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Comprendre, c’est unifier.

Albert Camus

iii
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R É S U M É

Tout organisme vivant est le produit d’interactions complexes
entre son génome et son environnement, interactions caractéri-
sées par des échanges de matière et d’énergie indispensables à
la survie de l’organisme et la transmission de son génome. De-
puis la découverte dans les années 1910 que le chromosome est
le support de l’information génétique, les biologistes étudient
les génomes afin de décrypter les mécanismes et processus à
l’oeuvre dans le développement des organismes et l’évolution
des populations. Grâce aux améliorations technologiques des
dernières décennies, plusieurs génomes ont été entièrement sé-
quencés, leur nombre s’accroissant rapidement, mais ils sont loin
d’être décryptés pour autant. En effet, certains de leurs compo-
sants, les éléments transposables, sont encore mal compris, bien
qu’ils aient été détectés chez quasiment toutes les espèces étu-
diées, et qu’ils puissent représenter jusqu’à 90% du contenu total
de leurs génomes.

Les éléments transposables sont des fragments du génome
possédant la particularité d’être mobiles. Ils ont donc un impact
majeur sur la structure des génomes mais également sur l’ex-
pression des gènes avoisinants, notamment via des mécanismes
épigénétiques. Leur évolution est aussi particulière étant donné
qu’ils ont une transmission verticale non-mendélienne et que
de nombreux cas de transferts horizontaux ont été mis en évi-
dence. Mais, à part dans le cas de certains organismes modèles
pour lesquels nous disposons de séquences de référence, l’anno-
tation des éléments transposables représente souvent un goulot
d’étranglement dans l’analyse des séquences génomiques. A cela
s’ajoute le fait que les études de génomique comparée montrent
que les génomes sont bien plus dynamiques qu’on ne le croyait,
en particulier ceux des plantes, ce qui complique d’autant l’an-
notation précise des éléments transposables.

Pendant mes travaux de thèse, j’ai commencé par comparer les
programmes informatiques existants utilisés dans les approches
d’annotation de novo des éléments transposables. Pour cela, j’ai
mis au point un protocole de test sur les génomes de Droso-
phila melanogaster et Arabidopsis thaliana. Ceci m’a permis de pro-
poser une approche de novo combinant plusieurs outils, capable
ainsi de reconstruire automatiquement un grand nombre de sé-

vii

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



quences de référence. De plus, j’ai pu montrer que notre ap-
proche mettait en évidence les variations structurales au sein de
familles bien connues, notamment en distinguant des variants
structuraux appartenant à une même famille d’éléments trans-
posables, reflétant ainsi la diversification de ces familles au cours
de leur évolution.

Cette approche a été implémentée dans une suite d’outils (RE-
PET) rendant possible l’analyse des éléments transposables de
nombreux génomes de plantes, insectes, champignons et autres.
Ces travaux ont abouti à une feuille de route décrivant de ma-
nière pratique comment annoter le contenu en éléments transpo-
sables de tout génome nouvellement séquencé. Par conséquent,
de nombreuses questions concernant l’impact de ces éléments
sur l’évolution de la structure des génomes peuvent maintenant
être abordées chez différents génomes plus ou moins proches.
Je propose également plusieurs pistes de recherche, notamment
la simulation des données nécessaires à l’amélioration des algo-
rithmes de détection, démarche complémentaire de la modélisa-
tion de la dynamique des éléments transposables.

Mots clés : génomique, bioinformatique, élément transposable, anno-
tation, variation structurale

viii

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



A B S T R A C T

Any living organism is the result of complex interactions bet-
ween its genome and its environment, interactions characterized
by transfers of matter and energy required for the survival of
the organism and the transmission of its genome. Since the dis-
covery in the years 1910 that the chromosome is the mechanical
basis of the genetic information, the biologists study genomes
in order to decipher the mecanisms and processes operating in
the development of organisms and the evolution of populations.
Thanks to the technological improvements of the last decades,
several genomes were fully sequenced, their number increasing
quickly, but they are far from being deciphered. Indeed, some
of their components, the transposable elements, are still not well
understood, although they were detected in almost every spe-
cies studied so far, and they can account for up to 90% of their
genome.

Transposable elements are DNA sequences that can move and
duplicate within genomes. They hence have a major impact on
genome structure but also on the expression of neighbouring
genes, notably via epigenetic mechanisms. Their evolution is
also peculiar as they have a non-mendelian vertical transmission
and as numerous cases of horizontal transfers were highlighted.
However, except for some model organisms for which reference
sequences are available, the annotation of transposable elements
often corresponds to a bottleneck in the analysis of genomic se-
quences. Moreover, comparative genomics studies have shown
that genomes are much more dynamic than previously expec-
ted, particularly in plants, thus making even more difficult the
precise annotation of transposable elements.

During my PhD work, I started by comparing existing com-
puter programs used in de novo approaches of transposable ele-
ment identification. In this aim, I designed a test protocol on
the genomes of Drosophila melanogaster and Arabidopsis thaliana.
As a result, I proposed a de novo approach combining several
tools, thus enabling the automatic recovery of a great number
of reference sequences. Moreover, I showed that our approach
highlighted the structural variations present within well-known
families, notably by distinguishing structural variants belonging
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to a same family of transposable elements, thus reflecting the
diversification of such families during their evolution.

This approach was implemented in a package (REPET) ma-
king possible the analysis of transposable elements in numerous
genomes from plants, insects and fungi among others. This work
lead to a roadmap describing, from a practical point of view, how
to annotate the transposable element content of any newly se-
quenced genome. As a consequence, many questions about the
impact of these elements on the evolution of genome structure
can now be tackled using several genomes more or less related
withe ach other. I also propose several perspectives, notably the
simulation of the data required for the improvement of the tools,
a way complementary to the modeling of transposable element
dynamics.

Keywords : genomics, bioinformatics, transposable element, annota-
tion, structural variation
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A B R É V I A T I O N S

– ADN : acide désoxyribonucléique
– ARN : acide ribonucléique
– BAC : bacterial artifical chromosome
– BDGP : Berkeley Drosophila Genome Project
– ET : élément transposable
– indel : insertion-délétion
– ISBP : insertion site-based polymorphism
– LINE : long interspersed nuclear element
– LTR : long terminal repeat
– MITE : miniature inverted element
– ORF : open reading frame
– pb/kb/Gb : paire de bases, kilo-bases, giga-bases
– PBS : primer binding site
– PPT : poly-purine tract
– RIP : repeat-induced point mutation
– SINE : short interspersed nuclear element
– TIR : terminal inverted repeat
– TSD : target site duplication

G L O S S A I R E

– Un fragment d’ET est une région du génome issue de la
transposition d’un ET. Il peut être identifié par un aligne-
ment entre une séquence de référence représentant une fa-
mille d’ET et une séquence génomique.

– Une copie d’ET peut être composée d’un ou plusieurs frag-
ments. Une telle configuration est fréquente étant donné
que les ET s’insèrent souvent les uns dans les autres et
peuvent subir de courtes délétions. Le chainage, ou défrag-
mentation, consiste à reconstruire une copie en connectant
les fragments la composant.

– Une famille d’ET est un ensemble de copies ayant une copie
ancestrale en commun. Elle est traditionnellement représen-
tée par une seule séquence qui peut être une copie com-
plète ou bien une séquence consensus formée à partir de
plusieurs copies.

xvi
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Première partie

I N T R O D U C T I O N
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1
I N T R O D U C T I O N

Un élément transposable (ET) est traditionnellement décrit
comme étant un fragment d’ADN possédant la particularité
d’être mobile. Un tel élément est donc capable de s’insérer en
d’autres endroits du génome, lui permettant ainsi de se multi-
plier. Ces caractéristiques en font des composants atypiques des
génomes. Leur découverte a été à l’origine de fructueuses ré-
flexions théoriques en biologie, de la régulation de l’expression
des gènes jusqu’au niveau auquel la sélection naturelle est sup-
posée agir. Pour autant, leur dynamique et leurs impacts sur
les génomes ne sont toujours pas bien compris. Je tente, dans
cette introduction, de décrire les développements historiques de
la recherche sur les ET en mettant en relief leurs relations par-
fois conflictuelles avec d’autres domaines de la biologie. Ceci me
permettra de poser le cadre conceptuel sur lequel mon travail re-
pose, et finalement d’introduire mes recherches dans le contexte
actuel.

1.1 de la découverte des éléments transposables

à leur description comme parasites intra-
génomiques

1.1.1 Découverte des éléments transposables

Au début de l’année 1944, alors que les forces alliées s’enli-
saient en Italie dans la bataille du Monte Cassino, des résultats
expérimentaux furent publiés, prouvant que la substance chi-
mique induisant la transformation spécifique de pneumocoques
correspond à de l’acide désoxyribonucléique (Avery et coll.
1944). Comme l’ont noté les auteurs :

It is particularly significant in the case of pneumococci that
the experimentally induced alterations are definitely corre-
lated with the development of a new morphological struc-
ture and the consequent acquisition of new antigenic and
invasive properties. Equally if not more significant is the
fact that these changes are predictable, type-specific, and
heritable.
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4 introduction

Ils apportaient la première preuve expérimentale que l’ADN est
le support matériel de l’hérédité. Il a cependant fallu attendre
1952 et l’expérience de Hershey et Chase pour convaincre la
communauté scientifique de cette conclusion. L’année suivante,
en 1953, Watson et Crick publiaient la structure de l’ADN sous
forme de double hélice (Watson et Crick 1953) et faisaient négli-
gemment remarquer l’importance de leur découverte en préci-
sant :

It has not escaped our notice that the specific pairing we
have postulated immediately suggests a possible copying
mechanism for the genetic material.

Ce résultat entraîna le développement de la biologie moléculaire
avec le succès que l’on sait (Morange 2000).

En 1944 également, lors d’un croisement visant à révéler la
composition génique du bras court du chromosome 9 du maïs,
Barbara McClintock déclencha ce que certains appelleront un
tremblement de terre génétique (Jones 2005). Dans les années
qui suivirent, elle décrivit précisément les réarrangements chro-
mosomiques observés à l’issue de ce fameux croisement. Plus
intriguant, elle découvrit des locus mutables ne restant pas tou-
jours à la même position le long des chromosomes. Elle parvint
à les caractériser, distinguant deux classes (McClintock 1950) :

(1) those that require a separate activator factor for insta-
bility to be expressed, and (2) those that are autonomous
with respect to the factor that controls the onset of mutabi-
lity.

Elle découvrit ainsi les premiers ET qu’elle nomma Ac pour Ac-
tivator et Ds pour Dissociation. Poursuivant ses investigations,
McClintock proposa alors dès 1956 de décrire ces locus mutables
comme étant des éléments contrôlant l’action des gènes (McClin-
tock 1956) :

It is now known that controlling elements may modify
gene action in a number of different ways. They may in-
fluence the time of gene action in the development of a
tissue, and also determine the cells in which it will occur.
Again, they may influence the type of action, with regards
to either degree (quantitative aspects) or kind (qualitative
aspects).

Dans cette dernière publication, elle mentionne également l’im-
pact des éléments contrôlants sur des gènes localisés à quelque
distance de chaque côté via un effet de diffusion (spreading), ce
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1.1 premières recherches sur les éléments transposables 5

qui serait maintenant interprété comme étant de l’hétérochroma-
tinisation.

Au milieu du vingtième siècle, alors que la stucture de
l’ADN venait tout juste d’être découverte, des éléments mo-
biles ont été mis en évidence dans les génomes. Comment in-
terpréter la présence de tels éléments ? Jouent-ils un rôle dans
la façon dont l’information génétique est exprimée ?

1.1.2 Régulation de l’expression des gènes

Au début des années 1960, lorsque que Jacob et Monod propo-
sèrent leur modèle de régulation de l’expression des gènes à par-
tir de leurs travaux sur la bactérie Escherichia coli (Jacob et Monod
1961), McClintock y vit immédiatement un lien avec ce qu’elle
avait découvert chez le maïs (McClintock 1961). Cependant, il
s’avéra par la suite que les deux modèles impliquaient des com-
posants bien différents, notamment des facteurs de transcription
d’une part et des ET de l’autre. De plus, alors que les bacté-
riologistes de l’Institut Pasteur décrivaient un véritable modèle
approfondi, la généticienne du Cold Spring Harbor Laboratory
cherchait plus à faire un parallèle entre ses observations et ce
modèle. Pour autant, ces deux contributions furent mentionnées
par Britten et Davidson à la fin des années 1960 lorsqu’ils pro-
posèrent un modèle théorique visant à donner sens aux nom-
breuses données expérimentales accumulées chez les eucaryotes
multicellulaires (Britten et Davidson 1969). Pour la première fois
de façon aussi construite depuis leur découverte, un rôle majeur
était donné aux séquences répétées dans la régulation de l’ex-
pression des gènes :

For bovine DNA (and probably that of other organisms)
repeated sequences are intimately interspersed with non-
repeated sequences, throughout the length of the genome.
This is precisely the pattern required in our model if repea-
ted sequences are usually or often regulatory in function.

De plus, Britten et Davidson justifiaient la présence d’autant
de séquences répétées dans les génomes de la manière suivante
(Britten et Davidson 1971) :

Natural selection might promote the survival of popula-
tions capable of testing new regulatory relationships, thus
maintaining the potentiality of producing new repetitive
DNA sequences and translocating them.
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6 introduction

Bien qu’à cette époque, les idées sur les mécanismes d’amplifi-
cation des ET et autres séquences répétées étaient encore trop
peu claires, l’idée selon laquelle la sélection naturelle peut agir
en vue d’avantages futurs, a longtemps posé problème aux évo-
lutionnistes. C’est dans les années 1970-1980 que de nouveaux
résultats permirent d’affiner notre compréhension de ces phéno-
mènes. Par exemple, en croisant certaines souches de D. melano-
gaster maintenues en laboratoire depuis des décennies avec des
souches sauvages, des chercheurs se sont aperçus que certains
croisements n’étaient pas viables et présentaient de nombreuses
aberrations (Kidwell et coll. 1977). De nombreuses études ont
alors collectivement montré que ce phénomène était dû à une
famille d’ET qui avait progressivement envahi les génomes des
populations de D. melanogaster du monde entier en quelques dé-
cennies (Anxolabéhère et coll. 1988).

Parmi les premiers modèles proposées visant à expliquer la
régulation de l’expression des gènes, plusieurs donnaient un
rôle important aux ET, du fait de leur mobilité et de leur ca-
ractère répété. Mais la dynamique de ces éléments dans les
génomes ne semble pas toujours être en accord avec le rôle
qu’on leur prête.

1.1.3 Théorie du gène égoïste

De nombreuses études théoriques en génétique des popu-
lations ont été entreprises, modélisant l’action des différentes
forces évolutives sur la dynamique des ET. Elles recherchaient
les conditions dans lesquelles ceux-ci pouvaient se maintenir
dans les génomes, voire les envahir (Charlesworth et Charles-
worth 1983). Cela faisait alors quelques années que certains évo-
lutionnistes revendiquaient une interprétation de l’évolution cen-
trée sur les gènes : la théorie du gène égoïste (Hamilton 1963,
Williams 1966). Celle-ci propose que la sélection naturelle agit
à travers la survie différentielle de gènes en compétition, aug-
mentant la fréquence des allèles dont les effets phénotypiques
assurent avec succès leur propagation (Dawkins 1982). Dans un
tel cadre, les ET représentent l’archétype du gène égoïste, pou-
vant même être décrits comme étant les parasites ultimes (Orgel
et Crick 1980) :

The existence of selfish DNA is possible because DNA is a
molecule which is replicated very easily and because selfish
DNA occurs in an environment in which DNA replication

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



1.1 premières recherches sur les éléments transposables 7

is a necessity. It thus has the opportunity of subverting
these essential mechanisms to its own purpose.

A cette époque, le consensus n’était donc plus de savoir si les ET
étaient fonctionnels comme McClintock ou Britten et Davidson
l’avaient imaginé, mais plutôt de savoir comment le reste du
génome arrivait à s’en débarrasser. Le terme de junk DNA est
ainsi devenu habituel pour parler des ET (Ohno 1972).

La question du rôle possible de certains ET dans les génomes
était restée en suspens. Certains évolutionnistes ont alors criti-
qué une utilisation excessive de cette théorie, les phénotypes
d’un organisme étant tous vus comme des adaptations (Gould
et Lewontin 1979). De cette intervention émergea un nouveau
concept, celui d’exaptation. Il qualifie les traits ayant initialement
été sélectionnés pour une fonction donnée, voire ayant évolué
sans être soumis à une quelconque pression de sélection, mais
ayant ensuite été cooptés pour une autre fonction, l’actuelle
(Gould et Vrba 1982). Le terme adaptation est donc maintenant
réservé aux phénotypes qui, eux, ont été sélectionnés au fil du
temps pour une fonction qui est restée la même. Les auteurs à
l’origine de ce concept d’exaptation ont ainsi ré-interprété le cas
des séquences répétées dans les génomes :

Such selfish DNA may be playing its own Darwinian
game at the genic level, but it represents a true nonap-
tation at the level of the phenotype. When used to great
advantage in that future, these repeated copies are exapta-
tions.

En 50 ans, les ET ont amené les biologistes à reconsidérer
profondément la théorie de l’évolution et à les associer à plu-
sieurs reprises à des modèles spéculatifs sur la régulation de
l’expression des gènes. Dans les années 1990, le séquençage
de génomes complets est devenu une réalité, permettant ainsi
d’analyser l’ensemble des ET dans les génomes. Ces études ont
contribué à améliorer notre compréhension de leur biologie, et
ainsi de l’évolution et du fonctionnement des génomes.
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8 introduction

1.2 annotation et analyses des éléments transpo-
sables dans les génomes modèles

1.2.1 Caractérisation des propriétés moléculaires des éléments trans-
posables

Depuis la découverte des ET et leur reconnaissance comme
composants majeurs des génomes, de nombreuses expériences
ont été menées afin de caractériser leurs mécanismes de trans-
position et leur structure moléculaire. Elles ont principalement
été entreprises sur des organismes modèles comme la levure
Saccharomyces cerevisiae (Boeke et coll. 1985) et la mouche Dro-
sophila melanogaster (O’Hare et Rubin 1983). Elles ont notam-
ment permis de distinguer deux classes d’éléments transpo-
sables, les premiers nommés rétrotransposons se multipliant via
un intermédiaire à ARN par un mécanisme « copier-coller », et
les deuxièmes nommés transposons se déplaçant par excision
d’ADN par un mécanisme « couper-coller » (Finnegan 1989).

Grâce à leur capacité de reconnaître des motifs bien précis, de
générer des coupures double-brins dans l’ADN à l’endroit même
de ces motifs et d’insérer un fragment d’ADN dans un autre, les
transposons ont été très tôt utilisés comme vecteurs de transfor-
mation génétique (Rubin et Spradling 1982). Les biologistes en
ont fait des outils moléculaires d’ingéniérie génétique leur per-
mettant d’intégrer un fragment d’ADN, comme un gène d’inté-
rêt, dans le génome de l’espèce qu’ils étudient. En pratique, ils
construisent deux plasmides, l’un portant le fragment à insérer,
entouré de TIR (terminal inverted repeats) ainsi qu’un gène rappor-
teur, et l’autre ne portant que la transposase censée reconnaître
les TIR en question (voir la figure 1 pour plus de détails).

Plusieurs familles d’ET sont utilisées dans un but de transfor-
mation génétique, toutes ne fonctionnant pas forcément dans les
mêmes espèces, ou n’ayant pas les mêmes biais d’insertion (Thi-
bault et coll. 2004). Une famille en particulier, Sleeping Beauty,
a été reconstruite synthétiquement à partir de copies inactives
(Ivics et coll. 1997), et est maintenant particulièrement utilisée
chez les mammifères. Chaque étape du processus a été aujour-
d’hui considérablement étudié, permettant ainsi d’envisager des
tests cliniques de thérapie génique à moyen terme (Izsvák et coll.
2010).

L’étude des propriétés biochimiques des ET a permis de
mieux comprendre les mécanismes de transposition, fournis-
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1.2 éléments transposables des génomes modèles 9

Fig. 1: Organisation de plasmides dérivés de l’ET piggyBac. Le plas-
mide « marker » pPIGA3GFP contient le promoteur du gène de
l’actine A3 fusionné à la séquence codant pour la GFP (green
fluorescent protein) et à la séquence non-traduite 3’ du SV40 (si-
mian virus 40). Le plasmide « helper » pHA3PIG est la source de
la transposase (trans) de l’ET piggyBac. ITR, répétitions termi-
nales inversées ; Amp, gène de résistance à l’ampicilline. (Tiré
de Tamura et coll. 2000.)

sant ainsi de puissants outils de biologie moléculaire. En
même temps, d’autres études ont montré la présence des ET
dans quasiment tous les génomes étudiés, et se sont donc at-
tachées, autant que faire se peut, à en décrire la diversité de
manière exhaustive, en premier lieu chez Homo sapiens.

1.2.2 Cas du génome humain

C’est en 2001 avec la séquence d’un génome humain que,
pour la première fois, une étude de l’ensemble du contenu
en ET d’un génome d’eucaryote supérieur a été réalisée (the
International Human Genome Sequencing Consortium 2001).
Cette étude a nécessité pour l’annotation des ET, la construc-
tion d’une banque de séquences connues d’ET, ainsi qu’une
méthode de recherche adaptée basée sur l’alignement de sé-
quences. Les auteurs de l’étude ont mis à profit la banque
de séquences RepBase qui tentait de rassembler les séquences
d’ET découvertes jusqu’alors. Certaines d’entre elles corres-
pondaient à de vraies copies d’ET identifées expérimentale-
ment, par exemple via l’analyse de gènes inactivés (Dombroski
et coll. 1991). D’autres correspondaient à des séquences consen-
sus construites à partir de l’analyse informatique de fragments
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10 introduction

génomiques (Smit 1993). Pour la recherche des ET dans les sé-
quences génomiques, plusieurs méthodes ont été développées,
utilisant des algorithmes d’alignement permettant d’aligner ra-
pidement et efficacement des séquences d’ET avec de grandes
séquences génomiques. Ainsi, le programme REPEATMASKER
(http://www.repeatmasker.org/) utilise des matrices de scores
différentes selon le taux de GC du fragment génomique consi-
déré. Suivant une démarche similaire, l’annotation du génome
de D. melanogaster a bénéficié de la banque du Berkeley Drosophila
Genome Project (BDGP) rassemblant toutes les séquences d’ET ap-
partenant à cet organisme et découvertes jusqu’alors (Kaminker
et coll. 2002).

Dans le cas du génome humain, les auteurs ont pu confirmer
qu’une grande partie du génome était composé d’ET, environ
45% . En effet, des analyses de dissociation-réassociation ther-
mique d’ADN avaient déjà montré que le génome humain est
composé pour une grande partie de répétitions (Britten et David-
son 1971). De plus, ils ont montré qu’une grande majorité des ET
correspondent à des éléments non-autonomes ne pouvant se dé-
placer par leurs propres moyens. Cette annotation a également
rendu possible la reconstruction de la dynamique des ET dans
ce génome (figure 2).

En un petit peu plus d’une décennie, un profond renverse-
ment s’est ainsi opéré. Alors qu’auparavant les moyens techno-
logiques ne permettaient d’étudier principalement que certains
composants du génome pris séparément les uns des autres, l’es-
sor de la génomique a offert la possibilité d’étudier les génomes
dans leur globalité. C’est bien l’architecture des génomes, ceux-
ci étant considérés en tant qu’entités à part entière, qui devient
investigable. Les idées imaginées au cours du développement
de la génétique moléculaire peuvent maintenant être précisées
et les hypothèses testées à l’échelle du génome entier.

Ainsi, il devient clair que la dynamique de la grande majorité
des ET dans les génomes eucaryotes est le résultat d’un conflit
intra-génomique avec le reste du génome comme décrit par la
théorie du gène égoïste (Bestor 1999). La répression épigénétique
par méthylation (Tsukahara et coll. 2009) ainsi que la découverte
de mécanismes d’interférence à ARN servant à empêcher les ET
de transposer (Aravin et coll. 2007) sont proposés comme les
mécanismes moléculaires émergeant de ce conflit. Bien que la
théorie de Britten et Davidson soit loin d’être vérifiée à la lettre,
l’idée selon laquelle une même séquence, répétée à différents en-
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1.2 éléments transposables des génomes modèles 11

Fig. 2: Distribution de l’âge des ET dans le génome humain. Chaque
couleur représente un type d’ET : les Alu en bleu clair, les L1

en orange, les MIR en bleu foncé, les L2 en jaune, les rétrotrans-
posons à LTR en vert et les transposons à ADN en rouge. (Tiré
de the International Human Genome Sequencing Consortium
2001.)

droits du génome, puisse participer à la régulation d’un réseau
de gènes, se trouve elle aussi remise sur le devant de la scène par
de récents résultats (Bourque et coll. 2008). L’idée de François Ja-
cob de décrire l’évolution comme étant du bricolage moléculaire,
trouve plusieurs exemples parmi les gènes dérivés d’ET (Jacob
1977) :

Evolution does not produce novelties from scratch. It
works on what already exists, either transforming a sys-
tem to give it new functions or combining several systems
to produce a more elaborate one.

