afin de voir si les dim@&@@&DNmt des Oniscidea peuvent étre des

catalyseurs de réarrangements géniques.
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VIl. Reconstruction de I'histoire évolutive de ’ADNmt

atypique des Oniscidea

L’étude de I'ADNmt atypique des Isopodes, et pluartipulierement celui des
Oniscidea, a mis a jour plusieurs originalités dénsstructure et la composition de ces
génomes. L’accumulation de telles particularitéspaeait pas fortuite. Il existe de toute
évidence des liens de causes a effet entre ceBiGpET propres aux Isopodes. Aprés avoir
décrit et commenté chacune de ces caractéristidaes les chapitres précédents, il parait
indispensable de retracer l'histoire évolutive de génome mitochondrial unique en

recherchant la succession des étapes qui ont ¢antlexistence de cet ADNmt atypique.

A. Apparition du génome mitochondrial atypique

Il est difficile dans I'état actuel des résultats définir avec certitude quel est le
caractére le plus ancien parmi tous les caract#igmaux observés dans TADNmt atypique
des Isopodes. Toutefois, nous savons que I'apparde la structure atypique, composée de
dimeres circulaires et de monomeres linéaires, &oét parmi les plus anciens. L'observation
de cette structure chez I'lsopode aquatiisellus aquaticugAsellota) témoigne de la
présence trés probable de 'TADNmt atypique chemckEsre commun des Asellota et des
Oniscidea il y a au moins 250 millions d’années(dg plus ancien fossile d'Asellota connu a
ce jour, Wilson 1999). Cette datation est une eston minimum, et TADNmt atypique peut
étre encore plus ancien, mais pour le moment lid#idlennage réalisé ne permet pas de
définir tres précisément quand serait apparue cttecture. Une seule certitude sur la
datation de cette structure atypique est qu’elldémasse certainement pas le super-ordre des
Péracarides. En effet, une trentaine de génomesmaihdriaux ont été séquencés et analysés
parmi les autres super-ordres d’Eumalacostracésafities et Hoplocarides), et aucun n'a
révélé la présence de ce type d'ADNmt. Chez leadaédes, les données accessibles dans la
littérature sont beaucoup plus fragmentaires. Ealité¢é seul le séquencage complet du
génome mitochondrial de type classique de I'Amptigbletacrangonyx longipeéBauza-
Ribot et al. 2009) indique que I'’ADNmt atypique n’est pas présehez cette espece.
Cependant, nous avons vu quau cours de ['évolutates Isopodes ont eu lieu
vraisemblablement des phénomeénes de réversions werdADNmt classique, ou de

convergence de I'apparition de TADNmt atypiqueeava présence d’ADNmt classique chez
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les espécekigia oceanicaet Sphaeroma serraturgfDoubletet al.en prép.) — voir figure VII-
1. Ainsi, nous ne pouvons pas totalement écartgmpbthese de la présence d’ADNmt
atypique chez certains Péracarides.

En ce qui concerne les causes et les conditions léaquelles est apparu le génome
mitochondrial atypique, il semble cohérent que r@ation des diméres palindromiques qui
composent ces génomes soit dépendante de I'appadés monomeéres linéaires. En effet,
quel que soit le mécanisme impliqué dans I'élalmnates diméres - par réplication ou bien
par association (cf. chapitre précédent) — les mmames linéaires semblent étre obligatoires
pour former les diméres. Ainsi, I'apparition au ode I'histoire évolutive des Isopodes des
monomeres linéaires d’ADNmt, autrement dit la Img&@ion de la forme classique
monomere circulaire, est une étape préalable @anataiction des dimeres palindromiques.
Comme nous l'avons vu précédemment, la linéarisaties génomes mitochondriaux est
assez courante chez les plantes et les unicedlglamais restreinte aux Chidaires et aux
Isopodes chez les animaux. Cependant, Nosek & Ti@né8003) ont remarqué une
caractéristique commune a tous ces génomes mitddhar linéaires : la présence de
structures répétées inversées a leurs extrémités. sequences, dont l'origine n’est pas
connue — Nosek & Tomaska (2003) mentionnent lagbtebinsertion d’éléments génétiques
mobiles — pourraient étre impliquées dans la lisédion de ces génomes. Le séquencage du
génome mitochondrial &. vulgare et principalement I'obtention de la principalgiagh non
codante ou a lieu la linéarisation et la dimér@atia mis en évidence une telle séquence,
formant une structure secondaire en épingle a cixed&ne trentaine de paires de bases.
Méme si nous ne sommes pas certains qu'elle sgiliqmée dans I'élaboration de la
conformation atypique du génome, il est assez asgamt d’'observer que cette structure
secondaire n’est pas présente dans le génome ontdical de type classique de I'Oniscidea
L. oceanicaKilpert & Podsiadlowski 2006). Nous pouvons damaginer que cette structure
peut jouer un rdle dans la formation des moléclinésires et des diméres.

De telles séquences répétées inversées dans umgém été soupconnées d’'étre a
I'origine de la formation de dimeres d’ADN circul@s et palindromiques, via la formation de
structures secondaires en épingle a cheveux (Biu&R96; Linet al.1997; Lyuet al. 1999).
Cette hypothése a également été développée pan@ietoal. (1993) pour expliquer, a I'aide
d'un modele, la présence de monomeres linéairesleetdimeéres circulaires dans les
mitochondries de levures. Un tel systeme dynamigsie donc possible pour 'ADNmt
atypique des lIsopodes. Cependant, cette hypothé&seend’étre soutenue par d’autres

résultats.
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B. Nouvelle organisation du génome

L’apparition du génome mitochondrial atypique ihyquelgues centaines de millions
d’années a visiblement été accompagnée par deugsaphénomenes : un réarrangement
génique aboutissant a un nouvel ordre des genesedahversion de I'orientation de I'origine
de réplication de TADNmt inversant également laidide composition nucléotidique brin-
spécifiqgue. Les conséquences de ces deux phénorm@hservent chez les trois génomes
mitochondriaux d’lsopodes actuellement séquencBsopode marin Valvifére Idotea
baltica, et les Oniscided. vulgare et L. oceanica Malheureusement, nous n’avons pas
d’'information sur l'ordre des genes d’autres espedésopodes, tel gl&sellus aquaticus
(Asellota). En revanche, cet ordre des genes padicne se retrouve pas dans les génomes
mitochondriaux des Amphipodes (Péracaridik)longipeset Parhyale hawaiensisCeci
nous permet de situer au minimum ces deux événsnagant la divergence des sous-ordres
des Valviféres et des Oniscidea (figure VII-1) mdisest possible également que ces
événements aient eu lieu plus tét, avant I'émergeles Isopodes par exemple.

Méme si ces deux phénoménes de réarrangement génigju d’apparition de
’TADNmt atypique ont eu lieu chez les Isopodes & pees au méme moment, il est difficile
de dire s'’ils sont liés. Il est évidemment troulblgoe les deux phénomenes d’inversion de
I'origine de réplication et de linéarisation-dinsaiion de I'ADNmt aient eu lieu dans la
méme région non codante, a peu prés au méme modeeritvolution des Isopodes.
Toutefois, les phénoménes de réarrangements génigued’inversion de l'origine de
réplication sont des événements relativement corsrmdans les génomes mitochondriaux. I
apparait donc difficile de faire un lien entre éeg®nements, si proche dans le temps soient-
ils.

C. Apparition d'une hétéroplasmie : ARN{""

1. Une hétéroplasmie stable

La nouveauté génétique la plus originale obsenads des génomes mitochondriaux
atypiques est la présence chez un grand nombreistidea d’'une hétéroplasmie générant
deux geénes différents sur le méme locus : I'ABNet TARNt'®. Nous ne savons pas
précisément a quel moment est apparue cette hienoip. Cependant, I'échantillonnage sur
lequel ont été réalisées les amplifications de ARSIt a permis de montrer qu’une grande
majorité des Oniscidea posséde cet ARNt bivalenbus avons donc estimé cette
hétéroplasmie a au moins 30 millions d’années, datia divergence des principales familles
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d’Oniscidea (figure VII-1). En revanche, nous neese si d'autres espéces au génome
mitochondrial atypique, commésellus aquaticuglsopoda, Asellota), possedent également
cet ARNt bivalent. Nous avons montré néanmoins lggsegénomes mitochondriaux des
especes. oceanica(Ligiidae) etDynamene bidentatéSphaeromatidae — Isopode aquatique)
ne le portent pas.