Cette idée, ainsi que le concept d’exaptation proposé par Gould
et Vrba, se voient élégamment illustrés par certains ET ayant
été utilisés, sélectionnés, et donc domestiqués au cours de l’évo-
lution pour des fonctions participant à la survie (Zhou et coll.
2004) et la reproduction de l’hôte (Mallet et coll. 2004).

L’annotation des ET dans les génomes modèles, notamment
chez l’homme, a permis d’étudier en détail la contribution de
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12 introduction

ces éléments à la biologie des génomes. Mais comment abor-
der l’analyse des génomes d’autres espèces ?

1.2.3 Besoin d’approches de novo pour l’annotation des éléments
transposables

Il est vite apparu que les ET, du fait de leur nature répétée,
posaient des problèmes spécifiques, tant au niveau du séquen-
çage des génomes, qu’au niveau de leur assemblage et de leur
annotation. Depuis les années 1980, un nouveau champ discipli-
naire s’était développé parallèlement à l’amélioration des tech-
nologies de séquençage : la bioinformatique. Ainsi, différentes
approches bioinformatiques pour l’annotation des ET ont été
proposées pour aider à l’assemblage et à l’annotation des gé-
nomes (Bergman et Quesneville 2007). Dans le cas simple où
l’on dispose de séquences déjà connues (comme par exemple
pour H. sapiens décrit précédemment), une étape importante a
été franchie avec la mise au point d’un outil combinant efficace-
ment plusieurs algorithmes afin de détecter les fragments d’ET,
filtrer les faux-positifs et connecter les fragments appartenant à
une même copie ancestrale (Quesneville et coll. 2005). Cet outil,
nommé TEannot, a permis de ré-annoter le contenu en ET du gé-
nome des deux organismes modèles D. melanogaster (Quesneville
et coll. 2005, Bergman et coll. 2006) et A. thaliana (Buisine et coll.
2008), et d’en faire ainsi des annotations de référence. Mais pour
la grande majorité des autres génomes séquencés, nous ne dis-
posons pas ou peu de séquences connues d’ET spécifiques de
ces génomes. Des approches de novo d’annotation sont donc in-
dispensables.

L’expression « approche de novo » signifie que l’identification
des éléments transposables ne requiert, comme données initiales,
que les séquences génomiques brutes, permettant ainsi de trou-
ver des éléments spécifiques du génome étudié, souvent absents
des banques de données. Ce type de procédure peut également
être qualifié d’approche ab initio (Saha et coll. 2008). C’est pour
la mise au point de l’algorithme lui-même que sont mises à pro-
fit les caractéristiques des ET. Certaines approches, par exemple,
recherchent dans les génomes des structures proches de celles
des rétrotransposons ayant des répétitions terminales de même
orientation appelées LTR pour long terminal repeat (McCarthy et
McDonald 2003). Ces approches basées sur la structure seront
discutées dans le dernier chapitre (voir 3.2.2) mais il est impor-
tant de noter dès à présent qu’elles visent en premier lieu à iden-
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1.3 diversification des éléments transposables 13

tifier des copies complètes d’ET satisfaisant les critères de l’al-
gorithme, et ne sont performantes que si les éléments concernés
ont une structure bien marquée. Le séquençage des premiers gé-
nomes d’organismes modèles a donc permis de vérifier et d’af-
finer les théories proposées dans les décennies précédentes. A
présent, le séquençage de nombreux génomes pour lesquels le
contenu en ET est loin d’être aussi bien connu requiert l’utilisa-
tion d’approches de novo.

Avec le séquençage de nombreux génomes complets, des ap-
proches de novo d’annotation d’ET deviennent de plus en plus
nécessaires. Les méthodes doivent pouvoir identifier les fa-
milles présentes et construire automatiquement des séquences
les représentant.

1.3 étude de la diversification des éléments trans-
posables et de la dynamique des génomes par

une approche de novo

1.3.1 Difficultées posées par les réarrangements chromosomiques

L’approche canonique d’annotation de novo des ET commence
par une comparaison de la séquence du génome avec elle-même
afin de repérer par alignement les répétitions plus ou moins dé-
générées, celles-ci étant ensuite regroupées en fonction de leur
similarité et de leur pourcentage de recouvrement. Finalement
une séquence consensus est construite pour chaque groupe de
répétitions et l’ensemble des séquences consensus est utilisé
comme banque d’ET avec des outils tel TEannot pour annoter
leurs copies dans le génome en question (Quesneville et coll.
2005). L’étape de regroupement des répétitions doit être spéci-
fique des ET. Ceux-ci correspondent à des répétitions dispersées
présentes généralement en un grand nombre de copies, par op-
position à d’autres types de répétitions, telles les répétitions en
tandem ou les duplications segmentaires. Plusieurs algorithmes
ont été proposés pour tenter de regrouper correctement les ré-
pétitions dispersées dans les génomes (Bao et Eddy 2002, Ques-
neville et coll. 2003, Edgar et Myers 2005). La plupart de ces
algorithmes et les programmes qui les implémentent avaient à
l’origine surtout pour but d’identifier les fragments du génome
appartenant à des ET, en particulier pour les masquer et faciliter
l’annotation des gènes codants. Or ce but peut être atteint même
si les séquences consensus correspondent à des ET tronqués, ce
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14 introduction

qui est souvent le cas, les ET étant rapidement fragmentés après
leur insertion dans un génome. Mais disposer de séquences d’ET
tronquées empêche l’étude approfondie de la dynamique de ces
éléments, et freine donc notre compréhension de l’évolution de
la structure des génomes.

Depuis longtemps (Dobzhansky et Sturtevant 1938), mais de
manière frappante avec l’essor de la génomique, de nombreuses
analyses ont montré à quel point le contenu des génomes est
dynamique. Comme l’ont fait remarquer certains auteurs après
le séquençage du génome de l’homme et de la souris, les ana-
lyses comparées ont apporté de nouveaux éléments permettant
une compréhension systémique de l’évolution des génomes à
plusieurs échelles (Eichler et Sankoff 2003) :

Comparative analyses of complete genomes can provide
a comprehensive view of large-scale changes in synteny,
gene order, and regions of nonconservation while simul-
taneously affording exquisite molecular resolution at the
level of single-base pair differences.

Concernant les réarrangements chromosomiques de type inver-
sion, translocation, fusion et fission de chromosomes, il devient
par exemple possible de reconstruire de manière parcimonieuse
l’ordre dans lequel un chromosome de souris pourrait s’être ré-
arrangé par rapport à un chromosome humain (Pevzner et Tes-
ler 2003). En termes de duplications segmentaires, l’étude du
génome humain a été, et continue d’être, féconde autant sur le
plan inter-espèce en le comparant avec des génomes de chimpan-
zés et macaques (Jiang et coll. 2007) que sur le plan intra-espèce
en comparant le génome de plusieurs individus (Kidd et coll.
2008). Les réarrangements chromosomiques sont donc fréquents
et sont souvent à l’origine de duplications de gènes perturbant
leur fonctionnement. Mais tout cela n’explique pas pour autant
leur origine, ce qui les déclenche. Pourtant, les points de cassure
sont fréquemment associés à des ET, ce qui a permis de propo-
ser des modèles pour leur formation (Fiston-Lavier et coll. 2007).
Il n’est pas toujours clair si les ET sont véritablement à l’origine
des réarrangements ou bien s’ils se sont simplement accumulés
autour des points de cassure, a posteriori, par exemple à cause
d’une instabilité physique de ces régions (Zhou et Mishra 2005).
Toujours est-il que les ET ont la capacité de profondément trans-
former le paysage génomique (Gray 2000), du fait de pouvoir
transposer, de s’accumuler dans certaines régions, ou simple-
ment du fait d’être présents en de nombreuses copies dans le
génome, favorisant ainsi les recombinaisons ectopiques.
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1.3 diversification des éléments transposables 15

Les études de génomique comparée ont montré à quel point
les génomes étaient dynamiques. Or, les séquences d’ET elles-
mêmes sont également très dynamiques.

1.3.2 Classification et variations structurales

Au fur et à mesure de l’analyse des génomes eucaryotes, de
nouveaux types d’ET sont encore découverts comme notamment
les Hélitrons qui transposent via un mécanisme de type rolling
circle (Kapitonov et Jurka 2001), et les Mavericks/Polintons sup-
posés transposer par excision et réplication (Feschotte et Pritham
2005, Kapitonov et Jurka 2006). Ceci a donc amené à reproposer
une classification des différents types d’ET (Wicker et coll. 2007).
Dans celle-ci, les deux classes identifiées par Finnegan en 1989

sont conservées mais elles se subdivisent maintenant en plu-
sieurs ordres incorporant les nouveaux types d’ET découverts,
chaque ordre se subdivisant en superfamilles (figure 3). Cepen-
dant, l’analyse de génomes de plus en plus nombreux et divers
a surtout montré à quel point les ET étaient structurellement va-
riables et a confirmé l’importance des éléments non-autonomes
(Sabot et Schulman 2006, Yang et coll. 2009). Tout ET subit à
un moment ou à un autre des mutations, substitutions et indels
(insertions/délétions), les rendant incapables de produire eux-
mêmes la machinerie protéique nécessaire à leur transposition.
Pour autant, il peut continuer à transposer, en recrutant la ma-
chinerie protéique d’autres éléments autonomes. Continuant à
transposer, il est dit actif. A cause de leur similarité de séquence,
il a été proposé que les éléments autonomes et leurs parasites
non-autonomes gardent la même classification, différant seule-
ment au niveau de la sous-famille (Wicker et coll. 2007).
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16 introduction

Fig. 3: Proposition de classification pour les ET. (Tiré de Wicker et coll.
2007.)
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1.3 diversification des éléments transposables 17

Comme l’indiquent ses auteurs, cette classification a été pro-
posée dans un but pragmatique d’annotation et ne vise pas à re-
fléter la phylogénie. Mais cela ne doit pas occulter le fait que les
ET, en plus d’influer sur l’évolution de la structure des génomes,
ont eux-même une structure très variable, beaucoup plus com-
plexe que ce qu’un schéma tel celui de la figure 2 peut laisser
paraître, ce qui complique la construction de leur phylogénie.

Un premier exemple de variations structurales est celui des
éléments non-autonomes décrits précédemment. Le processus
par lequel un élément devient non-autonome est a priori continu,
l’élément accumulant progressivement substitutions, insertions
et délétions. Parmi les éléments non-autonomes dérivant de
rétro-transposons à LTR, certains sont qualifiés de LARD pour
large retrotransposons derivatives lorsque leur taille excède quatre
mille bases (Kalendar et coll. 2004), alors que les autres sont qua-
lifiés de TRIM pour terminal repeat retrotransposons in miniature
(Witte et coll. 2001). Mais comment distinguer à première vue
un tel élément qui a continué à transposer d’un élément inactif
subissant des délétions sans ne plus pouvoir transposer ? Si l’on
s’intéresse à l’évolution de la structure du génome, le premier
cas présente plus d’intérêt que le deuxième, les éléments non-
autonomes ayant transposé représentant généralement une bien
plus grande proportion du génome.

Un deuxième exemple de variations structurales correspond
aux chimères résultant de la combinaison de plusieurs éléments
répétés existants. Un tel cas a été montré chez le moustique Ano-
pheles gambiae impliquant une famille de MITE dont l’une des
répétitions terminales semble dériver d’une famille d’éléments
P alors que l’autre répétition terminale semble dériver d’une fa-
mille d’éléments P différente (Quesneville et coll. 2006). Un cas
encore plus extrême est celui de rétro-transposons à LTR non-
autonomes appelés Cassandra dont chaque répétition terminale
contient un gène d’ARN 5S dont la structure secondaire, très
similaire des autres gènes d’ARN 5S, semble fonctionnelle (Ka-
lendar et coll. 2008).

Un troisième exemple de variations structurales est celui d’élé-
ments transposables dupliquant des fragments de gènes co-
dants qui ne sont pas censés leur appartenir. Certains éléments
peuvent transposer en copiant des séquences présentes au-delà
de leurs extrémités, en 5’ ou en 3’. Si l’élément est dans un intron,
il peut donc emporter un exon avec lui. Si le tout s’insère dans
l’intron d’un autre gène, l’exon peut potentiellement être incor-
poré au transcrit du gène en question. Ce phénomène de trans-
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18 introduction

duction de fragments de gènes par des ET a d’abord été observé
avec les rétrotransposons L1 du génome humain (Moran et coll.
1999). Le phénomène de transduction peut aussi concerner un
gène entier. Dans le génome humain, le gène AMAC a été du-
pliqué trois fois par ce mécanisme à l’aide d’un ET nommé SVA
qui se trouve être lui-même un élément chimère (Xing et coll.
2006). Ces phénomènes d’exon shuffling, exon trapping, gene trans-
duction, etc., sont aussi fréquents dans les génomes de plantes.
Dans le génome du riz, un grand nombre d’ET proches de la fa-
mille Mutator contiennent des fragments de gènes (Jiang et coll.
2004). Les fragments étant inclus entre les répétitions terminales
des ET, on parle alors de transduplication. Ces éléments appelés
Pack-MULEs sont nombreux, environ 3000, et ne semblent pas
générer seulement des pseudo-gènes non fonctionnels : en effet,
22% sont transcrits et parmi ceux-ci, 28 sont également traduits,
un nombre vraisemblablement très sous-estimé (Hanada et coll.
2009). Par ailleurs, des résultats suggèrent que ces Pack-MULEs
ont un effet sur l’expression des gènes dont ils contiennent des
fragments, vraisemblablement via l’action de petits ARN (Ha-
nada et coll. 2009). Le même type de variants structuraux existe
en grande quantité dans le génome du maïs, mais cette fois avec
des Hélitrons (Morgante et coll. 2005). Depuis que la séquence
complète d’un génome de maïs est disponible (Schnable et coll.
2009), plusieurs études ont montré que les Hélitrons sont pré-
sents en un grand nombre de copies dans les génomes de maïs
et que la plupart, 60%, contiennent des fragments d’un ou plu-
sieurs gènes (Yang et Bennetzen 2009). Les mécanismes molécu-
laires par lesquels les ET acquièrent des fragments de gènes ne
sont pas toujours bien élucidés.

La classification actuelle permet de catégoriser les ET facile-
ment définissables. Or, les exemples de variations structurales
au sein des familles d’ET sont nombreux et variés. Il est donc
important de pouvoir annoter les ET au mieux, c’est-à-dire en
les considérant dans toute leur diversité structurale.

1.3.3 Démarche et objectifs de cette thèse

Les ET sont maintenant bien connus pour présenter de
grandes variations structurales au sein d’une même famille. Si
l’on veut étudier leurs impacts sur l’évolution d’un génome, il
faut en particulier pouvoir identifier les différentes familles d’ET
présents dans ce génome, déterminer leurs variants structuraux,
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1.3 diversification des éléments transposables 19

en construire des séquences consensus correspondant aux enti-
tés ancestrales, puis annoter leurs fragments et enfin reconstruire
les copies en connectant les fragments contigus au moment de
l’insertion. L’approche de novo est ici encore plus indispensable
étant donné que les variants structuraux d’une même famille
sont la plupart du temps absents des banques de données. Au dé-
but de mes travaux de thèse, les approches de novo n’avaient gé-
néralement pas été testées à grande échelle. De plus, les variants
structuraux n’étant pas recherchés pour eux-mêmes, il était dif-
ficile de distinguer une séquence consensus correspondant à un
variant structural d’une séquence consensus correspondant à un
élément tronqué et inactif. Enfin, nous ne disposions pas d’outils
permettant de classifier automatiquement les séquences consen-
sus d’ET et donc de détecter les faux-positifs.

Pendant mon travail de thèse, j’ai donc mis au point des outils
informatiques d’annotation des ET prenant en compte la diver-
sification des familles d’ET, processus par lequel des variants
structuraux apparaissent et transposent (chapitre 2). Le choix
des génomes de D. melanogaster et A. thaliana pour ce travail était
motivé par la disponibilité de séquences de référence de qualité
qui permettaient de mettre au point et de tester des outils infor-
matiques implémentant une approche de novo. Dans le cadre de
ces analyses, j’ai pu également montrer que ces outils permet-
taient de prendre en compte et de révéler l’importante variation
structurale des familles d’ET de ces génomes. Dans le dernier
chapitre (3), je présente les résultats de l’application de ces ou-
tils à différents génomes, notamment de plantes, champignons
et insectes et je détaille l’attention apportée aux techniques de dé-
veloppement logiciel dans l’implémentation des outils. Ces travaux
nous ont conduits à proposer une feuille de route pour l’annota-
tion des ET. Dans la suite, je propose également plusieurs pistes
d’amélioration afin d’incorporer d’autres approches et de rendre
possible l’analyse de grands génomes ayant un fort contenu en
répétitions, tel que celui du blé tendre, à l’aide des outils décrits
précédemment. En termes de perspectives, je suggère quelques
applications possibles de mon travail en soutien à la génétique et
l’amélioration des plantes. Finalement, j’explicite comment simu-
lation et mise au point d’algorithmes de détection se complètent
pour l’étude de la dynamique des ET, inscrivant ainsi ma contri-
butions dans un projet de recherche à long terme.
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Deuxième partie

C O N S I D É R E R L A D I V E R S I F I C A T I O N D E S
É L É M E N T S T R A N S P O S A B L E S D A N S L E S
A P P R O C H E S D ’ A N N O T A T I O N D E N O V O
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2
C O N S I D É R E R L A D I V E R S I F I C A T I O N D E S
É L É M E N T S T R A N S P O S A B L E S D A N S L E S
A P P R O C H E S D ’ A N N O T A T I O N D E N O V O

Ce travail a été soumis récemment. J’en présente ci-dessous un
résumé en français, suivi du manuscrit en anglais.

Les éléments transposables (ET) sont des séquences d’ADN
mobiles répétées, présentes dans quasiment tous les génomes
procaryotes et eucaryotes étudiés jusqu’à maintenant. Ils ont de
larges impacts sur la structure des génomes, leurs fonctions et
leur évolution. Grâce au récent développement des méthodes
de séquençage à haut-débit, de nombreux génomes ont pu être
séquencés, rendant ainsi possible l’analyse comparative des dy-
namiques d’éléments transposables à une échelle sans précédent.
Plusieurs méthodes ont été proposées concernant l’identification
de novo des ET dans les génomes séquencés. La plupart com-
mence par la détection des répétitions génomiques, mais dif-
fère lors des étapes suivantes de définition des familles d’ET.
Des annotations d’ET de qualité sont disponibles pour les sé-
quences génomiques de Drosophila melanogaster et Arabidopsis tha-
liana, fournissant une base solide pour tester et valider de telles
méthodes. Nous avons donc comparé les performances d’algo-
rithmes spécifiques du regroupement de répétitions dispersées,
et avons trouvé que seule l’utilisation combinée de certains algo-
rithmes détectait les familles d’ET avec une bonne reconstruction
des séquences de référence. Nous avons ensuite appliqué une
nouvelle procédure pour réconcilier les différents résultats de re-
groupement et classifier les séquences d’ET. Cette approche a été
implémentée dans un outil utilisant la boîte à outils REPET. Fi-
nalement, nous montrons que notre approche combinée met en
évidence la dynamique de familles d’ET bien définies en rendant
possible l’identification de variations structurales entre leurs co-
pies. Cette approche permet ainsi d’annoter les familles d’ET et
d’étudier leur diversification en une seule analyse, améliorant
ainsi notre compréhension de la dynamique des ET à l’échelle
du génome entier et ce pour différentes espèces.
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Considering transposable element diversification in de novo 

annotation approaches
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ABSTRACT

Transposable elements (TEs) are mobile, repetitive DNA sequences that are almost ubiquitous in 

prokaryotic and eukaryotic genomes. They have a large impact on genome structure, function and 

evolution. With the recent development of high-throughput sequencing methods, many genome 

sequences have become available, making possible comparative studies of TE dynamics at an 

unprecedented scale. Several methods have been proposed for the de novo identification of TEs in 

sequenced genomes. Most begin with the detection of genomic repeats, but the subsequent steps 

for  defining  TE  families  differ.  High-quality  TE  annotations  are  available  for  the  Drosophila  

melanogaster and  Arabidopsis  thaliana genome  sequences,  providing  a  solid  basis  for  the 

benchmarking  of  such methods.  We compared the  performance of  specific  algorithms for  the 

clustering  of  interspersed  repeats  and  found  that  only  a  particular  combination  of  algorithms 

detected TE families with good recovery of  the reference sequences.  We then applied a new 

procedure for reconciling the different clustering results and classifying TE sequences. The whole 

approach was implemented in a pipeline using the REPET package. Finally,  we show that our 

combined approach highlights the dynamics of well defined TE families by making it possible to 

identify structural variations among their copies. This approach makes it possible to annotate TE 

families and to study their diversification in a single analysis, improving our understanding of TE 

dynamics at the whole-genome scale and for diverse species.
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AUTHOR SUMMARY

Since more than a decade, whole genomes are being sequenced, now on a high-throughput basis. 

In the vast majority of the cases, it is possible to detect the presence of mobile genetic elements 

named transposable elements (TEs). Such repeated sequences can represent most of the genome 

(e.g. about 45% in humans) and have deep impacts on the evolution of genome structure and 

function, making their annotation a prerequisite for further analyses. Identifying TEs experimentally, 

for  instance  by  screening  mutants,  is  a  labor-intensive  task  not  applicable  on  a  large  scale, 

therefore  requiring  computational  methods.  However,  relying  on  already-known TE sequences 

prevent from identifying new ones. Moreover, our aim is not only to annotate TEs but although to 

recover the ancestral sequences that transposed in order to gain insights on TE dynamics. Here, 

we describe a de novo approach and show how to combine efficiently existing algorithms to fully 

recover most of the ancestral TEs in any sequenced genome. Our results highlight the emergence 

of structural variants during the diversification of TE families, a process reflecting the tempo and 

mode of TE evolution.
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INTRODUCTION

Transposable elements (TEs) are DNA sequences that can move and duplicate, autonomously or 

with the assistance of other elements, within genomes. TEs have been described as the “ultimate 

parasite”, because of their ability to amplify and invade genomes for their own ends  [1], and as 

“selfish DNA sequences” [2]. These invasion events play a particularly important role in eukaryotic 

genomes, probably because of the smaller population sizes of eukaryotes than of prokaryotes [3].

TEs are generally classified according to their transposition mechanism. Those transposing via an 

RNA intermediate  belong  to  class  I  and  are  referred  to  as  retrotransposons,  whereas  those 

transposing via a DNA intermediate belong to class II and are called DNA transposons [4]. Class I 

introns  can  be  classified  into  three  main  orders,  LTR  retrotransposons  (having  long  terminal 

repeats),  LINEs  (long  interspersed  nuclear  elements)  and  SINEs  (short  interspersed  nuclear 

elements), whereas class II introns are classified into DNA transposons, Helitrons and Mavericks 

[5]. Most TEs encode proteins that mediate their autonomous transposition. During the course of 

evolution,  non  autonomous  elements  have  emerged  from  autonomous  elements.  Some  are 

incomplete versions of  autonomous elements,  often with insertions/deletions (indels)  disrupting 

their open reading frames (ORFs). Others are miniature versions lacking internal sequences but 

retaining the boundaries of the original element, making it possible for the autonomous element 

machinery to recognize them. MITEs (miniature inverted-repeats transposable elements) are well 

known examples of non autonomous elements that evolved from class II DNA transposons [6,7].

TEs are now recognized to be a major component of the structure of the genome and to affect 

genome size and chromosomal rearrangements [8-10]. They often account for a large proportion 

of the genome: 20% of the 180 Mb Drosophila melanogaster genome, 45% of the 3.2 Gb human 

genome, and more than 80% of the 17 Gb bread wheat (Triticum aestivum) genome [11]. These 

dispersed  repeats  can  induce  major  chromosomal  rearrangements,  thereby  affecting  genome 
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organization. However, the impact of TEs is not limited to effects on genome structure. As initially 

suggested by Barbara McClintock  [12],  TEs may be seen as “controlling” elements. They may 

provide  regulatory  sequences  with  various  effects  on  the  adjacent  genes.  In  particular,  some 

silencing  mechanisms  involving  RNA interference  seem to  have  emerged  primarily  as  a  host 

response to prevent TE amplification. Thus, genes located close to TE insertions may be subject to 

transcriptional  control  due  to  TE  repression,  resulting  in  their  epigenetic  regulation  [13,14]. 

Moreover,  TEs  are  intrinsically  able  to  create,  modify  and  re-wire  gene  regulatory  networks 

[15,16]. Finally, many cases of exaptation and domestication involving TEs have been reported 

[17,18]. For example, there are several lines of evidence to suggest that the RAG1 and RAG2 

genes  involved  in  V(D)J  recombination  originated  from  a  hAT  DNA  transposon  that  was 

domesticated to fulfill this primordial function of the adaptive immune system [19,20].

The increases in efficiency and decreases in cost of new sequencing techniques [21] are leading 

to the sequencing of increasing numbers of genomes. About 1250 genome sequencing projects 

have already been initiated for eukaryotes, including species with large and repetitive genomes, 

such as maize  [22].  The efficient and accurate annotation of TEs is therefore essential  to our 

understanding of their impact on gene function and genome evolution [23].

If  a  routine  TE annotation  procedure  is  to  be efficient,  it  must  be both  rapid  and exhaustive, 

biologically relevant and computationally tractable. The TE annotation process can be divided into 

two phases: (i) the de novo discovery and identification of the TE families present in the genome 

studied and (ii) the precise, comprehensive annotation of TE copies on the chromosomes. For the 

second phase, an integrated pipeline has already been developed and tested [24] and this pipeline 

has  been  applied  to  several  organisms  [25-31].  For  the  de novo discovery  phase,  several 

programs and algorithms based on different assumptions have been developed, but none has yet 

proved entirely satisfactory. Indeed, as pointed out in a previous study [32], some programs have 
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very low levels of sensitivity or specificity, whereas others return too short consensus sequence (<1 

kb).

In addition to describing the composition and organization of the genome, TE annotation facilitates 

the  identification  of  structural  variants  providing  useful  information  about  genome  dynamics. 

Several  examples of  structural  variations in  TE families have been reported  [33,34] but  these 

variations have generally been underestimated in genome-wide analyses of TEs. In this study, we 

addressed  two  questions,  one  concerning  the  challenges  associated  with  whole-genome  TE 

annotation, and the other relating to the identification and characterization of structural variants 

from the same TE family. We first compared the existing computational methods for the de novo 

identification of TEs in sequenced genomes, using the high-quality TE annotations available for the 

Drosophila  melanogaster [24] and  Arabidopsis  thaliana genome  sequences  [29].  We  then 

developed  the  TEdenovo  pipeline,  a  tool  combining  several  different  programs,  including 

procedures for the clustering of interspersed repeats, into a single framework. Finally, by analyzing 

the D. melanogaster and A. thaliana genomes with the TEdenovo pipeline, we were able to obtain 

new insight into TE dynamics, highlighting structural variations emerging during the diversification 

of TE families and identifying putative new TEs absent from reference databanks.te
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RESULTS

Comparative analysis of de novo approaches

We  developed  a  three-step  approach  for  comparing  the  efficiency  of  de novo TE  detection 

methods (see [35] for a review), to provide a robust tool for identifying TEs in eukaryotic genomes: 

(i) the self-alignment of the input genomic sequences, (ii) the clustering of the resulting pairwise 

alignments,  and  (iii)  the  construction  of  a  multiple  alignment  for  each  cluster  from  which  a 

consensus sequence is derived (see figure S1). This process generates a databank of  de novo 

consensus sequences representing putative TE families present in the genome analyzed, which 

can be used for the annotation of individual TE copies. We applied this three-step approach to the 

D. melanogaster release  4  and  A. thaliana release  9  genome  sequences.  At  each  step,  we 

evaluated several programs, comparing the efficiency with which they identified TEs with the aid of 

the  high-quality  TE  sequence  databanks  (from  the  Berkeley  Drosophila  Genome Project  and 

Repbase Update) and annotations available for these two reference genomes [24,29].

Traditionally, the quality of de novo consensus sequences — the extent to which they correspond 

to full TE reference sequences rather than truncated versions — is not assessed. Validation is 

instead indirect:  researchers annotate a genome sequence with RepeatMasker,  using Repbase 

Update as TE databank, and consider the resulting TE annotations as the references. They then 

annotate the same genome with RepeatMasker, using the  de novo consensus as TE databank, 

and  consider  these  TE  annotations  as  predictions.  These  two  sets  of  annotations  are  then 

compared, by calculating sensitivity and specificity at the nucleotide level. The criterion used to 

estimate the quality of the de novo method is therefore the extent to which de novo predictions and 

reference annotations overlap. However, as we are particularly interested in TE dynamics, we need 

to assess the quality of the de novo library itself, by evaluating the extent to which full ancestral TE 

reference sequences are recovered. Such sequences, which originate from the reconstruction of a 
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given element from its copies, are not only useful for subsequent TE annotation, but also provide a 

condensed view of  the TEs in  the genome.  One way of  assessing the quality of  the  de novo 

consensus  sequences  obtained  with  our  three-step  approach  would  be  to  compare  these 

sequences with reference sequences from the Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP) or 

Repbase Update databanks. However, it was clear that some of the reference sequences present 

in these databanks would not be present in the genomes analyzed. For example, the “P-element” 

reference sequence is absent from the genome sequence of the D. melanogaster strain used here. 

So, rather than using the reference databanks directly, we first constructed, for each genome, a 

“knowledge-based” databank comprising one consensus sequence per reference TE sequence, 

based on its genomic copies (see Methods). For each genome, we then compared each de novo 

databank  with  its  corresponding  “knowledge-based”  databank  through  pairwise  sequence 

alignments.  We then  calculated the  sensitivity  Sn*,  specificity  Sp*  and  recovery  ratio  RCC (see 

Methods  and table  1).  This  last  index,  the  RCC ratio,  provides  a  precise  measurement  of  the 

number of TE reference elements fully recovered in the de novo consensus sequences.

Self-alignment of the genomic sequences

The first step in the three-step de novo approach involves the self-alignment of the input genomic 

sequences, corresponding to an all-by-all comparison of the genome with itself. We evaluated two 

local pairwise alignment programs for this first step: a heuristic algorithm, BLASTER [36], and an 

exact algorithm, PALS [37]. BLASTER is a wrapper for the BLAST softwares [38]. It was used for 

comparisons at the genome scale. It begins by cutting long queries into batches and launching 

them in parallel  against  the subject  databank.  The second program, PALS, implements a filter 

algorithm. It first finds all exact matches of length q between the query and subject sequences. It 

then restricts the search by identifying regions (parallelograms in the alignment matrix) containing 

a number of hits above a given threshold. Finally, if these regions have a length above a given 

threshold, PALS develops a chain of hits for each region, aligns the nucleotides and returns the 

coordinates of the resulting matches. We launched these two programs, with stringent parameters, 
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on each of  the  target  genomes,  and then applied  post-processing procedures  to discard long 

segmental duplications (see Methods). This resulted in a list of pairwise alignments corresponding 

to  repeats  in  the  D. melanogaster and  A. thaliana genome  sequences.  A comparison  of  the 

de novo consensus  sequence  performances  of  the  BLASTER  and  PALS  programs  (table  1) 

showed that BLASTER consistently had a higher sensitivity (Sn*) and a much higher recovery ratio 

(RCC). In most cases, its specificity (Sp*) was also better than that of PALS. Note that PALS was run 

with more stringent parameters than BLASTER as it cannot be used with the same values without 

computing time becoming intractable (see Methods). As the recovery ratio RCC reflects the ability of 

the  de novo approach to define TE boundaries correctly and, therefore, to recover full-length TE 

reference sequences, we preferred BLASTER over PALS for the self-alignment step. Moreover, in 

both genomes, BLASTER gave a higher genome coverage than PALS (table S1), as expected 

given the lower stringency of its parameters (see Methods). This first step also generated a lower 

limit  for  the  repeats  content  of  the  genome:  around  7%  for  D. melanogaster and  13%  for 

A. thaliana.

Clustering of the all-by-all matches

In the second step, we clustered the results of the all-by-all comparisons, with the aim of gathering 

together,  within the same cluster,  all  sequences belonging to the same TE family.  This step is 

crucial to ensure the precise definition of repeat boundaries, one of the main challenges in the 

de novo detection of TEs. Due to their specific dynamics during genome evolution, TE families may 

differ considerably in terms of copy number, sequence divergence and insertion/deletion patterns. 

At this step, the aim is to cluster together all TE fragments sharing a common ancestor, with the 

aim of recovering the ancestral element that transposed in the past. However, TE copies diverge 

as they multiply and different copies may accumulate different modifications. This phenomenon 

results in structural variants, as depicted in figure 1. In this case, the grouping together of copies 

from different structural variants within the same cluster may have the undesirable consequence of 

the identification of  consensus sequences with some features specific  to  one of  the structural 
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variants with others specific to another variant. We therefore tested three programs specifically 

implemented for the clustering of interspersed repeats: GROUPER [36], RECON [39] and PILER 

[40].

Figure1. Schematic diagram of the dynamics of a TE family with two structural variants.

As TEs are frequently inserted within each other, GROUPER first aims at retrieving the full-length 

copies by connecting their fragments via a dynamic programming algorithm applied to the pairwise 

alignments. It links together, in chains, the matches corresponding to fragments belonging to the 

same TE copy but interrupted by indels. It then uses single-link clustering to gather similar chains 

of matches into the same cluster,  using a high-coverage constraint  (95%),  and merges chains 

corresponding to the same locus.  The use of  a  high-coverage constraint  makes it  possible to 
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identify different structural variants from a given TE family (figure 1): two copies from two different 

variants  overlap  by  less  than 95% threshold,  and are therefore assigned to  different  clusters. 

Compared  to  the  previous  version  of  the  program  [36],  we  added  a  procedure  to  remove 

redundancy among clusters (see Methods).  RECON uses a different strategy, first trying to infer 

the ancestral TE copies, named “elements”, from all the fragments at each locus. It does this by 

single-link clustering with a low-coverage constraint (50%), followed by an additional procedure 

focusing on the aggregation of endpoints to ensure the correct handling of composite elements, 

such as segmental duplications. It then gathers the “elements” into families again by single-link 

clustering, but this time with a high-coverage constraint (90%), and a procedure is then applied to 

deal with families that are related but different, based on length ratio and similarity thresholds. We 

also tested the PILER suite of programs. In this work, “PILER” refers systematically to PILER-DF, 

which focuses on interspersed repeats. PILER first defines “piles” as lists of matches covering a 

maximal contiguous region. It then globally aligns these piles, rather than the individual matches 

themselves. This prevents bias towards the shortest match in the pile. Finally, piles that cannot be 

globally aligned with each other over 95% of their length are gathered into clusters.

We applied these three programs to the list of matches obtained in the genome self-alignments, 

and then applied procedures for discarding segmental duplications (see Methods). In terms of the 

de novo consensuses generated from the resulting clusters (table 1),  GROUPER and RECON 

were  consistently  more  sensitive  than  PILER.  Moreover,  GROUPER was  systematically  more 

specific than RECON and PILER, with  de novo consensuses from GROUPER less likely to be 

artifacts unrelated to TE reference sequences than those obtained with the other methods. In some 

cases, RECON provided a better recovery ratio (RCC) than GROUPER and PILER, but this ratio 

was always better for GROUPER than for PILER. In addition, regardless of the genome analyzed, 

the  three  programs  did  not  necessarily  generate  the  same  number  of  clusters  (table  S2): 

GROUPER generated more clusters than RECON, which, in turn, generated more clusters than 

PILER. The number of clusters obtained by the de novo approach was much higher for GROUPER 
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and  RECON  than  the  number  of  TE  families  present  in  the  reference  databanks  (BDGP or 

Repbase Update). We suggest that this large number of clusters reflects the high level of diversity 

within TE families in terms of copy divergence and nesting patterns, as assessed by clustering 

algorithms.

Multiple sequence alignment for each cluster

The third  step,  which  consists  in  the  construction  of  a  multiple  alignment  for  each  cluster,  is 

particularly important, because the quality of a consensus sequence depends on the quality of the 

multiple sequence alignment (MSA) from which it  is derived. A large number of programs have 

been developed over the last 10 years [41], focusing on issues such as the scoring scheme, the 

use of templates for secondary structures and computation speed. In our case, the sequences to 

be aligned are very similar to each other in terms of nucleotide substitutions (identity of more than 

90%), with most of the differences between them resulting from indels. The clusters generated by 

RECON include sequences of very different lengths (table S2). Moreover, depending on the size 

and  TE  content  of  the  genome  analyzed,  it  may  be  necessary  to  process  several  thousand 

clusters. We tested only a subset of all the possible programs, focusing on those most suitable for 

our  requirements:  rapid  procedures  capable  of  handling  indels.  We  therefore  focused  on 

progressive MSA algorithms, as these algorithms generate alignments rapidly.

MAP  [42] was  specifically  designed  to  handle  long  gaps.  Such  gaps  frequently  occur  when 

aligning TE copies of different lengths from the same TE family.  In this program, gaps are not 

penalized beyond a given length. CLUSTAL-W [43] is a well known progressive MSA algorithm, 

and was the first to propose position-specific gap penalties. MAFFT [44] addresses the issue of 

CPU time by using Fast Fourier Transform for the rapid detection of homologous segments. It also 

implements  a  normalized  similarity  matrix  that  is  said  to  perform  better  for  alignments  with 

sequences of different lengths. This program was the fastest MSA program we tested. PRANK [45] 

takes into account the phylogenetic information contained in indels to distinguish insertions from 

deletions, to position them properly and avoid the overestimation of deletions. This sophistication 
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renders  PRANK much  slower  than  MAP (10  times  slower  for  a  typical  cluster  containing  16 

sequences of 8 kb each).

For each of these multiple alignment programs, we used the matches returned by BLASTER and 

then clustered by GROUPER, RECON or PILER. This comparative study (table S3) shows that all 

the multiple alignment programs gave similar results in terms of sensitivity and specificity, whether 

launched after GROUPER or after PILER. This result was expected, as all the sequences in these 

clusters are similar in both composition and length, making them easy to align. However, PRANK 

was slower than the other three programs, rendering it less suitable for large genome analyses. 

With  RECON,  the  best  results  were  obtained  with  MAP,  due  to  the  greater  heterogeneity  of 

RECON  clusters  in  terms  of  sequence  length,  rendering  alignment  more  difficult.  Thus,  few 

differences were observed, but MAP clearly outperformed the other programs on RECON clusters, 

making it more robust than the other programs, whatever the clustering method used.

Comparison with another approach, RepeatScout

We evaluated the performance of our three-step strategy, by comparing it with another approach 

that  also  builds  a  databank  of  TE  consensus  sequences  from  a  raw  genome  sequence. 

RepeatScout  [46] begins  by  keeping  high-frequency  strings  of  length  k,  called  k-mers.  The 

program initially  takes the most frequent  k-mer and sets the consensus as being the  k-mer in 

question.  Based  on  the  multiple  alignment  of  all  its  occurrences,  the  program  extends  this 

consensus one nucleotide at a time, in both directions, according to a specific scoring function. For 

correct definition of the consensus boundaries, the scoring function is designed to allow extension 

of the consensus, even if shared by some alignments, but not all. Once the consensus can be 

extended no further, the program detects all its occurrences in the genome, and updates the initial 

table of k-mer frequencies accordingly. This procedure is applied iteratively for each k-mer with a 

frequency above a given threshold.

We applied the RepeatScout program on the D. melanogaster and A. thaliana genome sequences, 

with the default parameters. It constructed 1770 consensuses for  D. melanogaster and 3417 for 
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A. thaliana .  However, these consensuses were less sensitive and specific than those obtained 

with  the  tools  described  above  (table  S4).  This  is  probably  due  to  the  shorter  length  of  the 

consensuses identified by RepeatScout (500 bp on average) than by GROUPER (~ 2500 bp on 

average),  RECON (~ 2000 bp  on  average)  and  PILER (~ 2800 bp  on  average).  We  obtained 

similar results for both genomes,  indicating that this bias does not seem to be due to the input 

genome sequences. We hypothesize that RepeatScout fails to connect TE fragments more than a 

certain distance apart,  thereby sometimes missing the true boundaries of a given TE copy. By 

contrast, GROUPER and RECON are particularly efficient at this task.

Combination of programs into a robust pipeline, TEdenovo

Based on the comparative analyses reported above, BLASTER should be used for the genome 

self-alignment step, followed by GROUPER or RECON for the clustering step and MAP for the 

multiple  alignment  step.  However,  a  comparison  of  the  consensuses  obtained  with  all  three 

clustering  methods  clearly  showed  that  each  of  these  methods  nonetheless  missed  several 

reference  TEs  fully  recovered  by  the  others  (figure  2).  With  the  D. melanogaster genome 

sequence,  four “knowledge-based”  consensuses were retrieved intact  by GROUPER only,  and 

nine such sequences were recovered by RECON only (figure 2 A). Similarly, with the A. thaliana 

genome  sequence,  eight  “knowledge-based”  consensuses  were  retrieved  intact  only  by 

GROUPER, whereas fifteen were retrieved intact only by RECON (figure 2 B). The three clustering 

methods should therefore be used in combination, for the accurate identification of TE families in 

genome sequences. For this reason, we decided to the three-step approach within a combined, 

modular  pipeline  named “TEdenovo”.  With  respect  to  the  best  single  method,  GROUPER for 

D. melanogaster and RECON for A. thaliana (table 1), the combined approach, as implemented in 

the  TEdenovo  pipeline,  improved  the  recovery  of  full-length  “knowledge-based”  consensus 

sequences by 20% and 13.5%, respectively, while maintaining high sensitivity and specificity (table 

S5).  The  three  approaches  are  combined  at  the  clustering  step,  through  the  launching  of 

GROUPER, RECON and PILER in parallel. The user may also choose to use PALS rather than 
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BLASTER at step 1 or the other MSA programs at step 3, and can even choose to apply only one 

clustering program at step 2, although our results suggest that this would not be wise.

Figure  2.  Venn  diagram  showing  the  gains  achieved  by  combining  several  clustering 

programs. (A) Combining the GROUPER and RECON programs in particular makes it possible to 

fully recover more TE sequences than each program alone from the D. melanogaster genome. (B) 

Same conclusion from the A. thaliana genome.
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Table  1.  Sensitivity  and  specificity  of  the  programs  tested  in  the  three-step  de novo 

approach.

Genome
Self-

alignment
Clustering

Multiple 
alignment

Sn* Sp* RCC

D. mel. BLASTER GROUPER MAP 80.34% 85.89% 66.20%

D. mel. BLASTER RECON MAP 92.31% 73.17% 66.20%

D. mel. BLASTER PILER MAP 62.39% 84.17% 51.50%

D. mel. PALS GROUPER MAP 73.50% 88.75% 60.30%

D. mel. PALS RECON MAP 90.60% 74.23% 51.50%

D. mel. PALS PILER MAP 53.85% 76.42% 42.64%

A. tha. BLASTER GROUPER MAP 60.33% 82.42% 39.00%

A. tha. BLASTER RECON MAP 73.77% 61.70% 43.50%

A. tha. BLASTER PILER MAP 47.21% 57.33% 32.45%

A. tha. PALS GROUPER MAP 54.75% 88.38% 24.00%

A. tha. PALS RECON MAP 71.80% 66.20% 27.90%

A. tha. PALS PILER MAP 40.00% 59.92% 16.20%

“D. mel.” stands for “D. melanogaster” and “A. tha.” stands for “A. thaliana”. The three indices Sn*, 

Sp* and RCC correspond respectively to the measure of sensitivity, the measure of specificity and 

the  recovery  ratio  when  comparing  a  databank  of  TE  de  novo consensus  sequences  with  a 

databank of TE reference sequences.
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Classification of TE consensus sequences and identification of structural 

variation within TE families

Classification of the consensus sequences and elimination of redundancy

The three-step approach provided us with a set of de novo consensus sequences corresponding to 

interspersed  sequences  occurring  at  least  three  times  in  the  genome  studied.  A  two-step 

classification procedure was implemented to add more biological information, to filter out false-

positives and to eliminate the redundancy introduced by the combined approach. There is a long-

standing debate about  the aims of  any classification in biology  [47],  and the case of genomic 

repeats  does not  escape the rule:  “Although the reality  is  that  repeats  [...]  are  a  hierarchical 

evolutionary  continuum  that  defies  classification,  it  is  still  desirable  to  impose  a  simplistic 

classification that pretends that repeat families are distinct, for the purpose of practical genome 

annotation” [39]. In this spirit, our classification procedure begins with the detection of TE features 

in the consensus sequences, and a decision tree classifying each consensus as a function of these 

features is then produced (figure 3). In the first  step, the procedure identifies terminal repeats, 

tandem repeats,  poly-A tails  and  SSR-like  tails  (simple  sequence  repeats).  It  also  aligns  the 

consensus sequences with known TEs through blastn, blastx and tblastx, and with known genes 

from the host genome. The known TEs are those from Repbase Update,  a curated set  of  TE 

sequences from numerous genomes  [48].  Our TE classifier uses a customized version of  this 

databank  available  from  the  Repbase  Update  website 

(http://www.girinst.org/server/RepBase/index.php),  but  any  customized  databank  may  be  used, 

provided that it is appropriately formatted. In the second step, the procedure implements a decision 

tree based on the classification summarized in  [5]. For benchmarking purposes, when analyzing 

de novo consensus sequences from the D. melanogaster and A. thaliana genomes, we removed 

the sequences known to belong to these species from the Repbase Update databank, to establish 

conditions equivalent to those for the analysis of a new genome.
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The classification takes into account the degree of completeness of the  de novo TE consensus 

(figure 3). For instance, if a consensus sequence has the required “structural features” — LTRs 

(long terminal  repeats),  TIRs (terminal  inverted  repeats)  or  a  tail  (poly-A or  SSR-like)  — and 

“coding  features” —  matches  with  known  TEs  in  tblastx  and  blastx  analyses  —  then  it  is 

considered  “complete”.  If  it  has  only  one  of  these  two  types  of  features,  it  is  classified  as 

“incomplete”. In the case of incompatible features, the consensus is classified as “confused”, and if 

the consensus has no identifiable features,  it  is  classified as “not  categorized”.  We also used 

length  parameters  (table  S6)  benchmarked  on  the  reference  databanks  —  BDGP  for 

D. melanogaster and  Repbase  Update  for  A. thaliana —  to  improve  differentiation  between 

presumably  truncated  and  full-length  consensus  sequences.  We also  used  length  parameters 

when classifying a sequence having only “structural features”, to determine whether the sequence 

concerned was a SINE or a MITE.

Figure 3. Simplified decision tree implemented in the TE classifier.
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As shown in table 2 for  D. melanogaster (table S7 for A. thaliana), our TE classifier retrieved the 

appropriate classification for the reference TEs, thus predicting a correct classification for de novo 

consensus sequences. Moreover, each high-level category of the TE classification (e.g.  “class I 

LTR-retrotransposon”, “class I LINE”, and “class II DNA transposon”) contained similar proportions 

of  de novo consensus  sequences  and  TE  reference  sequences  from  the  BDGP or  Repbase 

Update databanks. Thus, our procedure efficiently classified  de novo consensus sequences into 

the appropriate high-level categories.

The  proportion  of  de novo consensus  sequences  classified  as  “incomplete”  was  high.  In 

D. melanogaster,  75% (45% in  A. thaliana)  of  the  de novo consensus sequences classified as 

“incomplete” LTR retrotransposons matched only with known LTR retrotransposons from Repbase 

Update but contained no long terminal repeats. All the de novo consensus sequences classified as 

“incomplete”  LINE  retrotransposons  from  D. melanogaster  (28%  of  those  from  A.  thaliana) 

matched only known LINE retrotransposons from Repbase Update, but with no polyA-/SSR-like 

tail. Among the de novo consensus sequences classified as “incomplete” DNA transposons, 50% 

of  those  from  D. melanogaster  (32%  of  those  from  A.  thaliana)  matched  only  known  DNA 

transposons from Repbase Update, but with no TIR. Thus, these de novo consensus sequences 

are  classified  as  “incomplete”  in  D. melanogaster mostly  because  they  lack  terminal  features, 

which is not  the case for  most such consensus sequences in  A. thaliana.  Thus,  the clustering 

programs  combined  in  the  TEdenovo  pipeline  do  not  generate  systematic  bias  towards 

“incomplete” TEs of a given kind.
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Table 2. TEclassifier results for the classification of D. melanogaster TE sequences.