Cet ARNLt bivalent est le premier exemple de locu®chondrial portant deux génes
différents. De cette constatation, nous pouvonsdéduire que la structure atypique de
TADNmt des Oniscidea, et en particulier ses dirsgrent certainement été nécessaires a
I'apparition de cette hétéroplasmie : les dimeresrfaient permettre la présence de deux
ARNLt différents sur le méme locus. Ce serait deaits en bénéficiant de cette structure
atypique que cette hétéroplasmie a pu se mairgesg transmettre, en évitant la réduction du
nombre de molécules d’ADNmt lors de lI'ovogenesem@® nous l'avons proposeé, les
dimeres pourraient étre des vecteurs de I'hétésapka

Consécutivement, il est possible que cette hétésafie soit ensuite devenue un
facteur de maintien de la structure atypique. Hietefhous avons démontré que cette
hétéroplasmie est constitutive du génome mitochahditypique de certaines especes et
permet le positionnement de deux genes essentialgaduction mitochondriale sur le méme
locus. Cette hétéroplasmie apparait donc indispémsmrsque qu'aucun autre ARt
n'apparait dans le génome mitochondrial, comme daras dA. vulgare Devenue alors
obligatoire et vraisemblablement liée a la préselecBADNmMt atypique, cette hétéroplasmie
pourrait étre une des causes du maintien des dintkeres les génomes atypiques. Mais ceci
ne peut étre possible que si les dimeres posséskedieux ARNt différents, sur chacun des
monomeres qui les composent. Si tel est le casgiéfbplasmie représenterait alors une
contrainte pour le maintien de la forme dimérigeeseul un retour a deux genes d’ARNt
séparés dans le génome permettrait un retour nerfoume classique de ’ADNmt.

Si nous acceptons cette hypothése de I'apparitiotindtéroplasmie via les dimeéres
d’ADNmt, nous pouvons alors imaginer que d’autrégéloplasmies aient pu apparaitre au
cours de I'évolution des Oniscidea. C’est d’aileune hypothese qui peut étre évoquée pour
expliquer la présence de I'’ADNmt atypique chez (@siscideaPhiloscia muscorumet
Chaetophiloscia elongatadont les génomes ne présentent pas d’ARNt bivalent
Alanine/Valine. Toutefois, seules des hétéroplasmiermettant I'apparition d’'une nouvelle
fonction semblent susceptible de s’installer. Betetlans le cas d’un gene codant pour une
protéine, une mutation non synonyme sur l'une dascxccopies du dimére entrainerait une

compétition entre les deux protéines différentes pBénomene de compétition créerait alors
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I'apparition de pseudogenes dans le génome : le Bemoins compétitif ne serait pas retenu
par la sélection. Or, ceci n'a pas été observé tagénome dA. vulgare En revanche, dans
le cas de I'hétéroplasmie sur TARNY? | le géne de I'ARNM? a acquis une seconde fonction
d’ARNt"? suite & la mutation de I'anticodon de I'une de desx copies. Ainsi, avec une
fonction différente, en aucun cas ces deux formemtment en compétition dans la
mitochondrie. Ceci restreint alors les hétéroplasmstables aux seuls génes d’ARNt,
puisqu’il est peu probable que les genes mitochandrcodants pour des protéines et les
deux sous-unités ribosomales puissent acquérir nmevelle fonction par le biais d’'une

simple mutation.

2. Des conditions réunies pour la formation d’'un ARNiivalent

Pour que cette hétéroplasmie particuliére ait pia keojour, il fallait non seulement
I'apparition préalable de la structure atypiqueg#inome mitochondrial, comme cela a été
mentionné précédemment, mais il était nécessagdegpudeux genes d’ARNt, pour I'Alanine
et la Valine, puissent cohabiter et que leurs éldmd’identités n’entrent pas en conflit. Or,
nous avons vu dans le chapitre V que les élémeéidisntités de ces deux ARNt ne sont pas
compatibles : si I'élément d'identité de 'ARWt est généralement I'anticodon, I'élément
d'identité principal de 'ARNY® est une paire G:U présente dans le bras acceette
paire de bases est incompatible avec un autre AR&t, comme cela a été démontré
expérimentalement, tout ARNt possédant une paiké €& trouve aminoacylé par un acide
aminé Alanine, quel que soit son anticodon (McCkifoss 1988; Francklyn & Schimmel
1989; Shiet al. 1992).

En comparant les génomes mitochondriaux des espheaeEsanicaet A. vulgare il
est évident que c’est 'ARMY qui est apparu sur TARNE. Nous pouvons voir que le géne
de 'ARNt"® n'a pas changé de place entre ces deux espécetufies ARN? de ces deux
especes ont une partie de leur séquence identiqustituée du bras « D » et d’une partie du
bras de l'anticodon (annexe 14). Lors de son chaegé de position dans le génome, la
persistance de I'élément d’'identité G:U n'auraiing@s permis linstallation du géne de
'ARNtY? sur le géne de 'ARME, comme cela s'est produit chez ces Oniscidea. Mais
comme on a pu le voir chez les Crustacés (chayjtréa paire G:U est absente des ARt
mitochondriaux de certains especes. C'est le caBétmpodes (Hickerson & Cunningham
2000; Segawa & Aotsuka 2005; Ivey & Santos 2007Mmgr& Yang 2008; Kiet al. 2009a),
des Cirripédes du genrBollicipes (Lavrov et al. 2004; Lim & Hwang 2006) et du

BranchioureArgulus americanuglLavrov et al. 2004). Ce défaut de paire G:U se retrouve
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également chez les cing espéeces du super-ordfeédasarides dont le génome mitochondrial
a été sequence : les Amphipodeshawaiensigt M. longipes et les Isopodek baltica, L.
oceanicaet A. vulgare La perte de cet élément d’identité G:U, qui anperl’apparition de
I'hétéroplasmie au niveau de l'anticodon, semblencd@ntérieure a la divergence des
Péracarides et certainement antérieure a l'appariiu génome mitochondrial atypique
(figure VII-1).

Le mécanisme impliqué dans le déplacement du géneA&Nt"

dans le génome
des Oniscidea est bien connu : c’est un phénomemeadutement d’ARNt, se produisant par
une ou deux mutations au niveau de I'anticodori&AlRNit receveur, suivies de la délétion de
I’ARNt d'origine (Lavrov & Lang 2005). Dans le casiginal de 'ARNt bivalent, la mutation
de la seconde base de I'anticodon d'une des cagd?ARNt® a ensuite été suivie de la
délétion de 'ARNY? d’origine. Ce phénomeéne est d’autant plus faciftéz les Métazoaires
(et chez les Crustacés en ce qui concerne 'ARNgue certains ARNt mitochondriaux ne
possédent pas beaucoup d’éléments d’identitéssagtre leur anticodon (Rawlingst al.
2003).

D. Les diméres dADNmt catalyseurs de réarrangements ?

Outre les changements de localisation de genesN{ARI, comme dans I'exemple
présent des Oniscidea, sont particulierement ctaidens les génomes mitochondriaux des
Arthropodes (Lavrov & Lang 2005; Gisst al. 2008; Dowtonet al. 2009), nous avons vu
€également que des réarrangements géniques majeursuocavoir lieu dans les génomes
mitochondriaux au cours de I'évolution des Onisaiddéme si cette hypothese se base sur
des observations préliminaires réalisées dans é#tide, ainsi que sur des données de la
littérature trés incompletes a propos d’'une espkOamiscusindéterminée (Roehrdaret al.
2002), il est intéressant de voir que 'TADNmt desigdidea peut changer de synténie.
Toutefois, nous ne savons pas encore si les dimgrésents dans les génomes
mitochondriaux atypique des Oniscidea sont impkode&ns la modalité et la fréquence de ces
réarrangements. En revanche, nous pouvons nousogge sur le mécanisme impliqué dans
ces réarrangements.

Le mécanisme le plus souvent évoqué dans les ng@meents de genes est le modele
appelé «duplication + perte aléatoire ». Ce mé&oadiaurait pu agir au sein de TADNmt
atypique des Isopodes. Mais, si la dimérisationA®Nmt ressemble en effet a une
duplication, nous avons cependant démontré queegi)diméeres sont stables et que les deux

copies de chacun des genes ne semblent pas edevdi&étion, et (ii) que ces dimeres sont
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sans doute impliqués dans un systeme dynamiqueleseaonomeres, permettant de passer
d’'une forme a l'autre, homogénéisant ainsi leuggieaces. Néanmoins nous ne pouvons pas
écarter I'hypothése que les diméres aient jouétpetiement un réle dans les réarrangements
géniques dans ’ADNmt des Oniscidea. De plus amiplesstigations sur ce sujet sont donc
nécessaires. Nous pourrions ainsi savoir si ’TADNatypique des Oniscidea est plus stable,
en termes de synténie, que les ADNmt classiqueMéé&azoaires.
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VIIl. Conclusion & perspectives

Les deux objectifs principaux de ce travail étadnhe part de décrire la structure du
génome mitochondrial atypiqueAd’vulgareainsi que ses caractéristiques, et d’autre part de
reconstruire I'histoire évolutive de cet ADNmt, ezcherchant son origine et celle de ses
particularités.

Apres la description de la structure de TADNmtmage dA. vulgareet de ses deux
types moléculaires, les dimeres circulaires etriesomeéres linéaires (Raimoed al. 1999),
le séquencage de ce génome a été entrepris pouaitensa composition génique et
nucléotidique et pour comprendre comment se forrmemtdeux types de molécules.

Ainsi, grace a la séquence de 'ADNmtAd'vulgarenous avons pu observer que ce
génome atypique comporte les mémes genes codaattaquajorité des eucaryotes, mais
gu’en revanche, ses genes d’ARNt ne semblent paspi@sents. Seuls 18 séquences d’ARNt
ont été identifiées dont 10 ont été confirméesP&BPCR. Nous ne savons pas réellement
combien il y a de genes d’ARNt présents dans I'TADNPMA. vulgare mais il semble trés
probable que les 22 ARNt attendus ne soient pasepte Dans ce cas, trois hypothéses ont
été émises : (i) soit ces ARN, indispensablestéatiuction, sont importés depuis le génome
nucléaire vers les mitochondries, (ii) soit ils sédités a partir d’'une portion de séquence
d’ADNmt, (i) soit il existe d'autres ARNt bivaldéa similaires & 'ARNt®V® qui
compenseraient I'absence de certains de ces gkaestemiere hypothese, régulierement
mentionnée chez les Arthropodes, parait étre la ptabable. Toutefois, cela n’a jamais été
démontré chez ces animaux. Il apparait donc essa@#ile vérifier, non seulement dans le
cadre du modele particulier de 'TADNmt des Isopodesis également afin de tester si
'import d’ARNt du noyau existe vraiment chez lestl&kopodes. Pour cela, il faudra réaliser
une analyse de la provenance des ARNt contenudemnstochondries de cloportes.

Parmi les ARNt que nous avons identifiés cBeaulgare le plus surprenant fut la
découverte de ’ARNTt bivalent alloccepteur pourldAine et la Valine. La présence de ces
deux genes sur le méme locus mitochondrial estasnuaique chez les Métazoaires. Nous
avons vu, de plus, que I'hétéroplasmie qui résdé#ela mutation sur la seconde base de
'anticodon de cet ARNt, est transmise obligatoiemin a tous les descendants. Cette
hétéroplasmie, que nous avons datée a plus de IBOnsiid’années, suite & sa découverte
chez d’'autres espéces d’Oniscidea, doit étre ldtedd’'une sélection balancée favorisant la

présence des deux ARNt essentiels a la traductios ks mitochondries. Néanmoins, si nous
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pensons que la présence de cette hétéroplasmiendstn avec la structure atypique de
’ADNmMt, nous ne savons pas encore comment cedtestnission est rendue possible. Les
futures investigations tenteront de mettre en éddda présence des ARNt Alanine et Valine
sur le méme dimere. Pour cela, il faudra clonerdie®res et obtenir les séquences des deux
ARNt présents sur ces locus pour chacune de ceicoles. Cela permettra de savoir si ces
dimeres sont des vecteurs d’hétéroplasmie che@méscidea et si cette hétéroplasmie peut
étre un des facteurs de maintien de la structyracie.

Toujours dans cette étude de I’ARNt bivalent, nausns confirmé I'expression des
deux ARNt Alanine et Valine. En revanche, nous ates/pas encore démontré que ces deux
génes sont bien utilisés comme tels. L'ambiguitéd@sitant plus importante que 'ARNR
ne possede pas I'élément d’identité G:U ordinair@npeésent sur ce gene. Des expériences
de fonctionnalité de ces deux ARNt sont donc ingligables pour affirmer que
I'hétéroplasmie est bien contrainte par la nécésdit ces génes dans la mitochondrie. De
plus, ces expériences de fonctionnalité de I'AfNtous permettront de connaitre le nouvel
elément d’identité de ce gene chez les Crustaces&taes.

Enfin, grace au séquencage de TADNmAdVvulgare nous avons pu observer que la
linéarisation et la dimérisation des moléculesasieau niveau de la région de contrble : partie
non codante du génome. L’'obtention de la séqueaaetie région de contrble nous a permis
de localiser la boucle impliquée dans l'originela@eéplication. En plus de cette boucle, une
seconde structure secondaire du méme type a éévébsNous ne connaissons pas encore sa
fonction, mais deux hypothéses ont été formulga®pos de cette structure : (i) elle peut étre
la seconde origine de réplication du génome, coipoue étre proche de la premiére chez les
Insectes, ou bien (ii) cette structure pourraiéimenir dans la linéarisation et la dimérisation
du génome, comme cela a été observé dans les genamib@chondriaux linéaires des
Cnidaires et de certaines levures. Cette dernigpethése est particulierement intéressante
puisque cette structure particuliere n'a pas éseonlge dans le génome mitochondrial de type
classique de I'Oniscidelaigia oceanica Néanmoins, cette hypothése doit étre vérifiéewr Po
cela le séquencage des zones de jonction des dird&BNmt d’A. vulgare et celui de la

région de contrble d’autres génomes mitochondraygiques sont nécessaires.

Le deuxieme objectif de ce travail consistait dorstruire I'histoire évolutive de
TADNmt atypique des Isopodes. En recherchant cpbmieurs especes les difféerentes
caractéristiques qui composent ce génome, noussaedtracé en partie cette histoire. C’est

ainsi que nous savons que la perte de I'élémedentité G:U de I'ARNt?, partagée par
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'ensemble des Péracarides, est la particularitglia ancienne que nous ayons observé.
Ensuite est apparue, certainement lors de I'éwaluties Isopodes, la structure atypique de
’ADNmt, avec ses monomeres linéaires et ses disnéreulaires. Les analyses RFLP ont en
effet montré que cette apparition semble antérieurda divergence des Asellota et des
Oniscidea. Toutefois nous ne sommes pas encoreesarende dire si cet ADNmt atypique
est apparu en une ou plusieurs fois. La présen8®Nimt de type classique chez deux
especes d’lsopodes témoigne de la possibilité dersidns ou de convergences. De méme,
nous savons qu’'un nouvel ordre de genes est apfmns le génome mitochondrial des
Isopodes. Il est partagé par les espéceailgare L. oceanicaetl. baltica, et semble de plus
étre accompagné par une inversion de [lorigine dplication. Cependant notre
échantillonnage ne nous permet pas de placer &teéwent par rapport a I'apparition de
'ADNmt atypique. Enfin, nous avons démontré cheg Dniscidea I'apparition il y a au
moins 30 millions d’années de I’ARNt bivalent alloapteur pour I'Alanine et la Valine,
avant la divergence des principales familles atdsel