Classification
Reference TEs 
from the BDGP

De novo 
consensus (with 

redundancy)

De novo consensus 
(without redundancy)

Class I “complete” LTR 
retrotransposon

56 150 48

Class I “incomplete” LTR 
retrotransposon

2 377 209

Class I “complete” LINE 23 117 27

Class I “incomplete” LINE 17 147 57

Class I SINE 0 2 1

Class II “complete” DNA 
transposon

19 30 13

Class II “incomplete” DNA 
transposon

2 75 32

Class II MITE 0 8 5

Helitron 1 0 0

SSR 0 8 8

Host genes 0 26 11

Confused 1 20 6

No category 5 341 176

Total 126 1301 593

Moreover,  only  a  few consensus sequences were  classified  as  “confused”,  facilitating  manual 

curation. The consensus sequences classified as “host genes” are detailed in the supplementary 

materials  (table S8).  The high proportion of  unclassified consensus sequences (“no category”) 

reflects the limitations of this classification scheme. We searched all these consensus sequences 
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for HMM profiles specific to TEs. We detected fragments of known TE profiles in only 14% of these 

unclassified consensus sequences (data not shown). Several of the other corresponded to Helitron 

reference sequences recovered intact within unclassified de novo consensus sequences. Helitrons 

are difficult to detect as they have no clear structural features other than a terminal hairpin [49]. 

Nonetheless, our de novo approach recovered all those with at least three full-length copies in the 

genome. This confirms the relevance of the combined  de novo approach as implemented in the 

TEdenovo pipeline and shows that de novo consensus sequences may correspond to TEs even if 

they remain unclassified by this method.

As  shown above,  the  combination  of  clustering  programs gave  better  results  than  any  single 

program.  However,  it  also  provided  redundant  consensus  sequences.  We therefore  applied  a 

redundancy elimination procedure, in which we considered a consensus sequence to be redundant 

if it was included in another sequence, over x% of its length, with an identity of more than y%. We 

first tested this procedure directly on the whole de novo databank. It resulted in the loss of many 

well  classified  consensus  sequences  that  were  shorter  than  the  misclassified  sequences.  We 

therefore  applied  the redundancy procedure  on the  basis  of  the  classification.  We decided to 

remove  redundant  consensus  sequences  classified  as  “incomplete”  when  they  were  included 

within consensus sequences classified as “complete”, but not vice versa. The “80-80-80” rule [5] 

has been proposed as a means of identifying copies from the same TE family: two TE copies may 

be considered to belong to the same family if they are aligned, with 80% identity, over at least 80 

bp and 80% of their  respective lengths. However,  as this rule was originally developed for TE 

copies and not for consensus sequences, we also tested more stringent parameters (table S9). We 

found that  the  best  strategy for  obtaining a high-quality  de novo  databank with  a low level  of 

redundancy was to remove redundant consensus sequences with more stringent parameters: “95-

80-98”.  This  implies  that  a  consensus  sequence  is  removed  if  it  is  included  within  another 

consensus sequence over 98% of its length, with an identity level exceeding 95%.
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Comparison of de novo and knowledge-based TE annotations

After the first phase of analysis with the TEdenovo pipeline, we used the de novo TE consensus 

sequence databank to detect all TE fragments and to reconstruct each TE copy in the genome of 

interest. This annotation phase was achieved with the TEannot pipeline [24], which is also part of 

the REPET package. TEannot combines several programs for detecting TE fragments, filtering out 

false-positives and reconstructing intact TE copies. This process involves the connection of TE 

fragments from the same copy, a procedure also called “TE defragmentation”. While improving the 

robustness of this pipeline, we notably improved the connection of TE fragments in the MATCHER 

algorithm  (see  Methods).  For  a  comprehensive  analysis  of  the  performance  of  the  de novo 

approach  presented  above,  we  used  the  TEannot  pipeline  on  both  the  D. melanogaster and 

A. thaliana genomes,  with  several  databanks of  de novo  consensus sequences,  each obtained 

with  a  specific  combination  of  programs  from  the  TEdenovo  pipeline.  We  first  discarded  the 

consensus sequences that could be unambiguously identified as SSRs or host genes. We then 

compared each annotation with that obtained with the reference TE libraries from the BDGP and 

Repbase Update databanks (see table 3).

In  D. melanogaster  (table 3), when using only one clustering method, the GROUPER databank 

delivered the annotation closest to that obtained with the BDGP reference databank in terms of 

genome  coverage  and  copy  number.  Sensitivity  was  highest  with  the  RECON  databank  and 

specificity  was  highest  with  the  PILER  databank.  The  annotation  shows  high  sensitivity  and 

specificity,  together with a high level of  genome coverage,  for  the combined approach.  Similar 

conclusions were drawn from the annotations for A. thaliana. An examination of match boundaries 

(figure S3 and table S10) showed that the clustering methods were complementary: GROUPER 

gave the largest number of exact matches in D. melanogaster whereas RECON gave the largest 

number  of  exact  matches  in  A. thaliana.  Thus,  the  combination  of  clustering  methods  in  the 

TEdenovo pipeline leads to the construction of  a high-quality TE library  delivering annotations 

similar to those obtained for manually curated databanks.
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Table 3. TE annotation results obtained with reference databanks and de novo databanks.

Genome
TE 

databank
Consensus 

(having copies)
TE genome 
coverage

Number of 
copies

Sn Sp

D. mel. BDGP 125 10.51% 31208 NA NA

D. mel. GROUPER 712 10.29% 43699 81.92% 98.12%

D. mel. RECON 437 11.05% 33072 87.77% 97.95%

D. mel. PILER 114 8.87% 32789 74.07% 98.79%

D. mel. G+R+P 568 11.98% 42847 91.43% 97.35%

A. tha. Repbase 318 19.02% 41146 NA NA

A. tha. GROUPER 1237 18.78% 41791 79.29% 95.43%

A. tha. RECON 1004 23.69% 49470 88.75% 91.59%

A. tha. PILER 300 13.14% 34818 56.56% 97.05%

A. tha. G+R+P 1232 22.77% 44059 87.03% 92.32%

“D. mel.” stands for “D. melanogaster” and “A. tha.” stands for “A. thaliana”. The Sn and Sp columns 

correspond respectively to sensitivity and specificity results when comparing two annotations in 

terms of nucleotide overlaps. “G+R+P” indicates that the three programs GROUPER, RECON and 

PILER were used to build the databank of de novo consensus sequences.

We  then  compared  the  results  of  our  analyses  with  those  obtained  with  RepeatModeler 

(http://www.repeatmasker.org/RepeatModeler.html),  which  combines  RECON,  RepeatScout, 

RepeatMasker and TRF and classifies the consensus sequences obtained. For  D. melanogaster, 

RepeatModeler generated a library of 141 consensus sequences, with a sensitivity of 78% and a 

specificity of 76%. However, the recovery ratio of RepeatModeler (RCC=21%) was much lower than 

that of the TEdenovo pipeline (RCC=72%). This indicates that RepeatModeler recovers only a few 
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intact  TE  reference  sequences.  Similar  results  were  obtained  for  A. thaliana, with  all  three 

measurements  showing  lower  values  with  RepeatModeler  than  with  TEdenovo  (table  S11). 

Running  the  TEannot  pipeline  with  the  consensus  sequences  generated  by  RepeatModeler 

resulted in a sensitivity markedly lower than that for the annotations obtained with the  de novo 

library  from  the  TEdenovo  pipeline,  although  specificity  was  slightly  higher  (table  S12).  The 

combination of several tools is therefore not sufficient in itself to improve the results. The way in 

which the tools are chosen and combined is determinant. We conclude that the TEdenovo pipeline 

achieves a good balance between sensitivity and specificity in the  de novo construction of a TE 

databank from raw genomic sequences.

We  therefore  developed  the  REPET  package  available  online 

(http://urgi.versailles.inra.fr/download/repet/),  into  which  we  integrated  both  the  TEdenovo  and 

TEannot pipelines, with the TE classifier described above corresponding to the final step of the 

TEdenovo  pipeline.  The  REPET  package  was  specifically  designed  to  improve  speed  and 

tractability by (i) interacting with MySQL tables at several key points to take advantage of the SQL 

language,  and (ii)  automatically handling jobs launched in parallel  on a cluster  via free batch-

queuing  systems,  such  as  the  Sun  Grid  Engine  (SGE,  http://www.sun.com/software/sge/), 

relaunching jobs in cases of cluster node failure. This package is thus specifically implemented for 

computationally intensive, genome-wide analyses that do not compromise the biological relevance 

of the results. As already pointed out by several authors, tools for  de novo TE identification are 

“quite difficult to use, indicating the need for better user interfaces and auto-optimization” [32]. We 

facilitated the use of our tools, by concealing technical details behind interfaces, one per pipeline. 

The user is also provided with access to a detailed tutorial and a configuration file with default 

parameters.

Identification of structural variation within TE families and manual curation

After annotating the TE copies in both genomes, we investigated the structural diversity within TE 

families,  as  represented  by  the  large  number  of  de novo consensus.  We focused  on  the  TE 
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families for which the “knowledge-based” consensus was fully recovered by only one clustering 

method, GROUPER or RECON, as shown in figure 2 (tables S13 and S14). Indeed, the failure of 

one method (either GROUPER or RECON) to recover all the TEs would illustrate differences in the 

ability of these methods to take TE structural variations into account. For each of these TE families, 

we retrieved genomic copies detected by the de novo consensus and built multiple alignments (see 

Methods).  Figure  4  (cases  a,  b,  c  and  d)  provides  an  overview  of  several  of  these  multiple 

alignments displaying extensive structural variations. In almost all TE families, differences between 

genomic copies were observed, due to substitutions and indels. The clustering method generated 

different clusters as a function of these differences and the fragmentation of the copies. Depending 

on the specific  features of  each algorithm,  the consensus will  correspond to the complete TE 

reference sequence or a truncated version of that sequence.
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Figure 4. Extensive structural variations within several TE families. Each image provides an 

overview of  a multiple  alignment,  a column being in  one color  if  all  the residues within it  are 
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identical.  In  all  the  images,  the  first  sequence  in  the  multiple  alignment  (red  star)  is  the  TE 

reference  sequence from a  public  databank  (BDGP or  Repbase).  For  alignments  A to  D,  the 

second sequence (blue star) is the only de novo consensus in which the TE reference sequence is 

fully recovered by only one clustering method. All sequences below (in brackets) are TE genomic 

copies found by the de novo consensus analysis. For alignments E to H, the sequences below the 

TE reference sequence are de novo consensus that require manual curation. Beside is indicated 

the program that build them, “R” for RECON and “G” for GROUPER.

We then looked for features particular to the TE families for which the reference sequence was fully 

recovered by only one clustering method, being recovered only partially with another method. We 

first compared the classification of these TE reference sequences. In D. melanogaster, the four TE 

reference sequences fully recovered only by GROUPER were all LTR retrotransposons, whereas 

the  nine  TE  reference  sequences  fully  recovered  only  by  RECON  comprised  four  LTR 

retrotransposons, three LINE retrotransposons and two DNA transposons. In A. thaliana, the eight 

TE reference sequences fully recovered only by GROUPER comprised five LTR retrotransposons 

and three DNA transposons, whereas the fifteen TE reference sequences fully recovered only by 

RECON comprised six  LTR retrotransposons,  eight  DNA transposons and one Helitron.  There 

were therefore no clear differences in the recovery of full-length TE reference sequences obtained 

with  different  clustering  methods.  We  also  looked  for  differences  in  terms  of  copy  number. 

However, the TE reference sequences fully recovered only by GROUPER or only by RECON had 

similar  numbers of  full-length and truncated copies (data not shown). Comparisons of  de novo 

consensuses  and  “knowledge-based”  consensuses,  as  in  table  1,  showed  that  RECON  was 

systematically  the  most  sensitive  method,  whereas  GROUPER  was  systematically  the  most 

specific.  As  a  result,  several  TE reference sequences displayed partial  matches  with  de novo 

consensuses from RECON only. Moreover, almost 50% of the de novo consensus sequences from 

RECON lacked both boundaries of  the TE reference sequences,  versus less than 20% of  the 
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consensus sequences from GROUPER. Conversely, a de novo library from GROUPER is likely to 

match with fewer TE reference sequences, but, when a match does occur, at least one boundary of 

the reference is likely to be correctly retrieved. Consequently, GROUPER and RECON are truly 

complementary,  making  the  combined  approach  implemented  in  the  TEdenovo  pipeline  very 

efficient.

Our TE classifier can combine  de novo consensus sequences from various sources, but manual 

curation is still required in some cases, particularly when there are several consensus sequences 

from the same TE family (table S15). Figure 4 (alignments E to H) shows several examples in 

which manual curation of the de novo consensus sequences identified by GROUPER and RECON 

for a given TE family improves the recovery of the reference sequence. For instance, in figure 4-E, 

all  consensus  sequences  from  RECON  are  truncated  before  the  3'  LTR  of  the  ATLANTYS2 

element whereas the G1184 consensus sequence from GROUPER connects this LTR with part of 

the internal region of the element. In figure 4-F, two consensuses can be removed, G512 from 

GROUPER, a a solo-LTR, and G803, which is chimeric. Moreover, we can add the internal region 

of the element present in G1497, which lacks the 3’ LTR, to the truncated R474 from RECON. A 

similar strategy can be applied in figures 4-G and 4-H. Thus, although it is not always possible to 

recover  the  full  reference sequence,  we can improve the  final  de novo consensus by  manual 

curation,  making  use  of  the  multiple  alignment  of  classified  consensuses  to  guide  informed 

decision-making.

The  TEdenovo  pipeline  identified  putative  new  TEs in  the  D. melanogaster and  A. thaliana 

genomes,  despite  the  intensity  with  which  these  genomes  have  been  studied  and  annotated 

manually. Indeed, we found de novo consensus sequences that were classified as “complete” TE 

but had no single match in blastn with known TE reference sequences from the BDGP or Repbase 

Update  databanks.  Three  such  sequences  were  identified  in  D. melanogaster (two  from 

GROUPER and one from RECON), and four in  A. thaliana (three from RECON and one from 

PILER).  For  example,  in  D. melanogaster,  a  7.8  kb  de novo consensus  was  classified  as  a 
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“complete” LTR retrotransposon on the basis of its two long terminal repeats (each 510 nt long) 

and its matches with known LTR retrotransposons from Repbase Update in tblastx  and blastx 

analyses. Furthermore, this consensus matched two HMM profiles corresponding to an integrase 

and an aspartic proteinase. There were four full-length copies in the genome, two of which retained 

their target site duplications. This de novo consensus sequence is probably non autonomous, as it 

lacks matches with HMM profiles corresponding to other LTR retrotransposon genes, and, notably, 

displays no match with a reverse transcriptase. However, it has enough of the typical properties of 

TEs and enough full-length copies to  correspond to a true TE,  rather  than a mere segmental 

duplication containing TE fragments.
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DISCUSSION

Combining approaches to build high-quality TE de novo consensus sequence 

databanks for sequenced genomes

Transposable elements play a key role in the structure and evolution of genomes, but their impact 

remains  to  be  fully  elucidated.  If  we  are  to  make  use  of  the  increasing  numbers  of  genome 

sequencing  projects  to  improve  our  understanding  of  TE  biology,  we  will  need  an  efficient, 

automatic  de novo approach for the annotation of genome TE content. Several methods praised 

for their rapidity and low memory requirements, such as the MDR index [50], and P-clouds [51], 

provide a good overview of the repeat content of a given genome. However, they are not precise 

enough to provide insight into the functional impact of TEs (see for instance  [52] and [53]). As 

such, these methods are good starting points but are inadequate for a full exploration of biological 

questions relating to TEs.

The typical process of TE annotation, as we see it, should involve the identification of all TE copies 

throughout the genome and proceed in two phases. The first step is the construction of a de novo 

library  of  TE consensus sequences representing the TE families  present  in  the genome.  This 

library is then used to mine all the TE fragments present in the genome. The TE copies are then 

reconstructed, usually nested within each other, to unravel their intricate evolution. We describe 

here a new strategy for constructing databanks of TE consensus sequences by de novo methods. 

Our results for the  D. melanogaster and  A. thaliana genomes show that an approach combining 

several clustering programs provides the best outcome, in terms of sensitivity and specificity, for 

the identification of TE families and the annotation of their TE copies.

Previous studies have already compared tools for  de novo TE identification, either to propose a 

new algorithm (as for RECON, PILER and RepeatScout) or to help experimental biologists to use 

the most suitable tools for their analysis [32]. In most of these studies, the results were validated 
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by  comparing  the  final  TE  copy  annotations  in  terms  of  genome  coverage,  rather  than  by 

evaluating the accuracy of de novo TE consensus sequence identification. Little attention has been 

paid to analyses of the de novo databank itself. The use of consensus sequences corresponding to 

truncated or  artifactual  TEs would  clearly  bias  subsequent  annotations.  We therefore propose 

three indices for measuring the quality of de novo databanks, with respect to reference databanks. 

This  combined  approach  was  validated  by  considering  the  proportion  of  de novo consensus 

sequences corresponding to full-length reference sequences, with well-defined boundaries.

Classification of TE sequences on the basis of their biological features and 

the curation of TE de novo databanks

The tools typically used for the de novo identification of TE families provide no additional meta-data 

about the consensus sequences they build. Instead, the user has to use other tools to obtain a 

putative  classification  of  the sequences obtained.  Here,  we implemented a  combined  de novo 

approach for the identification of TE families and developed a dedicated procedure for classifying 

sequences on the basis of TE features. We based our TE classifier on the classification proposed 

in [5], from class to superfamily, combining various sources of information about TEs in a modular 

manner. This procedure was designed to be run in isolation for the analysis of any databank of 

putative TE-related sequences and for integration into the TEdenovo pipeline, to facilitate its use.

The current version of our tool, TEclassifier, requires further improvement for the classifiers of less 

well  known TEs,  such  as  DIRS-like  elements,  Penelope-like  elements,  Crypton  elements  and 

Polintons/Mavericks. However, unlike tools like TEclass  [54], which makes use of the profiles of 

frequent k-mers from the Repbase Update databank, our TE classifier guides output classification 

by detailing the precise TE features present on the analyzed sequences, such as terminal repeats 

and matches with known TEs. Our tool and REPclass [55] are very similar, but our TE classifier 

has several advantages. Being part of the REPET package, it benefits from the architecture of this 
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package and is therefore able to handle large databanks, which is often required when studying 

large  genomes.  Moreover,  our  TE classifier  not  only  classifies  putative  TEs,  it  also  makes  it 

possible  to  filter  out  false-positives  and  to  remove redundant  sequences  present  in  the  input 

databank.

In  a  wider  perspective,  we  considered  manual  curation,  a  key  topic  in  genome  annotation. 

Computer-based predictions for the annotations of protein-coding genes are now of high quality, 

but it remains difficult to predict exon-intron boundaries correctly [56]. Major efforts have been and 

are being made to improve the automatic annotation of protein-coding regions, but such efforts 

have been much less intensive for other parts of the genome, including TEs. In this study, we tried 

to fill this gap by designing the REPET package for the comprehensive association of all the meta-

data obtained for a given TE family: (i) the de novo consensus sequences, (ii) the TE features used 

to classify them, (iii) the all-by-all comparisons from which they were built, and (iv) the TE copies 

they identify on the chromosomes. As a result, the manual curator can make informed decisions 

based on the biological features at hand, and the curated TE consensus databank can be used to 

provide a second release of TE annotations.

Efficiency of de novo approaches for recovering ancestral TEs and their 

structural variants from “junk”

At the core of any de novo approach lies the possibility of identifying new agents in a given system 

by searching for their fundamental properties. In our case, we were confronted with raw whole-

genome sequences containing numerous repeated sequences of different kinds, some of which 

have specific  features and a common ancestry.  We were interested in identifying,  from among 

these sequences, TEs — interspersed repeats — and, more particularly, the ancestral sequences 

that  actually  transposed.  The  current  copies  of  such  sequences  are  likely  to  be  divergent, 

fragmented and nested within  each other,  as  TE families  typically  display  extensive  structural 
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variation (figure 4 A-D). We showed in this study that the de novo approach could recover some 

full-length TE sequences by correctly collecting together their  fragments, even if  no TE feature 

could be used to classify them. This was the case here for several Helitron reference sequences in 

the A. thaliana genome. Similarly, we were able to identify putative new non autonomous TEs in 

the D. melanogaster and A. thaliana genomes that had all the essential features of TEs but were 

nonetheless absent from the reference databanks.

Efficient  and  robust  tools  are  essential  to  keep  pace  with  current  whole-genome sequencing 

programs.  Our  analyses  were  performed  on  small  model  genomes.  We therefore  decided  to 

extend the testing of our pipelines to several larger genomes, such the 400 Mb genome of rice, 

Oryza  sativa (Japonica  group  cultivar  Nipponbare).  The  TE  de novo consensus  sequences 

recovered included the Pong DNA transposon and its MITE relative mPing [57] (data not shown), 

which were fully recovered intact as two distinct consensus sequences. For all projects in which 

the  aim  is  to  sequence  large  and  highly  repetitive  genomes  (e.g. barley,  hexaploid  wheat), 

computational  tools,  such  as  the  TEdenovo  pipeline  presented  here,  are  likely  to  become 

increasingly  useful  for  increasing our knowledge of  the evolution of  genome structure and the 

functional impact of TEs on neighboring genes.
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METHODS

Genome sequences and TE reference databanks as benchmark

In 2000, an international consortium driven by the Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP) 

sequenced,  assembled  and  annotated  the  genome  of  an  isogenic  y;  cn  bw  sp strain  of 

D. melanogaster [58], this work now being continued at FlyBase (http://flybase.org/). In this study, 

we used the 118.4 Mb release 4 genome sequence corresponding mostly to euchromatin regions. 

Release 5 became available in  2006 and corresponds to release 4 with 50.3 Mb of  additional 

heterochromatic regions and minor sequence corrections. We chose to work on release 4, which 

remains  the  D. melanogaster genomic  sequence  best  annotated  for  TEs  [24,25],  despite  the 

availability of the later sequence.

Flybase provides a set of natural TE sequences experimentally identified in several Drosophilidae 

genomes. The latest version of this data set (bdgp9.41) consists of 179 sequences corresponding 

to different TE families, 126 of which have been detected in D. melanogaster strains. Each of these 

126 sequences corresponds either to a TE copy of the given family present in D. melanogaster or 

to a consensus based on TE copies for the family concerned. In the latter case, consensuses were 

built either as a mosaic of TE copies or following a “majority rule” from a multiple alignment. In this 

study, these 126 sequences are referred to as “reference TEs”. The aim of the de novo approach 

presented in this article is to reconstruct such a library of TE sequences.

In 2000, 115 Mb of the 125 Mb genome of A. thaliana accession Columbia had been sequenced, 

assembled and annotated  [59]. For our analyses, we used the 119 Mb of  A. thaliana release 9 

genome sequences available from the TAIR website (http://www.arabidopsis.org/). For A. thaliana, 

a similar set of reference TEs is present in the Repbase Update databank. We used the library 

derived from this databank for previous studies [29] and containing 318 TE sequences.
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We annotated both genomes with the TEannot pipeline [24] using the reference databanks cited 

above.  We  then  constructed  a  consensus  for  each  reference  sequence,  from  the  multiple 

alignment of copies when at least three copies longer than 100 bp were present (table S16). For 

D. melanogaster, a consensus could be obtained for only 117 of the 126 reference sequences in 

the  BDGP databank,  referred  to  as  a  “knowledge-based”  consensus:  68  of  these  sequences 

corresponded exactly to their reference element, the others being truncated. For A. thaliana, it was 

possible to construct 305 “knowledge-based” consensuses for the 318 TE reference sequences in 

the  Repbase Update  databank:  154  corresponded to  the  entire  element  and the  others  were 

truncated. These consensuses were collected into “knowledge-based” databanks. As such, they 

represent the upper limit of what can be retrieved with the de novo methods compared in this study 

(table S17).