Une telle reconstruction de I'histoire évolutive B&RDNmt atypique des Isopodes
peut étre trés utile pour reconstruire également leistoire évolutive (Boore 2006).
L'utilisation de ces caractéres pourrait permeteclarifier la phylogénie des Isopodes et des
Péracarides qui encore trés discutée (Brusca &IWil991; Michel-Salzat & Bouchon 2000;
Spearset al. 2005; Schmidt 2008; Wilson 2009; annexes 15 et R6)ir cela, certains de ces
caractéres meritent une investigation plus impteta@’est le cas de TADNmt atypique, pour
lequel nous ne savons pas suffisamment a quel pgisut étre répandu chez les Isopodes
(par exemple nous ne savons toujours pas si I'edpbaltica possede réellement un ADNmt
atypique). Une recherche plus approfondie parmidegodes aquatiques est donc nécessaire.
Toujours dans un but phylogénétique, la comparatsiiordre des genes mitochondriaux
des Isopodes pourrait aussi étre tres utile. Paelg, cle séquencage de génomes
mitochondriaux parmi les Isopodes, et plus paiticament parmi les Oniscidea, serait
judicieux. De plus, il serait indispensable dertpeofit du séquencage de 'TADNmt atypique
de certains Oniscidea dans le cadre de lI'étude duamsme de « duplication + perte
aléatoire ». En effet, ces espéces peuvent coastilies modeles de choix pour une

démonstration empirique de ce mécanisme.
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Annexes

Annexe 1 : Protocole d’extraction d’ADN total

1. Nettoyer les animaux dans un bain de Javel 3%, padsrincer 2 a 3 fois a l'eau
déminéralisée, les déposer dans une boite (avéer@dysorbant humide).
2. Préparer des tubes Eppendorfs avec 5uL de protihasa00uL de tampon Wilson.

Composition du tampon Wilson :

- Tris 100 mM
- EDTA 10 mM
- NacCl 100 mM
- SDS 0,1%

- Dithiothréitol 50 mM
- pH=8

3. Dissection : récupérer les tissus dans les tubpesédé dans la glace ; broyer a I'aide d'un
pilon.
Incuber au bain-marie a 37°C pendant 4h.

Ajouter ¥2 volume de Phénol (200uL) et %2 volume déoforme isoamyle (200uL), agiter.

4

5

6. Centrifuger a 12000 rpm pendant 8 minutes a 15°C.

7. Récupérer le surnageant.

8. Répéter les étapes5a 7

9. Ajouter 1 volume de Chloroforme isoamyle (400u ligrbagiter,

10. Centrifuger & 12000 rpm pendant 8 minutes a 15°C

11. Récupérer le surnageant.

12. Précipiter en ajoutant de I'Acétate de Na 3M pH 710 de volume (40uL) et 1 volume
d’'isopropanol (400uL), bien agiter.

13. Laisser une nuit & -20°C

14. Centrifuger & 15000 rpm pendant 30 minutes a 4°C

15. Vider le tube ('ADN est culotté)

16. Rincer deux fois avec 500uL d'éthanol 70%, cengefusi le culot est décollé, vider

17. Laisser sécher sous la hotte (environ 30 minutes)

18. Ajouter 100uL d’eau stérile

19. Ranger a 4°C.
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Annexe 2 : Protocole d’extraction dADNmt (Lyse Alcaline)

STE : NaCl 0,1 M
Tris 10 mM
EDTA 1 mM
pH 8
filtré 0,2 um

@ Les animaux sont lavés dans I'eau de Javel 3%rnass.

Mettre les tissus frais dans 250 ul S¥Bs un eppendorf sur glace.

@ Broyer au Dounce de taille B. Le broyat (1 volures) déposé dans un nouvel eppendorf: 350 pl

max. pour eppendorf de 1,5 ml_et 45Qplur eppendorf de 2 ml.
Rincer avec 100 pl STE.

® Ajouter 2 volumegle :0,2 M NaOH a partir de NaOH 10 N

1% SDS fraichement préparé
Homogénéisés fois doucemerpar retournement du tube. Laisser 2 a 3 dains la glace.

@ Rajouter_ 1,5 volumédu volume initial) de tampon acétate K :

60 ml acétate K, 5 M
11,5 ml acide acétique glacial
28,5 ml HO
pH 5,2
filtré 0,2 um
Homogénéises fois par retournement du tube. Laisser 3 dans la glace.

® Centrifuger 5 min & 4°C, & 12000 t.mirRépartir le surnageant en aliquots de 600 pl.

® Lavage_phéno(2 fois) : ajouter 1 volumee phénol ghase d’attente possibleAgiter doucement les
tubes et centrifuger 3 min & 15°C, & 12000 tmRrélever le surnageant.

@ Lavage au_chloroforme-isoamy{@4 vol. chloroforme pour 1 vol. alcool isoamyl&u ajouter_1

volume de chloroforme-isoamyle. Agiter doucement et ¢rger 3 min & 15°C, 2000 t.mifl.
Prélever le surnageant.

Ajouter au volume final : 1/f0°acétate de Na, 3 M, pH 7

2 vol. éthanol 100%
Homogénéiser doucement et mettre a -20°C ansd pour précipitephase d’attente possi)le

® Centrifuger 30 min & 4°C, & 15000 t.fin

Eliminer le surnageant et rincer le culot avec f0&'éthanol 70% froid.

Centrifuger rapidement et recommencer le gegal’éthanol.

Sécher les culots sous la cloche a vide per@famin

Reprendre les culots dans un volume adéquidt@€1 pl / cloporte).
Mettre 1 h au frigo avant d’homogénéideADN mt est conserveé a -20°C
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Annexe 3 : Protocole de Southern blot

1. Préhybridation de la membrane

- Réhydrater la membrane dans une solution 2 mMA;MT1% SDS (filtréee a 0,2 uM) ;
- Apres réhydratation, pré-hybrider la membrane@rés a 42°C avec un tampon
d’hybridation + 400 ul de ssDNA (4mg/ml) fraicherhdgnaturé (5 min. a 95°C puis 5
min. dans la glace).
Composition du tampon d’hybridation :

- 40 g de Dextran Sulfate

- 4 ml de ssDNA (2mg/ml)

- 160 ml de Formamide Désionis

- 80 ml de SSC 20X

- 4 mlde Tris 2M (pH 7,4) tfd au papier Whatman #1

- 4 ml de Denhardt’'s 100X

- 150 ml d’eau bidistillée

2. Préparation de la sonde

- Diluer ~100 ng de produits de PCR dans un volfinade de 22,5 ul, puis dénaturer ce

produit 5 min. a 95°C, puis 5 min. dans la glace ;

- Ajouter ensuite sur glace : - 5 pl de solutiof@mhg/ml BSA + 30 OD/ml Random
hexameres)
- 20 pl de solution 20(5 M HEPES pH 6,6 + 12 mM
MgCl, + 25 mMB-mercaptoéthanol + 12 mM Tris pH8 + 1
pl de chaque dNTP 100 mM @ gsp 1 ml)
- 2 ul délément radioactié{>’P]dCTP
- 0,8 pl de Klenow Polymerase (9U/ul)

- Incuber une heure a 37°C ;

- Arréter la réaction avec 20 ul ’EDTA 0,5 M et013l d’'H,0 ;

- Dénaturer la sonde marquée 5 min. a 95°C puisg5dans la glace ;

3. Hybridation de I'ADN avec la sonde

- Remplacer le tampon de pré-hybridation par lepamd’hybridation (méme
composition que précédement) avec 400 pl de ssRIKAy[mI) fraichement dénaturé et
la sonde, pour une incubation de 16 heures a 42°C ;

4. Lavages de la membrane

- Apres avoir enleveé le tampon d’hybridation, farbains de 2X SSC, 0,1% SDS, de 30
min. a température ambiante ;
- Puis faire 2 bains de 0,1X SSC, 0,1% SDS, deiB0ab2°C ;
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Annexe 4 : Programmes PCR et séquences des amorces utilisées

Protocole d’amplification par PCR de la région nocedante de '’ADNmt dA. vulgare :

Programme de PCR :

- 3 min. 95°C

- 30 sec. 95°

-1 min. 30 54°g> 30x
-1min.30 72°C

- 5 min. 72°C

Amorces :
CytbVD : CTACCTTGAGGTCAAATATC (située du coté adieneCyth)
VD1 : GAGATAAGTCGTAACAAAGTAG  (située du cotéudgénel2SARNy

Protocole d’amplification par PCR pour I'étude da kynténie :
Programme de PCR :
- 3 min. 95°C
- 30 sec. 95°C
-1 min. 30 50-55°D 30x
-1min.30 72°C
- 5 min. 72°C

Amorces comprises dans les geh8SARNretCox1:
INF: TTATGCTACCTTAGCACAGT
IR : TAAATCTGATCATCTCCAAT

Amorces comprises dans les ge@ex3et 12SARNK.
IVF: CCMCTATTAAATACTGCWAT (M =basesAouC ;W basesAouT)
IVR: GAGAGTGACGGGCGATATGT

Amorces comprises dans les geNesl5etNad4:
lIF: CTATAACTAARAGRGCTCA (R =bases AouG)
IIR: GCTAATATAKCTTATGAACG (K=bases T ouG)

Protocole d’amplification par PCR pour tester la @sence d&Volbachia par le genewvsp:
Programme de PCR :

-2 min. 95°C

-1 min. 95°C

-1 min. 55°C> 35x
-1 min. 72°C

-5 min. 72°C
Amorces .