De novo detection of TEs

A three-step  approach  forms  the  backbone  of  our  analysis:  (i)  self-alignment  of  the  genomic 

sequences, (ii) clustering of the resulting matches, and (iii) multiple alignments of each cluster to 

build a consensus (figure S1). Different programs may be used at each step, leading to several 

possible combinations. For each combination, we compared the de novo consensus with the set of 

reference TEs. Other methods are also available for constructing a consensus for comparison with 

the “knowledge-based” databanks constructed as described above.

When comparing a  de novo databank with a “knowledge-based” databank, it  is not possible to 

calculate  the  number  of  false-negatives,  i.e. the  de novo consensus  sequences  incorrectly 

classified as not  related to a TE because these consensus sequences are not  present  in  the 

de novo library.  The  usual  definitions  of  sensitivity  and  specificity  are  therefore  not  directly 

applicable. We estimated sensitivity by calculating the proportion of “knowledge-based” consensus 

sequences matching de novo consensus sequences (noted Sn*). We then estimated specificity by 

considering  the  proportion  of  de novo consensus  sequences  matching  “knowledge-based” 
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consensus  sequences  (noted  Sp*).  The  observation  of  a  de novo consensus  that  matches  a 

“knowledge-based” consensus, both aligned along their entire lengths (+- 5%) indicates that this 

de novo consensus retrieved the exact and entire “knowledge-based” consensus. A recovery ratio 

(noted RCC for “complete-complete ratio”) can be calculated as the number of “knowledge-based” 

consensus  sequences  exactly  retrieved  by  a  de novo consensus,  divided  by  the  number  of 

reference sequences exactly retrieved by a “knowledge-based” consensus. In D. melanogaster, 68 

reference sequences of  126 in  the  BDGP databank)  were  exactly  retrieved by  a  “knowledge-

based”  consensus,  and  154  such  sequences  (of  the  318  in  Repbase  Update)  were  exactly 

retrieved in A. thaliana. As an illustration, in D. melanogaster, if a given de novo method recovers 

60 entire  “knowledge-based”  consensus sequences from a given genome,  RCC would be 88% 

(60/68).

First step: self-alignment of the genomic sequences

The first step is the self-alignment of the genomic sequences in an all-by-all manner. We compared 

two programs, BLASTER [36] and PALS [37] for this purpose. For BLASTER, we kept matches 

with E-value below 10-300, a length exceeding 100 bp and an identity exceeding 90% (parameters “-

E 1e-300 -L 100 -I 90”). For PALS, we used the default parameters: identity exceeding 94% and a 

length of more than 400 bp (parameters “-length 400 -pctid 94”). If the same parameters were used 

for BLASTER (identity > 90% and length > 100 bp), the computations took too long, even when 

launched in parallel. If the parameters length > 100 bp and identity > 94% were used with both 

programs, BLASTER still gave better results (data not shown).

When all the matches had been retrieved, we discarded all those that were more than 20,000 bp 

long.  This  procedure  was  designed  to  filter  out  repeats  corresponding  to  long  segmental 

duplications. The issue of short segmental duplications was addressed in the next step. To speed 

up the computations, the input genome sequences were cut into chunks. Each chunk was then 

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



60

aligned against the whole set of chunks, in parallel. Finally all the matches were collected together 

and redundant matches were filtered out.

Second step: clustering of the resulting pairwise alignments

The matches obtained in the first step were then clustered, and we tested three different programs 

for this step: GROUPER ([36], parameters “-j -C 0.95 -Z 3 -X 2 -G -1”), RECON ([39], default 

parameters) and PILER ([40], parameter “-trs”). The previous version of GROUPER suffered from 

the  high  redundancy  among  clusters,  preventing  its  usage  in  practice  on  large  genomes. 

Therefore, we implemented a new procedure that specifies, during the single-link clustering step, if 

a chain of matches is fully included within another one, as is often the case with non-autonomous 

TEs with respect to their autonomous counterparts. Once the clusters are built, we now remove 

those having less than a given number of members not included in any others (option “-X 2”). All 

these programs, GROUPER, RECON and PILER, return a set of  clusters to which we applied 

several filters. First, we removed the clusters with fewer than three members. This discarded most 

of the short segmental duplications. Second, for large clusters, we retained only the 20 longest 

sequences, as keeping all the sequences would not add much information for the building of a 

consensus and would even introduce noise (data not shown). Third, for GROUPER, we filtered the 

sequences resulting from connected matches (i.e. chains) with a cumulative length greater than 

20 kb and spanning more than 30 kb of the genome, as such sequences probably corresponded to 

segmental duplications.

Third step: multiple alignments and consensus construction

Finally,  for  each cluster,  a multiple  sequence alignment  (MSA) was constructed,  from which a 

consensus was derived. We compared several programs: MAP ([42],  parameters “gap-size=50 

mismatch=-8 gap-open=16 gap-extend=4”), CLUSTAL-W ([43], default parameters), MAFFT ([44], 
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parameter  “--auto”)  and  PRANK  ([45],  parameter  “-F”).  The  consensus  was  constructed  by 

applying a majority rule discarding columns in which all but one sequence had a gap.

Other approaches

Other methods have also been proposed. We tested REPEATSCOUT  [46] and RepeatModeler 

(Smit and Hubley unpublished), both with default parameters.

Classification of TE consensus and the elimination of redundancy

We  implemented  a  two-step  TE  classifier.  The  first  step  detects  structural  features  of  the 

consensus, such as terminal repeats, tandem repeats, and polyA or SSR-like tails, using programs 

from the REPET package (TRsearch,  polyAtail)  or  elsewhere (TRF,  [60]).  It  also searches for 

matches with known TEs, by blastx, tblastx and blastn analysis, and for matches with known genes 

from the host's genome, by blastn analysis. The second step is based on a decision tree (figure 3) 

classifying  each  consensus  according  to  its  length  and  features.  The  classification  and  the 

evidence underlying the classification are delivered as output. Any program looking for other TE 

features, such as Helitron hairpins, could easily be integrated into this framework.

We eliminated redundant consensus sequences, by discarding all those included within another 

consensus sequence,  for  at  least  x% of their  length,  and with at  least  y% identity.  We tested 

several values for  x and  y: 95-98, 90-90 and 80-80. We tested this procedure with and without 

taking into account the classification of the sequences.

Genome-wide annotation of TE copies

A combined pipeline for the genome-wide annotation of TE copies is already available  [24]. As 

input, it takes the genome sequences and a databank of TE sequences, typically that generated by 

the  TEdenovo  pipeline.  It  then  launches  BLASTER  [36],  RepeatMasker 

(http://www.repeatmasker.org/) and CENSOR [61], to map the TE sequences against the genome. 
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False-positives are filtered out by applying the same procedure to shuffled genomic sequences. 

More precisely, the genomic sequences are randomized using the “shuffle” program of the HMMER 

package (http://hmmer.janelia.org/).  The TE reference sequences are then mapped onto these 

shuffled sequences with BLASTER, RepeatMasker and CENSOR, with the score for each match 

recorded.  Finally,  the  matches  between  the  TE  reference  sequences  and  the  true  genomic 

sequences are filtered according to these scores. Whereas in a previous version of the pipeline we 

used the highest score obtained on randomized genomic sequences to filter false-positives, we 

now use the 95% quantile of the scores obtained on the randomized sequences. This improvement 

prevents excessive filtering, using a single, very good match on randomized sequences, much 

better than most others. This change slightly increases TE coverage over previous estimations.

Once the matches were filtered, we began to reconstruct the TE copies, to obtain a true annotation 

of TE copies and not of TE fragments only. In this pipeline, two steps are used to connect several 

TE fragments belonging to the same TE copy: MATCHER and the “long join” procedure. As in the 

de novo library, a TE family may be represented by several consensus sequences corresponding 

to each of its structural variants. We improved these tools to take this into account. In terms of 

vocabulary,  we define a “TE fragment”  as a match between a TE consensus sequence and a 

genomic sequence, whereas we define a “TE copy” as a chain of matches, each match in the 

chain being a TE fragment. Note that a full-length TE copy may correspond to two TE fragments, 

which, when connected together, correspond to the full TE consensus sequence.

In the previous version of MATCHER, we began by combining the matches found by all  three 

algorithms mentioned above. When two consensus sequences overlapped at a given locus, we 

retained the sequence with the highest score and truncated the other.  We then connected the 

remaining matches by dynamic programming. In the current version of MATCHER, we first connect 

the matches by dynamic programming and then filter out overlapping chains of matches. A match 

that might have been filtered out in the previous version may not be filtered out in the current 

version,  if  it  is  chained  with  another  match,  thereby  improving  fragment  connections.  TE 
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annotations would be improved by taking into account chains of matches (whole TE copies) rather 

than TE fragments (single matches).

Once matches are connected by MATCHER, the TEannot pipeline also detects microsatellites by 

launching and combining the results of TRF [60], Mreps [62] and RepeatMasker. All TE copies are 

then combined with microsatellite coordinates to filter out  short  TE matches fully  recovered by 

microsatellites.

In the same spirit,  we improved the “long join”  procedure.  We previously sorted the chains of 

matches on the basis of length, as a proxy for the age of the TE copies. The rationale behind this 

was that a TE copy may disappear slowly due to small deletions, becoming shorter over time. We 

now estimate the age of a TE copy by calculating the ratio of match identity to match length, 

summing this ratio for all matches in the chain.

Finally, we compared the annotations obtained with de novo libraries and reference databanks, by 

calculating genome coverage and TE copy number,  together  with  sensitivity  and specificity,  in 

terms of nucleotide overlaps (figure S3). A high sensitivity indicates that the annotation based on 

de novo consensus sequences misses  few TE nucleotides  (false-negatives).  A high specificity 

indicates that the de novo annotation identifies few non-TE nucleotides (false-positives).

Reconstruction of TE families

We compared the patterns of diversification between TE families, by mining the genome with the 

de novo consensus sequences,  using  BLAT  [63] for  the  rapid  identification  of  well  conserved 

genomic copies. We then constructed a multiple alignment with the TE reference sequence from 

the public databank, the de novo consensus sequence and the genomic copies identified with this 

sequence (see figure 4 A-D). For the identification of TE families represented by several de novo 

consensus sequences, we clustered de novo consensus sequences with BLASTCLUST from the 

NCBI-BLAST suite ([64], parameters “-S 0 -L 0.8 -b F -p F”). We then added the best TE reference 

sequence corresponding to each cluster, and finally built a multiple alignment. The addition of the 
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reference  sequence  after  clustering  prevents  the  de novo consensus  sequences  from  being 

clustered together solely because they overlap with the same reference sequence. This procedure 

can therefore be used to assist  manual curation for newly sequenced genomes without known 

reference sequences. Multiple alignments were checked by eye, using Jalview [65].
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

Figure S1. Flow chart of the three first steps of the TEdenovo pipeline.
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Figure S2. Flow chart of the TEannot pipeline.
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Figure S3. Comparison of two TE annotations in terms of match boundaries.
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Table S1. Comparative analysis of self-alignment programs

Genome
Genome 

length (bp)
Program

Number of 
matches

Length on the 
genome (bp)

Genome 
coverage

D. mel. 129,919,500

BLASTER 109,882 9,636,659 7.41%

PALS 105,059 9,590,737 7.38%

A. tha. 119,146,348

BLASTER 103,728 16,063,506 13.48%

PALS 51,023 12,547,315 10.53%
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Table S2. Comparative analysis of clustering programs

Genome
Self-

alignment
Clustering Number of clusters

CV of sequence 
length (mean +- sd)

D. mel.

BLASTER

GROUPER 730 0.463 +- 0.190

RECON 451 0.711 +- 0.181

PILER 120 0.566 +- 0.172

PALS

GROUPER 542 0.466 +- 0.193

RECON 485 0.742 +- 0.203

PILER 106 0.567 +- 0.166

A. tha.

BLASTER

GROUPER 1428 0.509 +- 0.184

RECON 1021 0.702 +- 0.186

PILER 300 0.603 +- 0.146

PALS

GROUPER 912 0.519 +- 0.182

RECON 1000 0.713 +- 0.175

PILER 242 0.631 +- 0.130

Each cluster contains various genomic sequences, which may differ in length. We therefore calculated the 

coefficient  of  variation  (CV)  of  sequence  length  for  each  cluster.  This  coefficient,  corresponding  to  the 

standard deviation divided by the mean, assesses the dispersion of a distribution. It is high in clusters with 

sequences of very different lengths, and low in clusters with sequences of similar lengths. We first calculated 

this coefficient for all the clusters obtained with each method. We then calculated the mean and standard 

deviation of these coefficients of variation between clusters. As shown in the right column of table S2, on 

average, RECON clusters are more heterogeneous in terms of sequence length (mean CV > 0.702) than 

clusters from GROUPER (mean CV < 0.519) and PILER (mean CV < 0.631).
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Table S3. Comparative analysis of multiple alignment programs

Genome
Self-

alignment
Clustering

Multiple 
alignment

Sn* Sp* RCC

D. mel. BLASTER

GROUPER

MAP

80.34% 85.89% 66.20%

RECON 92.31% 73.17% 66.20%

PILER 62.39% 84.17% 51.50%

GROUPER

CLUSTAL-W

80.34% 85.89% 66.20%

RECON 91.45% 72.06% 20.60%

PILER 62.39% 84.17% 51.50%

GROUPER

MAFFT

78.63% 85.89% 64.70%

RECON 92.31% 73.17% 54.41%

PILER 62.39% 84.17% 51.50%

GROUPER

PRANK

80.34% 85.89% 66.20%

RECON 92.31% 72.95% 61.80%

PILER 62.39% 84.17% 51.50%

A. tha. BLASTER GROUPER

MAP

60.33% 82.42% 39.00%

RECON 73.77% 61.70% 43.50%

PILER 47.21% 57.33% 32.45%

GROUPER

CLUSTAL-W

60.00% 82.42% 38.30%

RECON 73.11% 60.33% 29.20%

PILER 47.21% 57.33% 32.45%

GROUPER MAFFT 60.00% 82.42% 39.00%

RECON 74.01% 61.21% 40.25%
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Genome
Self-

alignment
Clustering

Multiple 
alignment

Sn* Sp* RCC

PILER 47.54% 57.33% 32.45%

GROUPER

PRANK

60.00% 82.42% 39.00%

RECON 73.77% 61.61% 39.00%

PILER 47.21% 57.33% 31.80%
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Table S4. Results of the RepeatScout program

Genome k-mers Consensus
Mean length 

(median)
Sn* Sp* RCC

D. mel. 5,624,530 1,770 552 (209) 94.87% 57.63% 25.00%

A. tha. 7,569,031 3,417 498 (221) 82.95% 39.54% 13.00%

Sn*: percentage of “knowledge-based” consensus sequences matching a de novo consensus sequence

Sp*: percentage of de novo consensus sequences matching a “knowledge-based” consensus sequence

RCC: percentage of fully recovered “knowledge-based” consensus sequences
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Table S5. Results obtained with a combination of several clustering programs 

in the de novo approach

Genome
Combination of 

clustering 
programs

Consensus 
sequences

Sn* Sp* RCC

D. mel.

GROUPER 730 80.34% 85.89% 66.20%

RECON 451 92.31% 73.17% 66.20%

PILER 120 62.39% 84.17% 51.50%

GROUPER + RECON 1181 93.16% 81.03% 79.40%

GROUPER + PILER 850 81.20% 85.65% 66.20%

RECON + PILER 571 92.31% 75.48% 73.50%

GROUPER + RECON 
+ PILER

1301 93.16% 81.32% 79.40%

A. tha.

GROUPER 1428 60.33% 82.42% 39.00%

RECON 1021 73.77% 61.70% 43.50%

PILER 300 47.21% 57.33% 32.45%

GROUPER + RECON 2449 74.43% 73.79% 49.35%

GROUPER + PILER 1728 63.93% 78.07% 39.60%

RECON + PILER 1321 74.10% 60.71% 44.15%

GROUPER + RECON 
+ PILER

2749 74.43% 72.00% 49.35%
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Table S6. Length parameters used in the TEclassifier program

Category Threshold Parameter value (bp)

Complete LTR retrotransposon

Maximum length 18,000

Minimum length 3,900

Complete LINE retrotransposon

Maximum length 13,500

Minimum length 3,400

Complete TIR DNA-transposon

Maximum length (*) 5,000

Minimum length 900

SINE Maximum length 500

MITE Maximum length 500

(*) For A. thaliana, we used 13,000 bp for the maximum length of a complete TIR DNA-transposon.
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Table S7. Results of the classification of TE sequences from A. thaliana

Classification
Reference TEs 
from Repbase

De novo 
consensus 

sequences (with 
redundancy)

De novo consensus 
sequences (without 

redundancy)

Class I “complete” LTR retrotransposon 121 51 25

Class I “incomplete” LTR 
retrotransposon

16 400 181

Class I “complete” LINE 6 9 6

Class I “incomplete” LINE 3 31 18

Class I SINE 4 0 0

Class II “complete” TIR transposon 16 14 7

Class II “incomplete” TIR transposon 46 164 99

Class II MITE 11 12 6

Helitron 5 15 11

SSR 0 8 8

Confused 0 6 4

No category 88 2039 910

Host genes 2 0 0

Total 318 2749 1275
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Table S8. Consensus sequences matching known genes of D. melanogaster

Of the non-redundant,  de novo consensus sequences from the  D. melanogaster genome, 11 overlapped 

host transcripts over at least 95% of their length, with identity levels exceeding 90%.

#

Clustering 
method 
(cluster 

identifier)

All-by-
all 

matche
s

Length 
(bp)

Transcript 
name

Gene name
Additional 

information

1 GROUPER (42) 3 454 FBtr0072628 Lysozyme B

2 GROUPER (45) 20 613 FBtr0089196 Kif3C
See Deloger et al. Gene 

2009

3 GROUPER (521) 4 2532 FBtr0082512 Hsp70Aa
6 Hsp70 genes are 

present in the genome.

4 GROUPER (607) 3 3524 FBtr0074205 Mucin 14A

Predicted CDS is 
composed of a repeat 
domain (125+ repeat 

units) of 95 amino acids.

5 GROUPER (709) 4 2778 FBtr0072849 sallimus
3 matches not merged 

by Grouper.

6 GROUPER (771) 3 3665 FBtr0076140 Mucin 68Ca

Protein sequence 
contains multiple repeats 
homologous to Salivary 
glue proteins. 3 matches 
not merged by Grouper.

7 GROUPER (825) 6 1442 FBtr0077393
Salivary gland 

secretion 1

Internal highly repetitive 
region from gene 

prediction.

8 PILER (110.3) 3 1133 FBtr0082785 Actin 87E
6 actin genes are 

present in the genome.

9 RECON (26) 3 2022 FBtr0091706
Muscle-specific 

protein 300
3 matches on the same 

chunk

10 RECON (302) 6 5238 FBtr0076820 CG32377
87-aa repeat (6 matches 

on the same chunk)

11 RECON (45) 20 1167 FBtr0089196 Kif3C See #2 above.
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Table S9. Parameters of the tests for redundancy elimination in TEclassifier

Genome
Redundancy 
elimination

Consensus Sn* Sp* RCC

D. mel.

With redundancy 1301 93.16% 81.32% 79.41%

95%-98% 593 92.31% 75.72% 77.94%

90%-90% 494 92.31% 71.86% 70.58%

80%-80% 428 91.45% 70.33% 70.58%

A. tha.

With redundancy 2749 74.43% 71.99% 49.35%

95%-98% 1275 74.43% 66.75% 49.35%

90%-90% 1005 73.44% 61.59% 45.45%

80%-80% 836 73.44% 57.66% 42.85%

For  D. melanogaster, the elimination of redundancy with the parameters “90-90” or “80-80” resulted in the 

loss of six  de novo consensus sequences that fully recovered “knowledge-based” consensus sequences. 

These sequences belonged to the 412, invader3, roo, springer, Stalker and Stalker4 families.

For A. thaliana, the elimination of redundancy with the parameters “90-90” and “80-80” resulted in the loss of, 

respectively, six and ten de novo consensus sequences that fully recovered “knowledge-based” consensus 

sequences. These sequences belonged to the ATCOPIA49, ATHILA4B, ATHILA4D, ATREP10, ATREP10A 

and VANDAL2 (for parameters “90-90”), as well as ATDNA2T9A, ATREP14, ATREP2 and ATREP7 families 

(for parameters “80-80”).

The remaining  de novo consensus that matched these families were longer than the “knowledge-based” 

consensus. They contained insertions not present in the “knowledge-based” consensus.
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Table S10. Results of coordinate comparisons for TE annotation

We  compared  the  annotations  between  the  various  combinations  of  de novo libraries  and  reference 

databanks, in terms of match coordinates. Several cases can be distinguished on the basis of the distance 

between the 5' (or 3') coordinate of the test match and that of the reference match (figure S3): distance less 

than or equal to 1 nt, distance strictly greater than1 nt but less than or equal to 10 nt, and distance strictly 

greater than 10 nt.

Genome Prediction GROUPER RECON PILER G+R+P

D. mel.

Exact 10975 6438 8084 8124

Near exact 3553 2817 2794 3388

Equivalent 890 825 789 972

Near equivalent 5683 5839 5321 6774

One-side exact 10169 7493 7429 8903

Similar 18606 19026 15440 21502

New TE 11077 8864 6874 13533

A. tha.

Exact 3423 4448 2346 3986

Near exact 2590 2672 2171 2706

Equivalent 917 916 927 1051

Near equivalent 8207 8138 7020 7992

One-side exact 8671 9626 6242 8716

Similar 36651 38690 30977 36139

New TE 8614 15482 6588 13023
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Same data in percentages, knowing the number of TE fragments for D. melanogaster: G=43699; R=33072 ; 

P=32789; GRP=42857; and A. thaliana: G=41791; R=49470; P=34818; GRP=44059.

Genome Case Prediction GROUPER RECON PILER G+R+P

D. mel.

1-to-1

Total 1-to-1 57.34% 58.54% 64.07% 54.98%

Exact 27.84% 26.07% 27.57% 25.60%

Near exact 9.68% 9.23% 8.84% 9.32%

One-side exact 21.72% 20.18% 19.56% 20.35%

Equivalent 2.27% 2.37% 2.36% 2.53%

Near equivalent 12.16% 13.49% 13.31% 13.47%

Similar 26.34% 28.67% 28.36% 28.73%

1-to-0 New TE 24.80% 22.45% 18.58% 27.65%

1-to-n Chimera 17.86% 19.01% 17.34% 17.37%

A. tha.

1-to-1

Total 1-to-1 53.96% 48.10% 54.87% 47.69%

Exact 11.78% 14.27% 9.19% 14.67%

Near exact 6.38% 6.40% 5.98% 7.16%

One-side exact 19.16% 19.35% 16.53% 19.29%

Equivalent 1.67% 1.75% 1.90% 2.18%

Near equivalent 14.49% 13.54% 14.37% 14.53%

Similar 46.52% 44.68% 52.03% 42.17%

1-to-0 New TE 18.38% 27.46% 16.86% 25.95%

1-to-n Chimera 27.66% 24.44% 28.28% 26.35%
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Table S11. Comparison of the performances of the RepeatModeler and 

TEdenovo databanks

Genome Pipeline Consensus Sn* Sp* RCC

D. mel.

RepeatModeler 141 77.78% 75.89% 19.11%

TEdenovo 593 92.31% 75.72% 77.94%

A. tha.

RepeatModeler 177 45.90% 57.63% 5.19%

TEdenovo 1351 74.43% 66.75% 49.35%

Sn*: percentage of “knowledge-based” consensus sequences matching a de novo consensus

Sp*: percentage of de novo consensus sequences matching a “knowledge-based” consensus

RCC: percentage of fully recovered “knowledge-based” consensus sequences
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Table S12. Comparison of the performances of TE annotation with the 

databanks of de novo consensus sequences from RepeatModeler and 

TEdenovo

Genome TE library Consensus
TE genome 
coverage

Number of 
copies

Sn Sp

D. mel.

BDGP 125 10.51% 31208 NA NA

TEdenovo 568 11.98% 42847 91.43% 97.35%

RepeatModeler 141 9.80% 28789 80.18% 98.47%

A. tha.

Repbase 318 19.02% 41146 NA NA

TEdenovo 1232 22.77% 44059 87.03% 92.32%

RepeatModeler 175 15.14% 35432 65.14% 96.60%
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Table S13. Reference sequences entirely retrieved by one clustering method 

but not by the others, in the D. melanogaster genome

Family Classification
Length of 

the 
reference

Number of 
full-length 
fragments

Number of 
full-length 

copies

Program 
retrieving 
the entire 
reference

Results of 
the other 
programs

invader3 Class I LTR 5484 3 4 GROUPER R:CI / P:NA

invader4 Class I LTR 3105 1 2 GROUPER R:II / P:IC

Stalker Class I LTR 7256 3 3 GROUPER R:II / P:IC

Stalker4 Class I LTR 7359 2 3 GROUPER R:II / P:IC

1360 Class II TIR 3409 2 2 RECON G:IC / P:IC

Doc2-
element

Class I LINE 4789 1 3 RECON G:IC / P:II

G2 Class I LINE 3102 4 4 RECON G:IC / P:II

gypsy4 Class I LTR 6852 0 3 RECON G:IC / P:NA

Max-
element

Class I LTR 8556 2 2 RECON G:IC / P:NA

R1A1-
element

Class I LINE 5356 2 2 RECON G:IC / P:NA

rover Class I LTR 7318 2 2 RECON G:IC / P:II

Tabor Class I LTR 7345 2 2 RECON G:IC / P:II

Tc1-2 Class II TIR 1644 1 1 RECON G:IC / P:NA

In the column on the far right, “G” stands for GROUPER, “R” for RECON and “P” for PILER. “CI” indicates 

that the reference sequence matches completely (over more than 95% of its length) a de novo consensus, 

which matches incompletely (over less than 95% of its length). “IC” means that the reference sequence 

matches  incompletely  whereas  the  de novo consensus  matches  completely.  “II”  indicates  that  both 
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sequences match incompletely. “NA” indicates that the reference sequence matches none of the  de novo 

consensus sequences.

Table S14. Reference sequences entirely retrieved by one clustering method 

but not by the others, in the A. thaliana genome

Family
Classificatio

n

Length of 
the 

reference 
sequence 

(bp)

Number of 
full-length 
fragments

Number of 
full-length 

copies

Clustering 
method 

retrieving the 
entire 

reference 
sequence

Results of 
the other 
clustering 
methods

ATDNA1T9
A

Class II TIR 3552 3 3 GROUPER R:IC / P:II

ATENSPM
5

Class II TIR 8717 0 4 GROUPER R:IC / P:NA

ATGP2N Class I LTR 5233 0 2 GROUPER R:IC / P:II

ATGP6 Class I LTR 5695 0 1 GROUPER R:IC / P:II

ATHILA Class I LTR 10492 2 3 GROUPER R:II / P:II

ATHILA2 Class I LTR 10923 4 5 GROUPER R:II / P:IC

ATHILA6A Class I LTR 11611 1 1 GROUPER R:II / P:IC

VANDAL15 Class II TIR 5332 1 1 GROUPER R:IC / P:NA

ARNOLD2 Class II TIR 15490 2 2 RECON G:IC / P:NA

ATCOPIA1 Class I LTR 5139 2 2 RECON G:NA / P:II

ATCOPIA1
0

Class I LTR 5186 3 3 RECON G:NA / P:NA

ATCOPIA3
1

Class I LTR 4626 2 2 RECON G:NA / P:NA
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Family
Classificatio

n

Length of 
the 

reference 
sequence 

(bp)

Number of 
full-length 
fragments

Number of 
full-length 

copies

Clustering 
method 

retrieving the 
entire 

reference 
sequence

Results of 
the other 
clustering 
methods

ATCOPIA4
9

Class I LTR 5220 5 6 RECON G:II / P:NA

ATDNAI27
T9B

Class II TIR 2090 2 2 RECON G:IC / P:II

ATENSPM
6

Class II TIR 8825 2 9 RECON G:IC / P:NA

ATGP2 Class I LTR 7623 4 6 RECON G:IC / P:II

ATGP5 Class I LTR 6359 1 2 RECON G:IC / P:NA

ATREP14
Class II 
Helitron

737 11 12 RECON G:IC / P:II

ATREP16 Class II TIR 1391 2 2 RECON G:NA / P:NA

BRODYAG
A1

Class II TIR 1184 8 8 RECON G:II / P:II

LIMPET1 Class II TIR 1874 2 2 RECON G:IC / P:II

SIMPLEHA
T1

Class II TIR 1059 4 4 RECON G:IC / P:NA

VANDAL2 Class II TIR 15253 3 6 RECON G:IC / P:IC

In the column on the far right, “G” stands for GROUPER, “R” for RECON and “P” for PILER. “CI” indicates 

that the reference sequence matches completely (over more than 95% of its length) a de novo consensus, 

which matches incompletely (over less than 95% of its length). “IC” means that the reference sequence 

matches  incompletely  whereas  the  de novo consensus  matches  completely.  “II”  indicates  that  both 

sequences match incompletely. “NA” indicates that the reference sequence matches none of the  de novo 

consensus sequences.
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Table S15. List of TE families represented by several de novo consensus 

sequences

Genome
Reference 

sequence(s)
Consensus 

from GROUPER
Consensus from 

RECON
Consensus from 

PILER

D. mel.

Stalker, Stalker2 and 
Stalker4

15 3 0

FB 11 8 0

invader1 5 1 1

GATE 3 2 0

297 3 1 1

baggins 1 4 0

invader4 2 2 1

Idefix 1 2 1

springer, gypsy3 0 3 0

mdg1 2 0 1

micropia 1 2 0

A. tha. ATHILA6A, ATHILA6B 8 3 0

SIMPLEHAT2 7 3 1

ATREP1, ATREP2 5 2 2

ATGP2N 4 1 0

ARNOLDY1, 
ARNOLDY2

2 5 0

ARNOLD1 to 4 2 5 0

VANDAL2 3 3 0
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ATLANTYS2 1 4 0

ATHILA4D 3 2 1

VANDAL6 2 2 0

ATREP2A 1 0 4

HELITRONY2 1 2 0

ATMUNX1 3 1 0

ATREP4 2 2 0

These TE families were formed using BLASTCLUST, with a coverage of 80%. Manual curation may result in 

these families being represented by fewer consensus sequences than indicated.
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Table S16. TE reference sequences for which no “knowledge-based” 

consensus could be built

Genome Reference sequence Length (bp) Comments

D. mel.

Helitron 564 no copy

BS4 754 less than 3 copies

Q-element 759 not possible to build a consensus

Stalker3T 372 no copy more than 100 bp long

Penelope 804
“knowledge-based” consensus sequence could 

not identify a genomic copy

P-element 2907 known to be absent from the sequenced strain

TART-A 13424
consensus does not match its reference 

sequence, known to be present at telomeres

TART-B 10654
consensus does not match its reference 

sequence, known to be present at telomeres

TART-C 11124
consensus does not match its reference 

sequence, known to be present at telomeres

A. tha.
ATCOPIA6 4718

consensus does not match its reference 
sequence with the  parameters used

ATCOPIA18 2384 only two copies (1 truncated and 1 full-length)

ATCOPIA30 4237
consensus does not match its reference 

sequence with the parameters used

ATCOPIA31A 4664 only two copies (1 truncated and 1 full-length)

ATCOPIA47 5063
three copies (2 truncated, including 1 less than 

100 bp long, 1 full-length)

ATCOPIA80 4280 only two copies (1 truncated and 1 full-length)

ATCOPIA84 4882 only two copies (1 truncated and 1 full-length)

ATCOPIA85 3878 consensus does not match its reference 
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Genome Reference sequence Length (bp) Comments

sequence with the parameters used

ATCOPIA91 5270
five copies (3 less than 100 bp long and 1 full-

length)

ATREP19
consensus does not match its reference 

sequence with the parameters used

DRL1 250 only one copy

TA1_AT 514 only one copy

TA12 949
consensus does not match its reference 

sequence with the parameters used
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Table S17. Comparison of “knowledge-based” libraries with reference 

databanks

Genome
Sequences in 
the reference 

databank

Sequences in 
the 

“knowledge-
based” library

Sn* Sp* RCC

D. mel. 126 117 94.44% 100.00% 100.00%

A. tha. 318 309 98.43% 100.00% 100.00%

Sn*: percentage of “knowledge-based” consensus sequences matching a de novo consensus sequence

Sp*: percentage of de novo consensus sequences matching a “knowledge-based” consensus sequence

RCC: percentage of fully recovered “knowledge-based” consensus sequences

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



Troisième partie

D I S C U S S I O N E T P E R S P E C T I V E S

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



3
D I S C U S S I O N E T P E R S P E C T I V E S

3.1 l’annotation des éléments transposables à

l’ère du séquençage haut-débit des génomes eu-
caryotes

3.1.1 Application des outils informatiques développés à divers gé-
nomes

Les années 1990-2000 ont été caractérisées par le séquençage
des premiers génomes d’eucaryotes, principalement des orga-
nismes modèles tels Saccaromyces cerevisiae (Goffeau et coll. 1996),
Drosophila melanogaster (Adams et coll. 2000), Arabidopsis tha-
liana (the Arabidopsis Genome Initiative 2000), mais aussi ce-
lui de l’homme (the International Human Genome Sequencing
Consortium 2001). En avril 2010, la base de données GOLD
(http://www.genomesonline.org/) recensait 129 projets de sé-
quençage d’eucaryotes complétés et publiés. Ce chiffre corres-
pond à une estimation basse des séquences disponibles en pra-
tique, étant donné les recommandations en vigueur à propos de
la mise à disposition des séquences génomiques avant leur pu-
blication (the Welcome Trust 2003). En effet, la base de données
GOLD recensait également 1339 projets de séquençage en cours.
Quelque soit le but de l’analyse d’une séquence génomique, l’an-
notation des ET en représente une étape essentielle. L’annotation
des gènes codant pour les protéines est grandement améliorée si
les ET ont été repérés au préalable, de telle sorte qu’un ET ne
puisse être considéré par erreur comme étant un gène de l’hôte.
Cependant, cette appellation gène de l’hôte est trompeuse et prête
à confusion. Les ET sont en effet dignes d’être annotés pour eux-
mêmes, les preuves expérimentales de leur implication dans de
nombreux processus biologiques étant nombreuses (chapitre 1).

Les génomes récemment séquencés n’appartenant plus seule-
ment à des organismes modèles pour lesquels les ET sont
connus, il est nécessaire d’utiliser des approches de novo afin
d’identifier les familles d’ET présentes en reconstruisant les sé-
quences ancestrales (consensus) pour en détecter leurs copies.
J’ai été impliqué dans de nombreux projets de ce type au cours
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100 discussion et perspectives

de mes trois années de doctorat. Le premier projet d’annotation
auquel j’ai participé a concerné un génome de l’espèce Meloido-
gyne incognita (50 Mb) et a fait l’objet d’une publication (Abad
et coll. 2008, en annexe de ce manuscrit A.1). Ce nématode pa-
rasite les racines de la plupart des plantes cultivées et est donc
responsable de baisses de rendement occasionnant des pertes co-
lossales estimées à 157 milliards de dollars annuellement. L’an-
notation de ce génome à l’aide des outils TEdenovo et TEannot
m’a permis d’estimer à 36% le contenu en ET et de classifier les
familles présentes dans ce génome. J’ai également décrit la dis-
tribution du nombre de copies par catégorie d’ET ainsi que leur
âge respectif, celui-ci étant approximé par le pourcentage d’iden-
tité entre une copie génomique et la séquence consensus qui l’a
identifiée (figure 4). Ces résultats ont ainsi permis d’avoir une
première idée de l’importance et de la dynamique des ET dans
ce génome.

Fig. 4: Distribution de l’âge des ET dans le génome de M. incognita.
L’âge est approximé par l’identité de séquence entre chaque co-
pie et la séquence consensus qui l’a détectée. Les ET sont re-
groupés par super-famille. (Tiré de Abad et coll. 2008.)

Ce type d’analyses ne nécessitant que la séquence brute d’un
génome et pouvant être réalisé entièrement automatiquement,
les outils que je développais ont très vite été utilisés au sein du
laboratoire. Je me suis donc attaché à les rendre rapidement opé-
rationnels sur le plan technique, tout en améliorant la pertinence
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3.1 projets d’annotation 101

biologique des résultats qu’ils génèrent. J’ai ainsi participé au
projet ANR HOLOCENTRISM (07 BLAN 0057) avec Emmanuelle
Permal en post-doctorat à l’URGI dans le cadre d’une collabora-
tion avec des chercheurs de l’INRA de Montpellier et Rennes.
Le but de ce projet était d’analyser la structure holocentrique
des chromosomes de certains insectes et de la relier à la plasti-
cité de ces génomes, à leur évolution et au contrôle épigénétique
de l’expression génétique.

Lors de la division cellulaire de chromosomes monocen-
triques, les micro-tubules se fixent en une région particulière,
le centromère. A l’inverse, les chromosomes holocentriques sont
attachés aux microtubules sur toute leur longueur et ont donc
de multiples points d’attache (figure 5). Dans les génomes mo-
nocentriques, le taux de crossing-overs diminue généralement
en se rapprochant du centromère, jusqu’à devenir nul (Coop et
Przeworski 2006), alors que les génomes holocentriques comme
celui de Caenorhabditis elegans ne présentent pas les mêmes carac-
téristiques puisqu’ils n’ont pas de centromères localisés (Barnes
et coll. 1995). Or la recombinaison méiotique a un très grand
impact sur l’évolution des génomes. En effet, les modèles de
génétique des populations montrent que diminuer le taux de
crossing-overs revient à abaisser le taux de fixation des allèles
avantageux, c’est-à-dire l’impact de la sélection naturelle : c’est
l’effet de Hill-Robertson (Hill et Robertson 1966, Roze et Barton
2006). Comme la majorité des insertions d’ET sont supposées
être délétères, on pourrait s’attendre à une accumulation d’ET
dans les zones de faible recombinaison méiotique, et donc à une
corrélation négative entre ET et taux de crossing-overs. Mais la
relation entre distribution des ET et taux de recombinaison méio-
tique n’est pas encore clairement comprise (Rizzon et coll. 2002,
Wright et coll. 2003, Drouaud et coll. 2006).

Nous nous sommes donc intéressés à la distribution des ET
dans des génomes holocentriques en analysant, à l’aide des ou-
tils TEdenovo et TEannot, plusieurs séquences génomiques syn-
téniques entre trois espèces de Lépidoptères (15 BAC) : le ver
à soie Bombyx mori, Helicoverpa armigera et Spodoptera frugiperda.
Ce travail a fait l’objet d’une publication (d’Alençon et coll. 2010,
en annexe de ce manuscrit A.2). L’étude a montré que le taux
de ruptures de synténie dans ces espèces extrapolé à partir des
données est quatre fois plus élevé que chez les Drosophilidae
chez lesquelles le taux est lui-même deux fois plus élevé que
chez les mammifères. Nous avons également montré une corré-
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102 discussion et perspectives

Fig. 5: Différence dans l’assemblage des kinétochores sur des chro-
mosomes monocentriques et holocentriques. (Tiré de Dernburg
2001.)

lation entre rupture de synténie et densité en ET (figure 6). En
parallèle de ces travaux, Emmanuelle Permal a réalisé, toujours à
l’aide des outils TEdenovo et TEannot, l’annotation des ET dans
les génomes holocentriques du ver à soie, B. mori, et du puceron
du pois, Acyrthosiphon pisum (the International Aphid Genomics
Consortium 2010). L’annotation des ET dans ces génomes a in-
directement représenté une phase importante de mon travail de
mise au point technique car ces génomes étaient les plus grands
analysés jusqu’alors par les outils du package REPET : 446 Mb
for A. pisum et 514 Mb for B. mori, soit plus de quatre fois le
génome d’A. thaliana.

L’un des grands changements de ces dernières années pro-
vient du fait que l’on dispose de la séquence quasi-complète
de nombreux génomes apparentés. Ce changement d’ordre de
grandeur en terme de données disponibles permet de rechercher
des signaux évolutifs en comparant plusieurs génomes entre eux.
Ces approches regroupées sous le vocable génomique comparée
tirent profit des relations phylogénétiques à différentes échelles
de temps entre les espèces dont un génome est séquencé (Flo-
wers et Purugganan 2008). Grâce mon travail, il est devenu en-
visageable d’étudier la dynamique de l’ensemble des ET dans
plusieurs génomes en utilisant le même outil informatique, sans
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3.1 projets d’annotation 103

Fig. 6: Corrélation entre les points de rupture de synténie et la den-
sité en ET chez des Lépidoptères. A. region CYP4M de S. frugi-
perda. B. région EcR de H. armigera. Les lignes pointillées corres-
pondent à la densité en ET, les lignes pleines fines à la densité
en gènes, et les lignes pleines épaisses aux points de rupture de
synténie. (Tiré de d’Alençon et coll. 2010.)

être obligé de se restreindre à quelques familles ou quelques
types d’ET (les rétrotransposons à LTR par exemple). Dans le cas
où des méthodes différentes sont utilisées pour analyser deux
génomes et que le contenu en éléments transposables de ces gé-
nomes est différent, il n’est pas toujours évident ni possible de
distinguer si ces différences sont dues à un phénomène biolo-
gique ou à un biais présent seulement dans l’une des deux mé-
thodes. Ainsi, le fait de pouvoir utiliser un même outil, même si
lui aussi présente des biais, permet au moins d’espérer que les
biais en question soient présents systématiquement dans chaque
génome analysé. Les différences observées entre deux génomes
devraient donc plus vraisemblablement refléter des mécanismes
biologiques distincts ou des différences dans la dynamique des
ET.

Plusieurs projets de ce type ont été initiés pendant mon doc-
torat. J’ai notamment démarré un projet concernant plusieurs
génomes de plantes (tableaux 1 et 2). Etudier le contenu en ET
de deux génomes du même genre, ici Arabidopsis thaliana et Ara-
bidopsis lyrata, permet d’étudier la dynamique des ET chez deux
génomes proches mais dont les organismes ont des caractéris-
tiques biologiques contrastées. En effet, ces deux espèces ont di-
vergé il y a environ 5 ou 10 millions d’années. Elles sont de plus
suffisamment proches pour que l’on puisse inférer l’état ances-
tral d’un polymorphisme entre différentes accessions d’A. tha-
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104 discussion et perspectives

liana simplement en regardant l’état correspondant chez A. ly-
rata. De façon intéressante, cette dernière a un génome deux fois
plus grand qu’A. thaliana (205 Mb contre 120 Mb) et un mode de
reproduction différent, majoritairement par allo-fécondation. En-
fin, A. lyrata est une espèce endémique caractérisée par des popu-
lations bien délimitées, au contraire d’A. thaliana reconnue pour
sa capacité de dispersion. Ces caractéristiques ont donc très vite
suscité notre intérêt pour comprendre les relations entre traits
de vie et dynamique des ET. Ces études, aujourd’hui possibles
grâce aux outils de REPET, sont en cours au laboratoire.

Tab. 1: Résultats comparatifs de la première étape de l’outil TEdenovo
appliqué à plusieurs génomes de plantes.

Organisme
Taille du

génome

(en Mb)

Nombre

d’alignements

Couverture

du génome

A. thaliana 119 103728 13.48%

A. lyrata 207 1378876 32.65%

B. distachyon 270 2096350 30.16%

O. sativa 372 6027252 33.54%

V. vinifera 487 12002121 39.77%

Tab. 2: Résultats comparatifs des étapes 2 à 5 de l’outil TEdenovo appliqué à
plusieurs génomes de plantes.

Organisme

Groupes

formés

par

GROUPER

Groupes

formés

par

RECON

Groupes

formés

par

PILER

Banque

finale

de

consensus

A. thaliana 1428 1021 300 1275

A. lyrata 7206 3737 1117 5214

B. distachyon 12772 3848 866 6307

O. sativa 19721 5218 1566 9844

V. vinifera 18241
1

8397 1631 13444

1 Seuls les groupes ayant au moins 4 membres ont été gardés.

J’ai également initié des analyses préliminaires sur le génome
du riz, Oryza sativa, et celui de Brachypodium distachyon. B. dis-
tachyon est aujourd’hui le génome séquencé le plus proche de
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3.1 projets d’annotation 105

celui du blé hexaploïde Triticum aestivum bien qu’il soit beau-
coup plus petit (270 Mb contre 17 Gb) et ai divergé il y a
30 millions d’années. Du fait de sa taille gigantesque, le gé-
nome de T. aestivum n’est pas encore séquencé mais l’établis-
sement d’une carte physique pour son chromosome le plus
grand, le 3B (Paux et coll. 2008), indique que l’assemblage
d’un génome aussi répété est concrètement possible. La sé-
quence de ce chromosome est d’ailleurs l’objectif d’un pro-
jet ANR (3BSEQ, http://urgi.versailles.inra.fr/index.php/
urgi/Projects/3BSeq) porté par le laboratoire GDEC à l’INRA
de Clermont-Ferrand avec lequel j’ai effectué ma thèse en cotu-
telle. A ce titre, j’ai fréquemment collaboré avec Philippe Leroy
et Frédéric Choulet de l’INRA de Clermont afin d’incorporer
l’outil TEannot dans l’outil d’annotation TriAnnot (https://gpi.
versailles.inra.fr/triannot) qui permet aux chercheurs du
monde entier d’annoter les séquences de blé qu’ils produisent
dans leurs laboratoires respectifs. Des travaux sont encore en
cours pour déterminer les paramètres optimaux pour l’annota-
tion des ET du blé mais l’outil TEannot a déjà été intégré avec
succès à l’interface web grâce au travail de Philippe Leroy (ma-
nuscrit en préparation). Dans le cadre de ma thèse, j’ai égale-
ment participé à l’annotation des ET dans le génome de la vigne
Vitis vinifera (the French–Italian Public Consortium for Grape-
vine Genome Characterization 2007), un travail en cours mené
par Nathalie Choisne de l’URGI.

Bien qu’à cette étape d’acquisition de données il soit trop
tôt pour tirer des conclusions en terme de génomique compa-
rée, l’ensemble de ces travaux préliminaires d’annotations de gé-
nomes de plantes démontrent la faisabilité d’une telle approche
grâce aux outils TEdenovo et TEannot. Dans les années à venir,
les autres génomes de plantes actuellement disponibles tels le
maïs (Schnable et coll. 2009), le sorgho (Paterson et coll. 2009), le
concombre (Huang et coll. 2009), la papaye (Ming et coll. 2008),
etc, pourront être ainsi analysés. Dans tous les cas, les ET de
ces génomes ont déjà été annotés, notamment pour le maïs (Bau-
com et coll. 2009), mais la diversité des outils utilisés ne permet
pas toujours de comparer objectivement les annotations. Enfin,
à la différence des autres approches de novo, l’outil TEdenovo
tente d’identifier les variants structuraux d’ET. L’étude de ces
variants au sein des génomes de plantes sus-cités est prometteur
si l’on en croit les résultats préliminaires montrant des varia-
tions substantielles du nombre de groupes pour une couverture
du génome équivalente (tableaux 1 et 2). En effet, comme mon-

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1

http://urgi.versailles.inra.fr/index.php/urgi/Projects/3BSeq
http://urgi.versailles.inra.fr/index.php/urgi/Projects/3BSeq
https://gpi.versailles.inra.fr/triannot
https://gpi.versailles.inra.fr/triannot


106 discussion et perspectives

tré précédemment (chapitre 2), l’outil TEdenovo construit plus
de groupes que le nombre de familles d’ET identifiées préala-
blement chez D. melanogaster et A. thaliana. Ceci est dû au fait
que l’outil TEdenovo cherche à détecter les variants structuraux
des familles. Ainsi, lorsque l’analyse d’un génome produit un
plus grand nombre de groupes que celle d’un autre génome
proche, alors qu’une proportion similaire de ces deux génomes
est constituée d’ET, il est vraisemblable que la diversification des
familles dans le génome ayant beaucoup de groupes ait été plus
importante que dans l’autre génome.

Dans le même esprit et du fait de mes recherches sur la recons-
truction des séquences ancestrales d’ET, j’ai été en relation di-
recte avec Joëlle Amselem travaillant à l’URGI sur de nombreux
génomes de champignons. Responsable de l’annotation de ces
génomes et de la mise à disposition des informations s’y rap-
portant, elle a pu, grâce à REPET, entreprendre une analyse de
génomique comparée visant à estimer l’impact des mécanismes
visant à empêcher l’expansion des ET. Elle s’est en particulier
intéressée à certains mécanismes spécifiques des champignons
comme le RIP (repeat-induced point mutations, Selker 1990). L’uti-
lisation des outils TEdenovo et TEannot a donc été déterminant
dans l’obtention des annotations fiables et comparables d’ET (ta-
bleaux 3 et 4) nécessaires à ces analyses.

D’autres projets ont également bénéficié de mon travail tel
l’annotation des ET dans le génome d’Ectocarpus siliculosus
(Cock et coll. 2010) et l’analyse comparative des dynamiques
d’ET dans 12 génomes de Drosophilidae en collaboration avec
Anna-Sophie Fiston-Lavier du laboratoire de Dmitri Petrov à
Stanford University (États-Unis).