81F : TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC
691R : AAAAATTAAACGCTACTCCA
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Annexe 5 : Séquences des amorces utilisées pour les RT-PCR sur les

ARNt d’A. vulgare

Tableau A5. Séquences des amorces utilisées pour les RT-

PCR des genes d’ARNt d’A. vulgare.

gr?]?réj:; Séquences

Avd TAACAATTTAGTTTATAAAAAAC
AVc ATAATTTCTATTTCTAGAG

Cd AGGTTTATAGTTCTT

Cc GTTTTTGCAATAATTGCTTGC

Fd AATAATAAAGTTTTTAG

Fc CCTAATATATTAGGAGATCCTGA
Hd TATAATTTATAAATAAAATATTAAG
Hc ATTAAGGAGAGAACCTAT

Kd ATCTCTGAGCGATACTCTGT

Kc AACCACTCTAAGGAAGATCT

L1d TTTTCTAAAAAAATATTAAG

Llc AAATGTTTTGAAAACATTTG

L2d AGCAGCAGAATGAGTGCG

L2c TCATGCTATAATTTACTCCC

M1d AAATAAGCTAAATTAAGCTG

Mlc AAATCAATTGAATATCAATG

M3d ATAGAAAATTTCGAGG

M3c CCTTAATACGAATATAAAAAC

Nd ATTAAAATAAATATTATTAAAAG
Nc TTTTATAACATTTGTAATTGT

Pd CAAAAATTAGTTTAATTAAAAC
Pc TACAAAGTAAATTTTAG

Qd GTATAGTGTATATTCACG

Qc ATATAAGGTATAGATAAGTA

Sad TGAGCAATAGCTAAAAAAGT
S2c TTAAGTTATAAAACCTTATC

Td TAATTATTATAATTTTTTTATTAATC
Tc TCAGGATCTCCTAATATATTAGG
wd TAAAGCTTAAGTAAATAAC

Wc CACTACTAGGGAGGAAATTC

Yd GCATTATATAAGCTTTAAGCGG
Yc TGCAGTTTTAAGAAACTATAAACC
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Annexe 6 : Protocole de séquencage Big Dye Terminator

Pour une séquence (1/16 eéme de réaction) :

e 0.5pulde Mix BDT

* 0.32 plde Primer a 10 uM

 8.18 ulHO

e 3 puldetampon BDT 5X

» 3 pul de matrice d’ADN (apres purification)

Programme de PCR :
- 30 sec. 96°C
- 45 sec. 96°
- 30 sec. 55°C ) 25x

-4 min. 60°C

Préparation des échantillons pour le séquencage :

» Purification des échantillons :
15 pl de produits de réaction d’amplification
+ 10 pl d’eau stérile
+ 2,2 ul d’Acétate de Na a 3M (pH=5,2)
+ 50 pl d’EtOH 100% (température ambiante)

Homogénéiser puis laisser précipiter pendant 20 aniempérature ambiante.

» Centrifuger a 14 000 rpm pendant 20 minutes (teatpée ambiante).

» Eliminer le surnageant a la pipette. Puis rincexca80uL d’EtOH 70%.

Centrifuger a 14 000 rpm pendant 5 minutes a 4°C.

* Eliminer le surnageant, puis laisser sécher sobstia (30 minutes environ).

* Reprendre le culot dans 15 pL de formamide désenis

Laisser le culot se reprendre 30 minutes a temyérambiante.

« Vortexer

» Dénaturer 3 minutes a 95°C puis placer le tube thagkce.
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Annexe 7 : Code génétique mitochondrial des Arthropodes

Tableau A7 : Code génétique mitochondrial du genre Drosophila (de Bruijn 1983; Clary &
Wolstenholme 1985), supposé étre le méme pour A. vulgare (cf. figure 1V-1, page 61).

U C A G
uuu Phénylalanine ucu UAU Tyrosine UGy Cystéine U
uuc Phe (F) ucc e UAC Tyr (¥) uGc Cys (©) c
: S,
er- 1
Al Leucine UCA S S UGA Tryptophane A
Leu-1 (L) top Trp (W)
UuG UCG UAG UGG G
Cuu CCU CAU Histidine CGU U
His (H)
c cuc Leucine cce Proline CAC ceC Arginine C
Leu-2 (L,) Pro (P) Arg (R)
CUA CCA CAA Glutamine CGA A
CUG cce CAG Gin (@ ciEe G
—— Isoleucine PICt o Asparagine . U
lle (1) Asn (N)
A AUC ACC Thréonine AAC AGC Sérine C
Thr (T) Y Ser-2 (S)
AUA Méthionine ACA Lysine AGA A
AUG Met (M) ACG AAG Lys (K) AGG G
GUU GCU GAU Acide aspartique GGU U
Asp (D)
G GUC Valine GCC Alanine GAC GGC Glycine C
GUA val (V) GCA Ala (A) GAA Acide cct Gly (G) A
glutamique
GUG GCG GAG Glu (E) GGG G
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Annexe 8 : Structures secondaires des ARNt™™ et ARNt"*Va d'A.

vulgare identifiés par ARWEN

c
(e
a
t-a
a-t
a a-t
a-t c a
a.g a-t
a-t a-t
a-t t-a
t.t t-a a
t c t agat
a a a a a 1t oa
a tttg t t tttg tcta a
= LR t a 1! (= g
t aaac t a aaac a
a a a a a a
t-aa a-tta
t-a a-t
a-t t-a
g-c g-c
t-a a-t
= = t t
t a t a
tgg tac
TV-loop mtRNA-Pro(tgg) mtRNA-Val (tac)
51 bases, %GC = 15.7 69 bases, %GC = 17.4
Sequence c[4712,4762] Sequence [11935,12003]

Figure A8 : Structures secondaires de I'ARNt™™ (a gauche) et de ARNt&V (a
droite) obtenues via le programme ARWEN (Laslett & Canbé&ck 2008).
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Annexe 9 : Séquences des ARNt potentiels identifiés a vue sur la

séquence mitochondrial d’A. vulgare

Tableau A9 : Séquences des ARNt potentiels repérés par inspection visuelle du génome mitochondrial d’A.
vulgare.

ARNt Séquence ( anti codon)

ARN{PheCAY) AATAATAAAGTTTTTAGAATATAATATAAGCTATTAAGGAGAGAACCTATTTTAAGACCA

ARNteU-2UAG)  ATAAGCAGCAGAATGAGTGCGAAGGREIT TCCTTATATGGGAGTAAATTATAGCATGATGAAAT

ARN¢MetH(CAY) GGCAAAATAAGCTAAATTAAGCTGGTGGHRCCTCATTGATATTCAATTGATTTATATTAA
ARN{ASNALY) ATTAAAATAAATATTATTAAAABATAATTTTAAAACAATTACAAATGTTATAAAAT
ARN{ENUUe) AATTGTATAGTGTATATTCACGTAAGATEBAGCCTTAAAATACTTATCTATACCTTATATAAAT

ARNtMet2VAY) - ACGTAAGGATTTTTAAGTATTAATTTTTTTATAAAAAAATATTAAGTTATAAAACCTTATCAAATGTT
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Annexe 10 : GC-skews des génes mitochondriaux d’A. vulgare,

L. oceanica et [. baltica

Tableau A10: Valeurs de GC-skews calculées pour I'ensemble des génes
du génome mitochondrial d’Armadillidium vulgare et comparées a celles des
génes mitochondriaux de Ligia oceanica et d’ldotea baltica (d’aprés Kilpert &
Podsiadlowski 2006). Les génes encodés sur le brin (-) sont montré en gras.
n.d. correspond aux valeurs non déterminées, quand les genes ne sont pas
complets et non définis entierement.