Ces projets ont pu se concrétiser grâce aux nombreuses pos-
sibilités ouvertes par l’arrivée d’une approche d’annotation
de novo performante et fiable. En effet, à l’ère du séquençage
haut-débit et de la génomique comparée, la pertinence des outils
informatiques ne se mesure plus uniquement à l’aune des résul-
tats qu’ils renvoient. Il devient indispensable de disposer d’ou-
tils robustes, capables d’analyser de grandes quantités de don-
nées variant en taille et complexité. Cet aspect du travail d’un
bio-informaticien est souvent considéré comme relevant d’une
activité d’ingénierie de développement et non d’une activité de
recherche. En conséquence, les aspects architecture logicielle et ro-
bustesse du code ont peut-être tendance à être trop souvent né-
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Tab. 3: Résultats comparatifs de la première étape de l’outil TEdenovo
appliqué à plusieurs génomes de champignons.

Organisme
Taille du

génome

(en Mb)

Nombre

d’alignements

Couverture

du génome

Botrytis

cinerea T4

40 813 0.68%

Botrytis

cinerea 05.10

43 2116 1.72%

Sclerotinia

sclerotiorum
38 13197 7.88%

Leptosphaeria

maculans
45 695940 36.24%

Blumeria

graminis
91 453530 63.71%

Melampsora

larici-populinia
101 191650 44.98%

Tuber

melanosporum
125 3735967 60.10%

gligés, ce qui revient à alimenter le champ disciplinaire d’outils
informatiques difficilement maintenables et utilisables hors du
contexte dans lequel ils ont été testés.

La pertinence biologique ainsi que la fiabilité et la robus-
tesse des outils TEdenovo et TEannot a permis l’analyse du
contenu en ET de nombreux génomes. Ces deux derniers as-
pects, fiabilité et robustesse, sont cependant trop souvent lais-
sés de côté lors d’une démarche de recherche en bioinfor-
matique. Or, il existe des solutions efficaces, suffisamment
flexibles pour convenir à tout chercheur.

3.1.2 Importance du développement logiciel dans la recherche en bio-
informatique

Depuis quelques années, la recherche en biologie se caracté-
rise par un développement soutenu d’approches expérimentales
générant un grand volume de données, notamment les tech-
niques de séquençage dites de nouvelle génération (NGS, Metz-
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Tab. 4: Résultats comparatifs des étapes 2 à 5 de l’outil TEdenovo ap-
pliqué à plusieurs génomes de champignons.

Organisme

Groupes

formés

par

GROUPER

Groupes

formés

par

RECON

Groupes

formés

par

PILER

Banque

finale

de

consensus

Botrytis

cinerea T4

72 19 10 31

Botrytis

cinerea 05.10

305 30 8 42

Sclerotinia

sclerotiorum
606 102 62 337

Leptosphaeria

maculans
3890 86 25 1850

Blumeria

graminis
8503 1071 265 1920

Melampsora

larici-populinia
2916 1764 461 2029

Tuber

melanosporum
12776 791 306 2597

ker 2009). Cela concerne le séquençage de génomes complets
bien sûr comme décrit dans le paragraphe précédent, mais pas
uniquement. Le re-séquençage de génomes est en plein essor. Il
consiste à séquencer à faible couverture le génome de plusieurs
individus de la même espèce en s’appuyant sur une séquence de
référence préalablement établie. Ces approches sont devenues de
plus en plus courantes comme le montrent les projets phares
1000 génomes humains et 1001 génomes d’A. thaliana. De plus,
le séquençage NGS permet des analyses fonctionnelles à haut
débit au travers du séquençage en masse des transcrits ARN
d’une population de cellules (RNA-seq, Wang et coll. 2009) et des
fragments d’ADN liés à des protéines récupérées par immuno-
précipitation (ChIP-seq, Park 2009). Enfin, ces techniques per-
mettent également de réaliser du génotypage à très haut débit.
Les programmes de sélection animaux et végétaux s’orientent
de plus en plus vers les marqueurs basés sur les séquences et la
détection des milliers voir millions de polymorphismes de type
SNP en une seule expérimentation. Toutes ces approches, qui
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3.1 projets d’annotation 109

deviennent courantes dans de nombreux laboratoires, génèrent
d’importants volumes de données (de l’ordre de plusieurs di-
zaines de millions à plusieurs milliards de courtes séquences).
Enfin, des approches expérimentales haut-débit concernant cette
fois la détection de protéines et l’imagerie cellulaire sont aujour-
d’hui en plein développement.

Toutes ces techniques nécessitent le développement d’outils
informatiques permettant d’analyser leurs résultats. En effet, les
quantités de données produites représentent un défit pour leur
analyse par l’expérimentateur. Celui-ci, souvent habitué à tra-
vailler sur un nombre restreint de locus, est alors amené à ana-
lyser l’intégralité d’un génome via des données qu’il ne sait
pas toujours manipuler sur son ordinateur personnel. Ces deux
aspects-clés, la génération de données expérimentales à haut-
débit et leur analyse automatisée, représente non seulement un
changement d’échelle mais induit surtout un changement de mé-
thodes d’analyse. L’expérimentateur a besoin aujourd’hui de ré-
sultats standardisés obtenus grâce à des méthodes robustes et
rapides, que seul des analyses automatiques peuvent réaliser.
L’analyse de données haut-débit suit aujourd’hui une approche
industrielle.

Néanmoins, l’industrialisation des analyses ne correspond pas
toujours à la réalité actuelle. En effet, le développement des tech-
niques expérimentales haut-débit et la mise au point d’outils
informatiques robustes ne se font pas toujours aux mêmes en-
droits. De plus, ces activités suivent également un processus de
recherche, par tâtonnement, via le développement de prototypes
dont le but premier n’est en général pas d’être robuste. Le dé-
veloppement de ces logiciels fait appel tout autant à l’ingénierie
qu’à la science, mais comme l’indique Sean Eddy (HHMI, Janelia
Farm Research Campus) :

our culture values science, not engineering ; the result : a
software literature full of good ideas that don’t get fully
baked, tools that work in one place but aren’t portable.

A ma connaissance, ces questions ne sont généralement pas
abordées dans une thèse de bio-informatique. Cela me pa-
raît regrettable, non seulement parce que tout chercheur y
est confronté en pratique, mais aussi parce que des solutions
existent et qu’elles méritent d’être diffusées, étant donné leur
efficacité. J’ai pu effectuer ma thèse dans un fort contexte d’ingé-
nierie, l’URGI, un laboratoire de recherche hébergeant une plate-
forme bio-informatique. La plateforme a pour mission de mettre
à disposition de la communauté scientifique données, outils et
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expertise. L’un des défis de ces dernières années a été de faire
communiquer les aspects recherche et ingénierie au laboratoire.
A ce titre, j’ai été fortement impliqué dans ce chantier, de concert
avec Olivier Inizan qui m’a initié aux méthodes de développe-
ment dites Agiles alors que je lui transmettais mon expertise
sur les ET. De là est née l’équipe de développement pipelines
à l’URGI utilisant comme base de travail le code informatique
sur lequel j’avais travaillé. Je ne vais pas détailler ici l’ensemble
des méthodes Agiles, mais montrer dans la suite quel bénéfice
un chercheur en bio-informatique peut en tirer dans son travail
quotidien.

Dans les années 1990, plusieurs responsables de projet de dé-
veloppement logiciel à travers le monde ont remis en question le
long cycle de développement traditionnel constitué d’une phase
de conception, suivi d’une phase de réalisation et clôt par une
phase de livraison (figure 7). Un tel cycle présente certaines lour-
deurs pouvant occasionner des retards, voir même une inadé-
quation du produit final au regard des besoins actuels qui ont
évolué depuis la phase initiale de conception. De nouvelles pra-
tiques ont donc été proposées, beaucoup plus réactives grâce
à des cycles de développement courts, et mettant l’accent sur
les relations humaines au sein de l’équipe de développement
comme entre les développeurs et les clients. En 2001 a été écrit
le manifeste Agile (http://agilemanifesto.org/) visant à défi-
nir les valeurs et principes de ces nouvelles méthodes. Il est à
noter que celles-ci peuvent s’appliquer à toute gestion de pro-
jet, et pas seulement à la conception de logiciels. Cette flexibilité
permet de s’inspirer de ces méthodes, notamment dans le cadre
d’un travail de recherche en bio-informatique.

Le cas du chercheur est particulier en ce que son travail est
collaboratif par nature, et doit (devrait ?) donc favoriser le trans-
fert d’expertise. De plus, il est à la fois développeur d’un logiciel
ainsi que premier utilisateur pour ses propres recherches. Enfin,
il conçoit toujours des prototypes et non des produits finis au
sens où on l’entend généralement. Au vu de ces caractéristiques,
il est compréhensible que la méthode traditionnelle de dévelop-
pement logiciel ne soit que rarement utilisée en bio-informatique
impliquant qu’aucune méthode n’est en faite vraiment utilisée.
Or le besoin existe car même la mise au point d’un prototype
nécessite de la modularité et tout prototype doit faire preuve
de robustesse au regard de la quantité de données à manipuler.
La méthode dite extreme programming (XP) fait des recommanda-
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Fig. 7: Deux façons de concevoir le cycle de développement d’un lo-
giciel. A. Conception traditionnelle. B. Conception prônée par
l’extreme programming.

tions précises sur le plan technique (Beck 1999). J’ai donc com-
mencé en cours de thèse à appliquer l’un des piliers de cette mé-
thode : le test-driven development. Cela consiste d’abord à coder
un test, dit unitaire, que la fonctionnalité désirée devra passer,
puis à coder la fonctionnalité en question, et enfin à la modifier
jusqu’à ce qu’elle passe le test écrit au préalable.

A première vue, une telle pratique n’est pas efficace puis-
qu’elle oblige le chercheur à écrire beaucoup plus de code que
prévu, ce qui semble être une perte de temps. Or elle est au
contraire primordiale lorsqu’on se préoccupe d’avoir une action
efficace et durable, et ce à plus d’un titre. Dans tout projet de
recherche en bio-informatique, la quantité de code généré aug-
mente rapidement, il est donc fréquent de voir apparaître des
erreurs non-triviales. Disposer de tests déjà écrits permet de dé-
tecter ces erreurs facilement et très tôt, ce qui occasionne des
gains de temps très appréciables sur le long terme. De plus,
le code informatique, quel qu’il soit, doit pouvoir rester vivant,
c’est-à-dire utilisé mais surtout repris et amélioré par d’autres.
Or, notre expérience montre que rien n’est plus clair qu’un test
pour comprendre le but d’une fonctionnalité donnée lorsqu’on
n’est pas soi-même le développeur de celle-ci. Enfin, une activité
de recherche n’est prédictible que jusqu’à un certain point. Il est
fréquent d’ajuster, voir de réorienter, ses questions scientifiques,
et ce sur un pas de temps court. Dans ce cadre, il est indispen-
sable de disposer d’un code informatique modulaire en lequel
on a confiance afin de le faire évoluer dans d’autres directions
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que celles prises initialement. Cette réflexion sur la conduite de
projets vers un but qui peut évoluer au cours du temps est à
rapprocher de travaux fondamentaux récents sur l’optimisation
(Kashtan et coll. 2007). Ces travaux, inspirés par des considéra-
tions biologiques, montrent que la vitesse à laquelle un objectif
est atteint peut être considérablement augmentée dans le cas où
l’objectif varie de façon modulaire au cours du temps.

Pour une efficacité maximale, les tests unitaires écrits en
amont du développement de chaque fonctionnalité sont exécu-
tés quotidiennement, permettant ainsi une intégration continue
du code généré. Cependant, ce type de tests correspond à des
fonctionnalités de faible étendue. Il est donc pertinent et néces-
saire de disposer, en plus, de tests plus larges vérifiant la co-
hérence biologique des résultats d’une analyse bioinformatique
lancée dans son intégralité et non sa seule exécution technique.
Dans ce cas, on parle de tests fonctionnels. Ces tests consistent
à comparer l’analyse d’un génome faite avec la nouvelle version
de l’outil, avec les résultats de l’analyse faite avec la version pré-
cédente, ces résultats ayant été validés manuellement. Au cours
de ma thèse, j’ai donc mis au point un tel système d’intégration
continue sur les outils TEdenovo et TEannot. Ces outils sont exé-
cutés quotidiennement sur le chromosome 4 de D. melanogaster,
et sur le génome entier de cet organisme avant une distribution
publique des outils. Grâce à ce système, l’industrialisation men-
tionnée précédemment devient possible et prend même tout son
sens.

L’application de quelques recommandations des méthodes
Agiles a rendu robuste les outils, permettant ainsi leur utilisa-
tion sur de nombreux génomes. Grâce à cela, nous avons pu
acquérir une expertise suffisante sur la question de l’annota-
tion des ET dans les génomes eucaryotes via des approches
de novo afin d’écrire une revue sur ces questions.

3.1.3 Feuille de route pour l’annotation des éléments transposables
dans les génomes eucaryotes

Ce travail a été soumis récemment. J’en présente ci-dessous un
résumé en français, suivi du manuscrit en anglais.

Traditionnellement présentés sous l’appellation junk DNA, les
ET sont maintenant reconnus pour leur rôle dans l’évolution des
génomes, à travers leur impact sur les réarrangements chromo-
somiques et l’expression des gènes. De plus, avec les méthodes
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3.1 projets d’annotation 113

actuelles à haut-débit, le séquençage de génomes d’organismes
non-modèles est techniquement faisable, et c’est le processus
d’annotation qui représente actuellement un goulot d’étrangle-
ment pour l’analyse de ces génomes, particulièrement en ce qui
concerne les ET. Le but de cette revue est donc de proposer une
feuille de route aux chercheurs impliqués dans de tels projets de
génomique abordant ces questions. A chaque étape du proces-
sus d’annotation des ET, de la définition des familles à l’annota-
tion des copies, nous listons plusieurs outils fréquemment utili-
sés, tout en mettant en évidence leurs complémentarités. Nous
donnons également un ensemble de bonnes pratiques requises
pour la curation manuelle lors de l’interprétation des séquences
consensus d’ET et de leurs copies annotées.
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ABSTRACT

Once caricatured as mere “junk DNA”, transposable elements (TEs) are now known to have been 

important  in  genome  evolution,  particularly  through  effects  on  rearrangements  and  gene 

expression. Current high-throughput techniques make sequencing genomes of even non-model 

organisms feasible,  such that  the annotation  process represents now a bottleneck to genome 

analysis, especially when dealing with transposable elements. The aim of this review is to provide 

a roadmap for researchers involved in genome projects addressing this issue. At each step of the 

TE annotation process, from the identification of TE families to the annotation of TE copies, we list 

several widely-used tools and consider their complementarities. We also explain the good practice 

required for manual curation when interpreting TE consensus and copy annotations.
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INTRODUCTION

Transposable elements (TEs) are mobile genetic elements that shape the eukaryotic genomes in 

which they are present. They are virtually ubiquitous and make up, for instance, 20% of a typical 

D. melanogaster genome [1], 50% of a H. sapiens genome [2], and 85% of a Z. mays genome [3]. 

They are classified into two classes depending on their transposition mode: via RNA for class I 

retro-transposons; and via DNA for class II transposons [4]. Each class is also subdivided into 

several orders, super-families and families, this hierarchy being detailed elsewhere [5]. Due to their 

unique ability to transpose, TEs are main determinants of genome size [6, 7] and cause of genome 

rearrangements [8, 9]. Once described as the “ultimate parasites” [10], TEs are commonly found 

regulating the expression of neighboring genes [11, 12], or even domesticated to provide a specific 

function beneficial to the host [13-16].

Thanks to the development of new sequencing techniques, the number of sequenced eukaryotic 

genomes available, from different species or from different populations, is constantly increasing. 

However, the first step of the analysis,  i. e. accurate annotation, remains a major challenge, and 

particularly as concerns TE copies. The correct genome annotation of genes but also TEs is an 

indispensable  part  of  thorough  genome-wide  studies.  Consequently,  efficient  computational 

methods have been proposed for TE annotation [17].  But,  as the pace at which genomes are 

sequenced is unlikely to decrease in the coming years, the process of TE annotation has to be 

democratized. 

The  first  aim  of  this  review  is  to  establish  a  clear  road-map  detailing  the  order  in  which 

computational tools (or combinations of such tools) should be used. The second aim is to provide 

some hints on manual curation, a still-necessary procedure once computational predictions have 

been obtained.

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



116

DE NOVO DETECTION OF TRANSPOSABLE ELEMENTS

Currently, efficient computational methods are required to identify TEs. Each method is based on 

specific  assumptions that  have to be understood to optimize selection and combination of  the 

methods appropriate for any particular analysis goal.

Computing highly-repeated words

Software, such as the recent TALLYMER [18] and P-CLOUDS [19], was designed to find repeats 

quickly in genome sequences by counting highly frequent words of a given length k, called k-mers. 

These programs are very useful for providing a rapid view of the repeated fraction in a given set of 

genomic sequences, especially with unassembled sequences. However, they do not provide much 

detail about the transposable elements present in these sequences. Their output only corresponds 

to  highly  repeated  regions  without  indicating  precise  TE  fragment  boundaries  or  TE  family 

assignment.  These  methods  are  quick  and  simple  to  use  but  allow  only  limited  biological 

interpretations.

Other methods also start by counting frequent k-mers but then go on to try to define consensus. 

ReAS [20] applies this approach directly on shotgun reads. For each frequent  k-mer, a multiple 

alignment of all short reads containing it is built and then extended iteratively. REPEATSCOUT [21] 

has  a  similar  approach  but  works  on  assembled  sequences.  These  tools  return  a  library  of 

consensus sequences. However, although their results are more biologically relevant than those of 

previous methods, the consensuses are usually too short and correspond to truncated versions of 

ancestral  TEs.  Substantial  manual  inspection  and  editing  is  therefore  needed  to  obtain  a 

meaningful list of consensus sequences.

All-by-all alignment and clustering of interspersed repeats

Repeats can also be identified by self-alignment of the genomic sequences. In practice, once an 

assembled  genome  is  available,  the  analysis  starts  by  an  all-by-all  alignment  of  the  input 

sequences.
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Several tools can be used for this. Some are heuristic and use BLAST or BLAST-like algorithms. 

Tools, such as BLASTER [22], perform this search by launching BLAST [23] repeatedly over the 

genome  sequences.  Others,  such  as  PALS,  are  exact  algorithms  called  “filters”  [24].  As  the 

amount  of  input  data  is  usually  high,  the  computations  are  intensive.  Therefore  stringent 

parameters are applied: good results are obtained with BLAST-like tools when matches shorter 

than 100 bp or with identity below 90% or with an E-value above 1e-300 are dismissed. To speed 

up  the  computations,  such alignment  tools  can  be  easily  launched  in  parallel  on  a  computer 

cluster.

With these parameters, only closely related TE copies will  be used to reconstruct the ancestral 

sequence of the TE family. Note that the aim of this step is not to recover all TE copies, but to use 

those that are well conserved to build a robust consensus. Our experience indicates that this is a 

crucial assumption for successful reconstruction of a valid consensus. Even with these stringent 

criteria, this approach is still more sensitive than other methods for identifying repeats. However, it 

is  also the most  computer intensive and misses single-copy TE families because at  least  two 

copies are required for detection by self-alignment. Finally, as most TEs are shorter than 25 kb, 

segmental duplications can be filtered out by removing longer matches. 

Once the matches corresponding to repeats have been obtained, they need to be clustered into 

groups of similar sequences. Each cluster corresponds, hopefully, to copies of a single TE family. 

However,  TEs are interspersed repeats,  often nested within each other and diverging with the 

evolution of the genome, so the task is not straightforward. As a result,  algorithms have been 

designed to cluster the identified sequences properly, limiting the artifacts induced by nested and 

deleted TE copies and non-TE repeats such as segmental duplications. Various tools exist and 

make different assumptions about (i) the TE sequence repertoire of families, (ii) the evolutionary 

dynamics of TE sequences, (iii) nested patterns and (iv) repeat numbers. 

GROUPER  [25]  starts  by  connecting  fragments  belonging  to  the  same  copy  by  dynamic 

programming, and then applies a single link clustering algorithm with a 95% coverage constraint 

between copies of the same cluster.  The rational here is to detect copies that have the same 
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length as they most  probably  correspond to mobile  entities.  Indeed,  copies diverge rapidly  by 

accumulating deletions leading to copies with different size. Only copies that are almost intact can 

transpose and then conserve their original, presumably functional, size. This method is believed to 

allow the identification of mobile structural  variants of a given TE family,  i.e. related groups of 

mobile elements differing by their sizes.

RECON  [26]  also  starts  with  a  single  link  clustering  step,  but  then  uses  aggregation  of  the 

matches’ end-points to constitute clusters corresponding to nested repeats. Indeed, nested repeats 

exhibit a specific pattern in alignments of sequences obtained in an all-by-all genome comparison: 

the sequence ends of any one inner repeat are all in the same position.

PILER-DF [27] identifies lists of matches covering a maximal contiguous region and defines them 

as piles, and then builds clusters of globally alignable piles. The rational is here identical to that 

used by GROUPER where copies of identical length are sought.

Once clusters are defined,  a filter  is  usually  applied to retain only  those having at  least  three 

members, thus discarding the vast majority of segmental duplications. Finally, for each remaining 

cluster,  a  multiple  alignment  is  built  from which  a consensus  sequence is  derived.  Numerous 

algorithms are available for this but must comply with the following criteria: (i) speed because the 

number of clusters is usually very high, and (ii) ability to handle sequences of different lengths 

appropriately, which is the case for the clusters generated by RECON. MAP [28] and MAFFT [29] 

comply with these criteria and give good results. Taking the 20 longest sequences is generally 

sufficient to build the consensus. The set of  consensus sequences obtained then represents a 

condensed view of all TE families present in the genome being studied. 

For the easily defined TE families,  i. e. those with full-length copies that are very similar to each 

other, all clustering methods will find roughly the same consensus. However, for the other families, 

which  may  be  numerous,  different  methods  generate  different  clusters  because  they  rely  on 

different assumptions. Therefore manual curation is required to find a correct set of representative 

sequences. 
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Figure 1: Workflow of the 3-step de novo TE detection pipeline [30]  

An  overall  all-by-all  genome  comparison  strategy  has  been  implemented  in  a  pipeline  called 

TEdenovo (Fig.1). This pipeline is part of the REPET package [30] and was designed to be used 

on a computer cluster for fast calculations. It allows the use of different software at each step to 

exploit the best strategy according to the genome size and the TE identification goal.

Structure-based methods 

TE copies can also be detected by their structural features.  This approach depends on a prior 

knowledge of TE structure such as Long Terminal Repeats (LTR) or Terminal Inverted Repeats 

(TIR). 

The majority of TEs in plant genomes are class I LTR retro-transposons, so many bioinformatic 

tools have been developed for their  detection. They search first  for the LTR structure of these 

retrotransposons and then for other internal features of these elements. LTRharvest [31] is one 

such tool recently developed to detect LTR TEs in large genomic sequences. 

Class II TEs, with the exception of Helitrons, are structurally characterized by TIRs. They can be 

sought by searching for their TIRs, the approach used by a tool called Must [32]. It was designed 
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to find MITE elements by searching for TEs containing TIRs adjacent to Direct Repeats (i.e. the 

Target Site Duplication, also called TSD), distant by less than 500bp. It first finds all TIRs in the 

genomic sequence and then, using sequence alignments, predicts MITE candidates.

Structural-based  de  novo identifications  are  generally  efficient  methods  giving  good  results. 

Unfortunately,  only well-known TEs can be found, and only those that have a strong structural 

signature. Some TEs do not have such characteristics and thus cannot be found by this type of 

approach.

Proofs of TE mobility 

The presence  of  a  long  indel  identified  by  sequence  alignments  between  two  closely  related 

species may be an indication  of  the presence of  a TE. The rest  of  the genome can then be 

searched for the presence of this sequence to assess its repetitive nature. This approach has 

already been used [33] and appears to work well with recent TE insertions. Indeed, only insertions 

that occur after speciation can be detected. Using several alignments with species diverging at 

different times may lead to more TEs being identified [33] as each alignment would allow detection 

of TEs inserted at different times. However, one limitation is the difficulty of correctly aligning long 

genomic sequences from increasingly divergent species.