Geéne (brin) GC skew

A. vulgare L. oceanica /. baltica
128 ARNrr (+) n.d. 0,062 0,098
Nad1 (-) 0,000 0,020 -0,090
Nad3 (+) 0,345 0,161 0,320
Cox3 (+) 0,063 0,048 0,029
Alp6 (+) 0,200 0,038 0,012
Alp8 (+) 0,238 0,000 0,100
Cox2 (+) 0,128 0,111 0,169
Cox7 (+) 0,112 0,083 0,122
Nad2 (+) 0,350 0,226 0,299
16S ARNIr (-) 0,012 -0,065 -0,103
Nadé6 (+) 0,482 0,303 0,240
Nad4l (-) -0,129 -0,118 -0,204
Nad4 (-) -0,190 -0,235 -0,247
Nad5 (+) 0,420 0,335 0,246
Cytb (-) -0,247 -0,235 -0,212
RC n.d. -0,043 n.d.
Total (+) 0,180 0,136 n.d.
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Annexe 11 : Chromatogrammes et digestions enzymatique de

I'hétéroplasmie des Oniscidea

Armadillidium assimil§Armadillidiidae) de Corte, France : Alanine/Vain

LB

GATTTGCATTC T ALT GCAAATC

Forward Reverse Digestion HpyCH4 V

Armadadillidium depressu@rmadillidiidae) de France: Alanine/Valine

GATTTACATTC GAAT GCAAATC
Forward Reverse Digestion HpyCH4 V

Armadillidium nasatunfArmadillidiidae) de Mignaloux, France : Alanine/Nfee

GACTTGCATTC. GAATFCALSTC

Reverse Digestion HpyCH4 V
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Armadillo officinalis(Armadillidae) de Tunis, Tunisie : Alanine/Valine

GATTTGCATTC FAAT GTALALT O
AMM mm Pas de digestions
Forward Reverse

Balloniscus sellowi{Balloniscidae) de Porto Alegre, Brésil : Alanivaline

'GALT TTGCATTC 'GLAT GCALATC
Forward Reverse Digestion HpyCH4 V

Cylisticus convexufCylisticidae) d’Avanton, France : Alanine/Valine

G AAT GCALALCC

o

Reverse Digestion HpyCH4 V

Chaetophiloscia elongat@Philosciidae) de Celles sur Belle : Alanine

AGCTTGCATTT AAATGCAAGCT

Forward Reverse Digestion HpyCH4 V
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Cubaris murina(Armadillidae) de Guadeloupe : Alanine/Valine

GATTTGCATTC GAATGCAAATC

Reverse Digestion HpyCH4 V

Dynamene bidentatgsphaeromatidae) de La Rochelle : Alanine

GAT TT GCATT C.

Reverse Digestion HpyCH4 V

Helleria brevicornis(Tylidae) de Bastia, France : Alanine/Valine

(FAAT GUAAMAT C

e

Reverse Digestion HpyCH4 V

Hemilepistus reaumuifAgnaridae) de Oufsa, Tunisie : Alanine/Valine

GATTTGCATTC "GALT GCAAATC,
Forward Reverse Digestion HpyCH4 V
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Ligia oceanica(Ligiidae) de La Rochelle, France : Alanine

GATTTOCATTC GALT GCOALLTC
Forward Reverse Digestion HpyCH4 V

Philoscia muscorun@Philosciidae) de Mouliéres, France : Alanine

GATTTICATTT AAATGCALLTC H
Forward Reverse Digestion HpyCH4 V

Platyarthrus caudatuéPlatyarthridae) de Sicile, Italie : Alanine/Vain
FATTTGCATTC GAATGCAMATC

Pas de digestion
Forward Reverse

Platyarthrus hoffmanseggfPlatyarthridae) de Poitou-Charentes, France niA&Valine

"FATTTACATTC FAATGTALATC
‘MAM MMM& Pas de digestion
Forward Reverse
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Porcellio gallicus(Porcellionidae) de Montpellier, France : Alanvaline

GATTTACATTC

Forward Reverse Digestion HpyCH4 V

Porcellio spinicornigPorcellionidae) de Poitou-Charentes, France niAkValine

GATTTACATTC GAAT GUAAAT O
Forward Reverse Digestion HpyCH4 V

Trichoniscus pusillus pusillugrichoniscidae) de Poitou-Charentes, France niakValine

GATTTGCATTC GAAT GCAMAT C.
Forward Reverse Pas de digestion

Trachelipus rathki{Trachelipodidae) de Cosnes sur Loire, Francenitke/Valine

GATTTGCATTC

Forward Reverse Digestion HpyCH4 V
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Annexe 12 : Code génétique mitochondrial de L. oceanica et

L. baltica

Zpecies
Expected :
Fredicted:
First
Zecond
Third

Codorn-imp:
Codon-ram:
Freqg-aa

Diff-fredq:

: Ligia oceanica

FFLLA3E35TY** CCWWLLLLPPPPHHOQORRRR I IMM T T THHEE 33 33V VVALLADDEE GRG0
FFLLESSSYY - -CCONILLLL PPPFHHQOBRRRT TMMT T T THHEE L 5 S5 AR ADDEE GG
TTTTTTITTTTTITITCCCCCCCCCCCCCOCCALLARARRAL AR LA LGHEFFGLGEFEGEEEE

: TTTTCCCOCARAAGGGGETTTTCCCCALLRGGGETTTTCCCCALRLGGGETTTTCCCCALLL GGG
 TCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAG

A0 6 S S
00
G7TETTAATY--TEE057 769009555559 99656 577 THEE093 50606655776 7985895989
0000000000--0000000000000000000000000000000000000000000000000000

Total mamher of codons: 3677

Mucleotide uzage:

Total L: 25% T: 35% G: 21% C: 19% GC: 40%
1=t pos: At 2% T: 28% G 27% C: 17% GC: 44d%
znd pa=: At 17% T: 43% G: 1% C: 22% GC: 40%
3td pas: At 31% T: 33% G: 18% C: 17% GC: 35%
Figure A12 -a : Analyse du code génétique mitochondrial de I'Oniscidea Ligia oceanica avec

le programme

GenDecoder (Abascal et al. 2006b) a partir du génome déposé dans

GenBank : NC_008412 (Kilpert & Podsiadlowski 2006).Le code génétique mitochondrial de
cette espéce ne varie pas de celui de la drosophile et de celui de la majorité des arthropodes,
présenté en annexe 3. Voir les explications de ce tableau sur la figure V-1 page 84.

Species
Expected :
Predicred:
First
Second
Third

Codon-imp:
Codotn-rum:
Freqg-aa

Diff-freq:

: Tdotea baltica

FFLLAEEEYY **CCWWLLLLP PP PHHQQRRRR I TMMTT T THNEE 3 3 3 3V WV VARG ADDEE GG GG
FFLLE555¥Y - -CCHWLLLL PPPPHHOORERRTI TMMT T T THHEES 5 5 5V W ARAADDEE G-
TTTTTTTTITITITITTCCCCCCCCCCCCCCOCARARARARADDAR M MAGEEEEEEEGEEEELGE

t TTTTCCCCARARLGLGGTITICCCCARRAGGGLTTTTCCCCALAAGGHETTITCCCCALLLGLGE
i TCAGTCAGTCAGTCAGT CAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAR

5008 A R e S S
+++++++++oo+s -+ -+
TITeETETY -0 e T TTE 98708000570 5005 580858993 54506667 7758875955
0000000000--0000000000000000000000000000000000000000000000000000

Total number of codons: 3627

Nucleotide usage:

Total 4:o24%  T: 38% G: 21% C: 19% GC: 40%
lst pos: bLr 26% T: 29% [ 20% C: 18% GC: 44%
Znd pos: 4Ar 18% T: 43% @ 158% C: Z21% GC: 39%
3rd pos: Lr 29% T: 37% 0 18y C: 18% GC: J6%

Figure A12 -b : Analyse du code génétique mitochondrial de I'lsopode marin Idotea baltica
avec le programme GenDecoder (Abascal et al. 2006b) a partir du génome déposé dans
DQ442915 (Podsiadlowski & Bartolomaeus 2006). Le code génétique
mitochondrial de cette espéce ne varie pas de celui de la drosophile et de celui de la majorité
des arthropodes, présenté en annexe 3. Voir les explications de ce tableau sur la figure V-1

GenBank :

page 84.
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Annexe 13 : Utilisation des codons dans le génome mitochondrial

d’A. vulgare

Tableau A13 : utilisation des codons dans le génome mitochondrial d’A. vulgare, obtenu avec le programme
GenDecoder (Abascal et al. 2006b). Le second nombre entre parenthéses désigne le nombre de fois ou le codon
est présent dans le génome. Le premier nombre entre parenthéses est le nombre de codon pris en compte dans
I'analyse. Les lettres présentes en face correspondent aux acides aminés associés aux codons, et leur probabilité
associés dans le génome mitochondrial d’A. vulgare. La fleche orange pointe le codon GTA (Valine), utilisé 118
fois dans le génome, et le codon GCA (Alanine), utilisé 51 fois.

Count of codonsa and amine acid frequencies

Humber of codons: 64

TTA (160 / 355): L: 0.64 I: C.0B F: 0.07 M: 0.05 V: 0.05 ¥: 0.03
TTT (144 / 287): F: 0.70 L: 0.13 ¥: 0.05 I: 0.03

ATT (99 f 247): I: 0.53 L: 0.22 V: 0.15 Fr 0.03

ATA (71 / 246): M: 0.54 L: 0.24 I: 0.06 F: 0.04 V: 0.03

GCT (66 f 97): A 0.64 §: 0.11 G: 0.09 L: 0.05 T: 0.03

CCT (63 / 85): P: 0.86 L: ©.04 8: 0.02

GGA (62 / B84): G: 0.86 RA: 0.04

TAT (60 / 112): ¥: 0.73 F: 0.10 I: 0.05 L: 0.03

TCT (57 / 117}: S: 0.62 T: 0.10 A: 0,10 L: 0.04 G: 0.04

CIT (53 f 92): L: 0.68 I: 0.11 F: 0.06 M: 0.06

GTA (50 / 118): V: 0.63 I: 0.17 L: 0.08 M: 0.02 S LLEELELELELLLL
TGA (49 / 76): W: 0.86 L: 0.03 I: 0,02

CAT {47 [ 55): H: 0.81 R: 0.04 D: 0.02 Q: 0.02 K: 0.02

GAT (42 / 70): D: 0.91

BRAT (41 / 128): N: 0.69 §: 0.06 G: 0.03 BE: 0.03 V: 0.02 D: 0.02 P: 0.02 ¥: 0,02 M: 0.02
GGG (40 /f 62): G: 0.87 §: 0.04

CTA {40 / 78): L: 0.68 I: 0.13 F: 0.06 V: 0.04

GTT (39 f 107): V: 0.50 I: 0.18 L: 0.12 A: 0.05 M: 0.04 Y: 0.03
ACT (38 [ 76): T: 0.66 §: 0.11 A: 0.05 V: 0.03 I: 0.03 W: 0.02
ARR (37 / 105}: K: 0.77 W: 0.04 V: 0.03 W: 0.03 Q: 0.02 F: 0.02
GGT (35 / 56): G: 0.80 A: 0.07 S: 0.04

GRR (33 / 51): E: 0.83 D: 0.05 Q: 0,03

TCA (31 / 55): §: 0.62 T: 0.14 A: 0,11 H: 0.04

GCA (30 / 51): A: 0.66 §: 0.13 G: 0.07 V: 0.04 SRR LLLERLLLLLLL
ACA (29 / 46): T: 0.69 V: 0.06 S: 0.06 I: 0.06 L: 0.03

CCA (26 / 28): F: 0.81 H: 0.04 A: 0.04 G: 0.03

AGR (24 / 96): 8: 0.56 A: 0.14 G: 0.07 T: 0.06 D: 0.04 Q: 0.03
ATC (24 / 40): I: 0.39 ¥: 0.23 L: 0.20 M: 0.05 5: 0.04

TTC (23 / 45): F: 0.64 $: 0.13 L: 0.07 ¥: 0.05 R: 0.03

CAA (22 [ 47): Q: 0.80 H: 0.04 R: 0.03 K: 0.03

CGA (21 / 22): R: 0.86 K: 0.04

TGG (20 / 34): W: 0.74 ¥: 0.07 F: 0.07 G: 0.05

GAG (19 / 37): E: 0.82 D: ©.05 G: 0.05

TTG (18 / 38): L: 0.63 F: 0.13 I: 0.10 V: 0.04

AGT (17 [ 49): 5: 0.31 A: 0.16 G: 0.13 V: 0.13 T: 0.07 N: 0.06 L: 0.04
8TG (17 / 37): Vi 0.42 I: .19 L: 0.13 F: 0.07 C: 0.06 W: 0.06
TAC (17 / 25): t: 0.66 F: 0.18B H: 0.07

AAC (16 / 30): N: 0.55 §: 0.07 E: 0.07 T: 0.06 Q: 0.06 Vi 0.05 G: 0.04
AGG (14 / 51): G: 0.41 S: 0.37 A: 0.11 N: 0.05

CGT (14 / 18): R: 0.87 K: 0.03

GCC (12 / 21): A: 0.61 §: 0.14 I: 0.06 F: 0.05 L: 0.05

CAC (11 / 19): H: 0.97

TCC {11 / 20): 5: 0.65 P: 0.18 A: 0.07 N: 0.03

CAG (10 / 16): Q: 0.73 A: 0.10 E: 0.06 H: 0.03

GGC (9 / 20): G: 0.72 A: 0.15 5: 0.11

TGT (8 / 27): C: 0.73 V: 0.12 8: 0.03 L: 0.03

CCC (8 / 12): P: 0.93

ACC (7 / 18): T: 0.55 A: 0.12 N: 0.10 S: 0.09 K: 0.03 V: 0.02
CGG (7 / 8): R: 0.90

TGC (7 / 11): A: 0.32 €: 0.26 §: 0.15 G: 0.14 M: 0.05

GTC (& / 11): Vi 0.57 I: 0.18 G: 0.08 8: 0.07

ATG (6 / 25): M: 0.32 L: 0.21 F: 0.17 I: 0.11 W: 0.07 V: 0.07
AGC (5 / 20): 8: 0.35 A: 0.32 V: 0.09 N: 0.08 I: 0.07

CTC (5 / 13): L: 0.62 P: 0.16 I: 0.06 V: 0.06

GCG (4 / 7): A: 0.75 S: 0.15

CGC (4 / 4): R: 0.96

GAC (3 [ 5): D: 0.56 T: 0.33 &: 0.06

ACG (3 / 3): T: 0.77 S§: 0.23

TCG (3 / 5): 5: 0.53 L: 0.21 A: 0.10 M: 0.08

CTG (2 / 8): L: 0.69 M: 0.11 I: 0.07 V: 0.07

ARG (2 / 15): K: 0.98

CCG (1 / €): P: 0.93

TAG (0 / 0):

TAR (0 / 0):
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Annexe 14 : Comparaison des ARNt*"* mitochondriaux d'A. vulgare

et de L. oceanica

G
A A-U
A-U A-U
CA'UA AU
A-U G-C
A-U c-G
Bras « D » U.-A T
U-A A
U AGAU A R LU oL AL
A iR - J
UAyuue ¢CUhe?r o oo A C
AL AAAE A AR AR Ao
A A G G
A A-UA
AU u-a &
A-U U U
gé Brasde — e
A.-U I'anticodon G-c
U U A-U
U 8]
chA v &
UgC
Armadillidium vulgare Ligia oceanica

Figure Al4 : Comparaison des ARNt™® mitochondriaux d’A. vulgare (a gauche) et de L. oceanica (a

droite). La composition nucléotidique de ces deux genes est quasiment identique sur le bras « D » et la
boucle de Il'anticodon, ainsi que les trois paires de bases présentent en bas du bras de I'anticodon.
lllustration de PARNt™® de L. oceanica d’apres Kilpert & Podsiadlowski (2006).
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Annexe 15 : Phylogénie des Isopodes proposée par Wilson (2009)

Gonodactylus viridis

Penaeus semisulcatus

Euphausia superba

Anaspides tasmaniae
[ Heteromysis formosa

T

345 Neognathophausia ingens
ﬂﬁ: Stygiomysis holthuisi
Thetispelecaris remex

[ Ingolfiella tabularis

Arrhis phyllonyx
w@;ﬁ‘rgroteﬂa graci ."sl b
38 ammarus troglophilus
_EHyperf’etta stephenseni
— Spelaeogriphus lepidops

313 Tethysbaena argentarii
= Wictocaris halope
— Paratanais malignus

aaocf_eptocheﬁa sp.
Tanais dulongii

r— Diastylis sculpta

== Spilocuma salomani

345
348
45
320
ﬁ‘ 355
300 325
382
325
372 372

l—ﬂpseudes bermudeus
== Kalliapseudes sp.
Cymodoce tattersalli
Zonophryxus quinquedens

Hemiarthrus abdominalis
12 ﬂﬁEProbopyrus pacificiensis
375~ Paraghathia formica

qgcRig la parahensis
Anflocra physodes

Stenetriid sp.

Janira maculosa

382
1

Joeropsis coralicola

lathrippa trilobatus

Sqlﬁl

82

372

Neojaera antarctica

Acanthaspidia drygalskii

A&EDendromunna sp.
Thylakogaster sp.

32)
72) 18
372

Haploniscus nudifrons
Macrostylis sp.1
Janirella sp.
Ischnomesus sp.
Mesosignum cf. usheti

372

72 382 Eugerda sp.
382' EE.'.fgerde.’.’a natator
Eurycope sarsi

440# )

EA_” arachna antarctica
ﬂ: etamorpha fusiformis

Munnopsis typica

372

Caecidotea racovitzai

Asellus aquaticus

443

Stenasellus racovitzai
Colubotelson thomsoni
Paramphisopus palustris
Pygolabis humphreysi

Porcellio scaber
Oniscus asellus

.72-_‘—!72Haplopht almus danicus
e

ol 22 372 Ligia oceanica
372| - Ligia italica )
3 Ligidium germanicum
66
Cyathura carinata
Paranthura nigropunctata

366

Cleantis prismatica
V_%!—Anfarcturus spinacoronatus
_QE Idotea baltica
Glyptonotus antarcticus
Campecopea hirsuta

340
ﬂ: Sphaeroma serratum
6

Cassidinidea sp.
323 Limnoria quadripunctata

356 Eurydice puichra
323 EXcorallana quadricornis

mEAega antarctica
Natatolana albinota

Mysidacea
Hirsutiidae

Amphipoda

Spelaeogriphacea
Thermosbaenacea
Mictacea

Tanaidomorpha

Cumacea

Apseudomorpha
Sphaeromatidae
Bopyroidea
Gnathiidae
Cymothoidae

Janiroidea

Asellidae
Stenasellidae
Phreatoicidea

Tainisopidae

Oniscidea

Anthuroidea

Valvifera

Sphaeromatidae

Limnoriidae
Cirolanidae
Corallanidae
Aegidae
Cirolanidae

Figure A15 : Phylogénie des Isopodes obtenues par combinaison de données morphologiques et
moléculaires (génes nucléaire 18SARNr), d’aprés Wilson (2009)
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Annexes

Annexe 16 : Différentes phylogénies des Péracarides

Leptostraca PANCARIDA —Thermosbaenacea "caridoid"” taxa
! Stomatopoda Amphipoda Mysidacea
gr;acz‘;'gs:ea — Mysidacea = Thermosbaenacea
— Euphausiacea s ’\SA;)Cetl?eeoagriphacea
paNcarIDA — Thermosbaenacea M macee Taraid
_r Amphipoda —Spelaeogriphacea analcaces
Mysidacea —Tanaidacea - Cumacea
Cumacea —I|sopoda E Isopoda
Spelaeogriphacea Amphipoda
ETanaidacea
(&) Siewing 1963 Isopoda (b) Pires 1987 (c) Wagner 1994
Stomatopoeda Anaspidacea
Anaspidacea Stomatopoda
Euphausiacea Euphausiacea
Decapoda —Decapoda
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Mictacea Mictacea
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Isopoda Thermosbaenacea
Amphipoda
(d) Schram & Hof 1998 (e) Wheeler 1998
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.
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Figure Al6.a :
morphologiques de (a) Siewing (196
(1998), (e) Wheeler (1998), (f) Wills (1

100 —C. sapidus

712 [515L-P. argus

4100 —N. simplex
>158 =M. norvegica

I EUCARIDA

(9) Watling 1899

Tanaidacea
Isopoda

I

(h) Richter & Scholtz 2001

s— Mictacea
——Thermosbaenacea

Revue des études phylogénétiques des Péracarides basées sur des données

3), (b) Pires (1987), (c) Wagner (1994), (d) Schram & Hof
998), (g) Watling (1999), (h) Richter & Schotz (2001).
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Figure A16.b

Nebalia sp. {l LEPTOSTRACA

Analyses phylogénétiques des Péracarides basées sur des données moléculaires (genes

nucléaire 18S ADNr) effectuées par Spears et al. (2005).
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RESUME

L’ADN mitochondrial (ADNmt) des animaux est génléraent constitué de molécules
circulaires monomeériques de ~16 kb. Cependant, idasmares exceptions qui ont été décrites, deux
especes d’OniscideaArmadillidium vulgare et Porcellionides pruinosus(Crustacés Isopodes
terrestres) présentent un ADNmt atypique composéaécules monomériques linéaires de ~14 kb
associées a des diméres circulaires et palindraside ~28 kb. Afin de connaitre plus en détail sa
structure, 'ADNmt atypique @. vulgarea été séquencé. Il contient bien les 13 génes togaar
des protéines et les deux sous unités ribosomaderglement présents dans I'’ADNmt des
Métazoaires, mais en revanche il ne présente pasdmble des 22 ARN de transferts (ARNt)
attendus. De plus, une étonnante hétéroplasmieragyjénédn ARNTt alloaccepteur pour les acides
aminés Alanine et Valine (ARRYY®) a été découverte. Cette hétéroplasmie est unmgemique
chez les Eucaryotes par la présence de deux géfiEaemts sur le méme locus mitochondrial. De
facon surprenante, cette hétéroplasmie a égale@térnibservée chez de nombreuses autres espéces
d’Oniscidea qui possédent aussi un génome mitoctadradypique. Il semble donc que I'apparition de
cet ADNmt atypique chez les Isopodes ait permippaition de 'ARNE?V? et que les forces
évolutives permettant le maintien de ces deux gesssentiels a la traduction mitochondriale soient

impliqguées dans la conservation de cette struetty@que.

Mots clefs : ADN mitochondrial, hétéroplasmie, ARNt, IsopodEsystaceés terrestres

ABSTRACT

In animals, mitochondrial DNA (mtDNA) is genesatomposed of ~16 kb circular monomer
molecules. However, two species of terrestrial GrueandArmadillidium vulgareandPorcellionides
pruinosus(lsopoda: Oniscidea) are exceptions. Their mtDNAasposed of ~14 kb linear monomers
associated to ~28 kb circular head-to-head dimersrder to describe its structure, the complete
MtDNA sequence oA. vulgarehas been obtained. It does contain the 13 proteimg genes and the
2 ribosomal sub-units generally found in metazodDNA, but not all of the 22 expected transfer
RNA (tRNAs). Besides, a surprising heteroplasmyt tienerates a dual tRNA alloacceptor for both
amino acids Alanine and Valine (tRNA"®) has been discovered. This heteroplasmy by theepoe
of two different genes on a single mitochondriatus is an unique example in eukaryotes.
Interestingly, this heteroplasmy has been obseivedwide range of Oniscidea species carrying an
atypical mtDNA. The appearance of the atypical ofitndrial genome in isopods may have permit
the appearance of the tRR&®, and evolutionary forces that allow the maintemant these two

genes essential for mitochondrial translation magintiserve the atypical structure of mtDNA.

Keywords: mitochondrial DNA, heteroplasmy, tRNA, Isopodaréstrial crustaceans