This idea could be also used within a genomic sequence using segmental duplications. A long 

indel apparent in sequence alignments of genomic duplications may also be an indication of the 

presence of a TE [34].  Various controls are needed, however,  to confirm the TE status of the 

sequence. For example, TE features such as terminal repeats (e.g. LTR, TIR) or similarity to other 

TE sequences  could  be  used.  This  approach  only  detects  TE  insertions  that  occur  after  the 

duplication event and may thus be limited to rare events.

Many TE families generate a double-strand break when they insert into the DNA sequence. The 

break is caused by the TE enzymatic machinery that generally cuts the DNA with a shift between 

the  two  DNA  strands.  After  the  insertion,  the  DNA  repair  generates  a  short  repeat  of  few 

nucleotides (up to 11) at each end; these repeats are called TSD for Target Site Duplication. TSD 
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are hallmarks of a transposition event, but they can be difficult to find in old insertions because 

they are short, and they can be altered by mutation or deletion events. In addition the size of the 

TSD depends on the family and not all TEs generate TSD upon insertion.  

CLASSIFICATION AND CURATION OF TRANSPOSABLE ELEMENT 

SEQUENCES

When  they  amplify,  TE  copies  may  nest  within  each  other  in  complex  patterns  [1],  thereby 

fragmenting the elements. With time, they accumulate (i) deletions that can slice copies, (ii) point 

substitutions  and  (iii)  short  indels  [35].  All  these  events  generate  complex  remnants  of  TEs. 

Various  de novo tools  use these remnants to  try  to  infer  the ancestral  sequence that  actually 

transposed.

When starting with a self-alignment of genomic sequences, an optimal strategy would be to use 

several tools and even combine them. However, whatever the tools, each de novo approach can 

encounter  difficulties  when  trying  to  distinguish  true  transposable  elements  from  segmental 

duplications, multi-member gene families, tandem repeats and satellites. It is therefore strongly 

recommended  to  confirm  that  the  predicted  sequences  can  be  classified  as  being  TEs. 

Nevertheless ambiguous cases will always remain, for which automatic analysis still  need to be 

complemented by manual curation. 

Classification

Sequences believed to correspond to TEs can be classified according to their similarity to known 

TEs as those recorded in databases like RepbaseUpdate [36]. For instance, a tool called TEclass 

[37] implements a support vector machine using oligomer frequencies to classify TE candidates. 

However,  for  most  unknown TE sequences obtained  via de novo approaches from non-model 

organisms, classifying them will require to specific identification of several TE features (see [5] for 

complete description).  By  searching for  structural  features,  such as  terminal  repeats,  one can 

identify long terminal repeats specific to class I LTR retro-transposons, terminal inverted repeats 
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specific to the class II DNA transposons, and poly-A or SSR-like tails specific to class I non-LTR 

retrotransposons. Then, the comparison of TE candidates with a reference data-bank via blastn, 

blastx and tblastx usually  provides hints about  the classification,  as long as TE candidate has 

equivalents in this kind of reference data-bank. Therefore, it is also judicious to search for matches 

for TE-specific protein profiles in TE sequences. For example, the presence of a transposase is 

highly indicative of a class II DNA transposon. Such protein profiles can be obtained from the Pfam 

database that gathers together protein families represented by multiple sequence alignments and 

hidden Markov models (HMM) [38]. These profiles are used by programs such as HMMER to find 

matches within the input sequences. 

MGEScan-non-LTR  [39]  identifies  and  classifies  non-LTR  TEs  in  genomic  sequences  using 

probabilistic models. It is based on the structure of the 12 TE clades known as non-LTR TEs. It 

uses two separate HMM profiles, one for Reverse Transcriptase (RT) and one for endonuclease 

(APE)  that  are  both  well  conserved  among non-LTR TEs.  Other  tools  classify  TE sequences 

according to their features, usually via a decision tree. The TEclassifier in the REPET package [30] 

searches for all the features listed above. REPCLASS [40] also searches for all the features listed 

above,  but it  does not use HMM profiles.  In addition,  REPCLASS allows TE candidates to be 

filtered on the basis of the number of copies they have in the genome. TEclassifier interestingly 

allows the removal of redundancy among potential TE sequences based on their classification. 

Hence, a well-classified TE candidate will not be filtered out because it is included within a large 

segmental duplication. This tool is particularly useful to reconcile several TE reference libraries 

obtained independently.

Identification of families

Once  unknown  TE  sequences  have  been  classified,  manual  curation  is  still  needed.  Some 

consensus sequences may still be unclassified and there may still be some redundant consensus 

sequences. Manual curation is crucial because the annotation of TE copies described in the next 

section depends on the quality of the TE library. One way to curate a library of TE consensuses is 

to gather these sequences into clusters that could represent TE families. A tool like BLASTCLUST 
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in the NCBI-BLAST suite [41] can quickly build such clusters  via simple link clustering based on 

sequence alignment coverage and identity. Eighty percent identity and coverage, as proposed by 

[5], gives good results. Typical clusters will contain well-classified consensuses (e. g. class I – LTR 

–  Gypsy  element)  as  well  as  unclassified  consensuses  (without  structural  features,  and  no 

sequence similarity either with known TEs or any TE domain).

Then, computing a multiple sequence alignment (MSA) for each cluster gives a useful view of the 

relationships between the consensuses such that it is possible to assess whether they belong to 

the same TE family. One of the programs detailed above, MAP [28] or MAFFT [29], could be used. 

It can also be informative to build a MSA with the consensus, and with the genomic sequences 

from  which  these  consensuses  were  derived  and/or  the  genomic  copies  that  each  of  these 

consensuses can detect. In such cases, we advise first building a single MSA for each consensus 

with the genomic sequences it detects, and then building a global MSA by aligning these multiple 

alignments together, using for instance the “profile” option of the MUSCLE program [42]. Finally, 

after a visual check of the MSA with the evidence used to assign a classification to the consensus, 

it  is then possible to tag all  consensuses in the same cluster with the most frequent TE class, 

order, super-family and family, as far as possible (Fig.2). The MSA can be also edited by splitting it 

or  deleting sequences to obtain a MSA corresponding to a single TE family.  Indeed,  in some 

cases, chimeric consensuses are easily identified by looking at such MSA and can then be either 

removed from the library if artifactual or used to build a new TE family if several copies support it.
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Figure 2: Alignment (Jalview [54] screenshot) of de novo TE consensus sequences with Athila, the 

best-matching known TE from Repbase Update. They are represented with some of the features 

shown: LTRs (red), ORFs (blue) and matches with HMM profiles (black). The differences between 

the consensuses obtained by different methods, here RECON (cons1) and GROUPER (cons2, 

cons3, cons4), are illustrated. Manual curation would remove cons3 as it corresponds to a single 

LTR with short sequences not present in the Athila family and cons4 as it corresponds to a LTR 

probably formed from the Athila solo-LTRs of the genome. A good consensus for the family would 

be a combination of cons1 and cons2.

Phylogenies of TE family copies and/or consensuses provide another view of the members in a TE 

family. This can help the curation if the cluster has many members, or when two or more sub-

families are present. In such cases, sub-families can be hard to detect by examination of the MSA 

alone, but become evident in a phylogeny. Such phylogenies can be constructed from the MSA 

with currently available software, including the PhyML program [43]. However, as most phylogeny 

programs do not  consider  gaps,  branch length may be biased when consensuses are of  very 

different lengths.
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ANNOTATION OF TRANSPOSABLE ELEMENT COPIES

This second phase involves annotating all TE copies in the genome, resolving the most complex 

degenerate or nested structures. This requires a library of reference sequences representing the 

TE families. In the best case, the library is both exhaustive and non-redundant, i. e. each ancestral 

TE,  autonomous or  not,  is  represented by a single  consensus sequence.  We usually  use the 

manually curated library built in the previous phase,  i.e. the de novo TE detection, as detailed in 

the previous section. Then, with these reference sequences, all TE fragments are mapped and 

connected if belonging to the same TE copies.

Detecting TE fragments

The first step corresponds to mining the genomic sequences with the TE library via local pairwise 

alignments. Several tools were designed specifically for this purpose, such as REPEATMASKER 

[44], CENSOR [45, 46] and BLASTER [25]. Some of these tools incorporate scoring matrices to be 

used with particular GC percentages, as is the case for isochores in the human genome. All these 

tools propose a small set of parameter combinations depending on the level of sensitivity required 

by the user.

Although similar, these tools are complementary. We have shown previously that combining these 

three programs is the best strategy [22]. The MATCHER program [25] can then be used to assess 

these multiple results and keep only the best.

Whatever the parameters used for the pairwise alignments, some of the matches will  be false 

positives,  e. g.  a  TE reference sequence matching at  a  locus  although no TE is  present.  For 

protein-coding genes full-length cDNAs can be used for confirmation; unfortunately, there is no 

equivalent  in  TE annotation.  To  assess  the  false  positive  risk,  an  empirical  statistical  filter  is 

implemented in the TEannot pipeline (REPET package). The genomic sequences are shuffled and 

screened with the TE library. Finally, only the matches on the true genomic sequences having a 

score higher than the best match obtained on the shuffled genomic sequences will be kept. This 

procedure  guarantees  that  none  of  the  observed  matches  can  be  obtained  with  random 
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sequences.

Filtering satellites

Short simple repeats (SSRs) are short  motifs repeated in tandem.  Many transposable element 

sequences contain SSRs but they are also present in the genome independently  of TEs. It  is 

therefore necessary to filter out TE matches if they are restricted to SSR that the TE consensus 

may contain. This is easily achieved by annotating SSRs and then removing TE matches included 

in  SSR  annotations.  Several  efficient  programs,  for  example  TRF  [47],  MREPS  [48]  and 

REPEATMASKER [44], are available for this. These three programs are launched in parallel and 

their results subsequently combined in the TEannot pipeline (REPET package).

Satellites are longer motifs, around 100 bp long, also repeated in tandem. As such they are not 

TEs although they are sometimes difficult to distinguish because they contain part of them. PILER-

TA [27] detects pyramids in a self-alignment of the genomic sequences. These pyramids can be 

used to make a consensus of the satellite unit motif. These consensuses can then be aligned on 

the whole genome to find all their occurrences and to discriminate them from TEs.

Connecting TE fragments to recover TE copies

Even when TE fragments  have  been mapped  on the  genome,  the  work  is  only  half-finished. 

Indeed, TE copies can be disrupted into several fragments. A complete TE annotation requires 

retrieving  all  copies,  and  thus  joining  fragments  belonging  to  the  same  copy  when  it  has 

transposed.

The first, historical method was manual curation using dotplots. However, apart from being tedious 

and curator-dependent, it is impractical for large genomes. It requires that the curator has detail 

knowledge  about  transposable  elements  and  it  ignores  the  age  of  nested  fragments,  hence 

possibly  leading  to  incongruities.  Therefore  several  computational  approaches  have  been 

proposed. Many of them are reviewed in the article by Pereira [49]. 

Joining TE fragments to reconstruct a TE copy is known as the “chain problem” as it corresponds 
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to finding the best chain of local pairwise alignments. The optimal solution is found  via dynamic 

programming as implemented in MATCHER [25]. Subsequently, additional considerations related 

to the biology of TEs can be taken into account. Two TE fragments distant from each other but 

mostly separated by other TE fragments (e. g. at least 95% as in heterochromatin) can be joined 

as long as the TE fragments between them are younger. The age can be approximated using the 

percentages of identity of the matches between the TE reference sequences and the fragments. 

This procedure is implemented in the TEannot pipeline (Fig.3) under the procedure name “long 

join”.

Figure 3: The four steps of the TEannot pipeline [22]
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DISCUSSION

The contribution of TEs to genome structure and evolution, and their impact on genome 

assembly has generated increasing interest in the development of new methods for their 

computational analysis. The most common strategy is to detect pairs of similar sequences 

at different locations in a self-against-self  genome comparison,  and then cluster  these 

pairs to obtain repeat families. These methods are not specific to TEs and they therefore 

find repeats generated by many different processes including tandem repeats, segmental 

duplications  and satellites,  in  addition  to  TE sequences.  Moreover,  TE copies  can be 

highly degenerate, deleted or nested, so repeat detection methods can make errors in 

detecting individual TE copies and consequently in defining TE families. In view of these 

issues, we believe that existing automatic approaches still need to be supplemented by 

expert manual curation. At this step, careful examination is required as some identified 

families that may appear as artifactual can in fact be previously unidentified or unusual TE 

families.  Indeed,  well  documented  cases  show  that  some  TEs  families  can  appear 

confusing as they may (i) include cellular genes or parts of genes (e.g. pack-MULEs [50] 

or  Helitrons [51]),  (ii)  be restricted to  rDNA genes (e.g. the R2 Non-LTR retroelement 

superfamily [52], or (iii)  form telomeres (in  Drosophila [53]).  Close examination of non-

canonical cases may reveal new and interesting TE families or particular transposition 

events (e.g. macrotranspositions [8]).

Knowledge-based TE detection methods (i.e. based on structure or similarity to distant 

TEs)  have  distinct  advantages  over  de  novo repeat  discovery  methods  in  that  they 

capitalize  on prior  knowledge captured in  the large  number of  previously  reported  TE 

sequences.  Thus,  they  are  more  likely  to  detect  bona fide TEs,  including  even those 

present as only a single copy in the genome. However, these methods are not well suited 
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to detecting new TEs (especially of distinctly new types). Moreover, these methods have 

intrinsic  ascertainment  biases.  For  example,  miniature  inverted  repeat  transposable 

elements  (MITEs)  and  short  interspersed  nuclear  elements  (SINEs)  will  be 

underrepresented if we rely exclusively on similarity-based methods because these TEs 

are composed entirely of non-coding sequences.

We have assessed the  relative  benefits  of  using  different  programs for  TE detection, 

clustering and multiple alignments [22, 30]. Our investigations suggest that only combined 

approaches, using both de novo and knowledge-based TE detection methods are likely to 

produce  reasonably  comprehensive  and  sensitive  results.  In  view of  this,  the  REPET 

package [30] has been developed, composed of two pipelines, TEdenovo and TEannot. 

These pipelines launch several different prediction programs in parallel and then combine 

their results to improve the accuracy and exhaustiveness of the detection. 

Sequencing costs have dropped dramatically and sequences have thus become easier to 

obtain.  However,  sequence  analysis  remains  a  major  bottleneck.  Efficient  analysis 

pipelines are required. They need to be quick and robust to scale up the pace of data 

production, and also exploit the knowledge of the few specialists able to perform genome 

analysis  on a large scale  such that  these technologies are made available  to  a  large 

community of scientists.

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



130

KEY POINTS

Thanks to the development of new sequencing techniques, the number of sequenced eukaryotic 

genomes is ever increasing. However, their accurate annotation remains a major challenge, and in 

particular as concerns TE. Combined approaches, using both de novo and knowledge-based TE 

detection  methods  are  likely  to  produce  reasonably  comprehensive  and  sensitive  results. 

Nevertheless,  existing  automatic  approaches  still  need  to  be supplemented  by  expert  manual 

curation.
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3.2 consolidation et amélioration de l’approche

d’annotation de novo

L’approche de novo de détection d’ET présentée précédemment
(chapitre 2) repose sur l’idée que ceux-ci, de par leur capacité à
transposer, sont présents dans un génome en de multiples co-
pies. Vu sous cet angle, identifier les ET revient à identifier des
répétitions dans une chaîne de caractères, puis regrouper les ré-
pétitions similaires les unes aux autres, en dériver une séquence
consensus et enfin isoler celles correspondant aux ET de celles
correspondant à d’autres types de répétitions.

Cette stratégie, bien que simple à comprendre, n’est pas tri-
viale à mettre en œuvre de manière efficace. En effet, les termes
répétitions et similaires demandent à être caractérisés par des pa-
ramètres tels que nombres et tailles des répétitions, niveau de
similarité, etc. L’action de regrouper nécessite de définir un cri-
tère permettant d’obtenir des groupes homogènes, regrouper
par exemple toutes les copies d’une même famille d’ET. La
mise en œuvre d’une procédure automatique est soumise à des
contraintes techniques de temps de calcul, d’espace mémoire et
d’espace de disque. Finalement, la curation manuelle encore né-
cessaire pour répondre aux questions biologiques de façon per-
tinente doit être facilitée pour être rapide.

Lors de mon travail de recherche, je me suis confronté à toutes
ces questions et ai pu y apporter quelques réponses (chapitre 2).
Il reste cependant encore des pistes à explorer pour améliorer
l’efficacité de l’identification de novo des ET, notamment concer-
nant la définition des variants structuraux aboutissant à repré-
senter une famille d’ET par plusieurs séquences consensus.

3.2.1 Détection des répétitions et regroupement des variants structu-
raux d’éléments transposables

L’approche de novo présentée précédemment (chapitre 2) tente
de prendre en compte la diversification des familles d’ET lors de
l’annotation des copies. Ce processus de diversification sculpte
les génomes, sa compréhension est donc essentielle à celle de
la dynamique des génomes. Quand une nouvelle copie apparaît
par transposition, les séquences des deux copies vont diverger
au fil du temps. Cette divergence se matérialise par une accumu-
lation de substitutions et d’indels. Si une copie mutée a toujours
la capacité de transposer, ses copies posséderont ses mutations.
Ce sont précisément ces copies que nous cherchons à regrouper
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138 discussion et perspectives

et identifier comme variants d’une famille d’ET plus large. Une
famille est alors caractérisée par un ensemble de variants struc-
turaux qui retracent la diversification des copies de cette famille.
A l’heure actuelle, la communauté s’est entendue sur une règle
empirique : deux copies d’au moins 80 paires de bases appar-
tiennent à la même famille si elles s’alignent sur au moins 80%
de leur longueur avec une identité supérieure à 80% (Wicker
et coll. 2007). Cette règle est pertinente une fois que les copies
ont été identifiées, mais dans une approche de novo telle que la
nôtre, après une comparaison du génome contre lui-même, une
telle règle n’est pas utilisable en l’état. Comme expliqué dans
l’article décrivant le programme RECON (Bao et Eddy 2002), re-
grouper les répétitions avec cette règle uniquement ne permet
pas d’inférer correctement les familles d’ET car la plupart des
copies sont plus ou moins tronquées et les duplications segmen-
taires peuvent contenir des fragments d’ET.

La reconstruction des séquences ancestrales est tributaire de la
première étape de comparaison du génome avec lui-même. Cette
comparaison permet d’obtenir les coordonnées génomiques des
répétitions suffisamment similaires les unes aux autres et ayant
des tailles proches de celles d’ET. Comme montré précédemment
(chapitre 2), plusieurs programmes peuvent être utilisés avec des
efficacités variables. Par exemple, entre PALS qui implémente
un algorithme exact et BLASTER qui est basé sur l’heuristique
BLAST, ce dernier offre le meilleur compromis entre sensibilité
et rapidité. D’autres programmes ont été mis au point, notam-
ment YASS (Noé et Kucherov 2005) qui présente des perfec-
tionnements par rapport à BLAST. Ces deux algorithmes com-
mencent par détecter de courtes régions ancres appelées graines
avant d’essayer de les étendre. Alors que BLAST utilise deux
graines exactes non-chevauchantes appartenant à la même dia-
gonale dans une taille de fenêtre fixée, YASS utilise des groupes
de graines chevauchantes avec un nombre maximal de substi-
tutions et pouvant être sur des diagonales proches mais diffé-
rentes, autorisant ainsi les indels. Les résultats des auteurs du
programme montrent une amélioration de la sensibilité tout en
gardant des temps de calcul équivalent (Noé et Kucherov 2004).
J’ai également testé un autre programme appelé BLAT (Kent
2002) dont l’algorithme calcule un index de tous les mots de lon-
gueur k non-chevauchants dans le génome (k=11 pour l’ADN).
Cet index sert ensuite à détecter des matches entre une séquence
d’intérêt et le génome. Ce programme est surtout utilisé pour
détecter rapidement la localisation d’un gène dans le génome en
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3.2 amélioration des outils 139

utilisant des transcrits sous forme d’ADN complémentaire. En
ce sens, il pourrait être performant pour la détection de répéti-
tions longues et peu divergentes.

J’ai donc testé ces deux nouveaux programmes dans la pre-
mière étape de l’outil TEdenovo avec les génomes de D. melano-
gaster (tableau 5) et A. thaliana (tableau 6), rappelant par la même
occasion les résultats obtenus avec BLASTER et PALS. Toutes
les options ne peuvent pas toujours être données directement
aux programmes. Ainsi, YASS a été lancé en ne gardant que les
matches ayant une E-value inférieure à 10−300 et BLAT a été lancé
en ne gardant que les matches ayant une identité supérieure à
90%. Une fois leurs alignements obtenus, seuls ont été conservés
ceux ayant une E-value inférieure à 10−300, une identité supé-
rieure à 90% et une longueur entre cent et vingt mille nucléo-
tides. Dans le meilleur des cas, nous voudrions un programme
capable de détecter rapidement des répétitions recouvrant une
bonne partie du contenu en ET du génome, tout en évitant de
trop les fragmenter en plusieurs alignements.

Tab. 5: Comparaison du temps de calcul et de la couverture du gé-
nome de D. melanogaster entre différents programmes utilisés
pour la détection des répétitions lors de la première étape de
l’outil TEdenovo.

Programme
Durée moyenne

d’un job

Nombre

d’alignements

Couverture

du génome

BLASTER 70 sec 109882 7.41%

PALS 49 sec 105059 7.38%

YASS 32 min 31973 6.52%

BLAT 22 min 691347 9.34%

Cette première comparaison montre que le programme BLAS-
TER offre le meilleur compromis entre vitesse et couverture du
génome. En effet, BLAT fournit une meilleure couverture du gé-
nome mais au prix de calculs beaucoup plus longs et d’une très
grande fragmentation des répétitions. Yass quant à lui construit
moins d’alignements, ceux-ci étant plus longs, mais au prix de
calculs là aussi beaucoup plus longs que BLASTER, d’une plus
faible couverture du génome. Cependant, dans le but de recons-
truire les séquences ancestrales d’ET, se contenter de comparer
le temps de calcul et la couverture du génome n’est pas suffisant.
Ainsi, afin de véritablement tester l’efficacité de ces programmes,
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140 discussion et perspectives

Tab. 6: Comparaison du temps de calcul et de la couverture du gé-
nome d’A. thaliana entre différents programmes utilisés pour
la détection des répétitions lors de la première étape de l’outil
TEdenovo.

Programme
Durée moyenne

d’un job

Nombre

d’alignements

Couverture

du génome

BLASTER 2 min 103728 13.48%

PALS 53 sec 51023 10.53%

YASS 42 min 34553 10.48%

BLAT 39 min 1078698 19.24%

j’ai regroupé leurs répétitions avec le programme GROUPER lors
de l’étape 2 de l’outil TEdenovo et j’ai comparé les séquences
consensus obtenues avec les banques de référence comme expli-
qué précédemment (chapitre 2). J’ai exécuté cette procédure à
partir des répétitions détectées par chaque programme d’aligne-
ment pour les génomes de D. melanogaster (tableau 7) et A. tha-
liana (tableau 8).

Tab. 7: Validation des séquences consensus obtenues à partir des répé-
titions détectées par différents programmes d’alignement dans
le génome de D. melanogaster.

Programme
Sensibilité

(Sn*)

Spécificité

(Sp*)

Ratio des complets

(RCC)

BLASTER 80.34% 85.89% 66.20%

PALS 73.50% 88.75% 60.30%

YASS 70.09% 90.58% 55.90%

BLAT 91.45% 88.11% 52.95%

Dans les deux génomes, BLAT atteint le meilleur résultat
en sensibilité. Il est également le meilleur en spécificité chez
A. thaliana. Cependant, une plus faible proportion des séquences
consensus produites à partir de ses alignements sont complètes,
comparé à BLASTER. Quant à YASS, sa spécificité est très bonne
mais sa sensibilité est la plus faible dans les deux génomes, et
trop peu de séquences consensus sont considéres comme com-
plètes. Ainsi, là encore, les résultats montrent que BLASTER
reste la meilleur option à l’heure actuelle. A l’avenir, si l’on
souhaite améliorer les performances de cette première étape, il
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3.2 amélioration des outils 141

Tab. 8: Validation des séquences consensus obtenues à partir des répé-
titions détectées par différents programmes d’alignement dans
le génome d’A. thaliana.

Programme
Sensibilité

(Sn*)

Spécificité

(Sp*)

Ratio des complets

(RCC)

BLASTER 60.33% 82.42% 39.00%

PALS 54.75% 88.38% 24.00%

YASS 45.57% 89.12% 17.50%

BLAT 66.89% 90.56% 37.00%

semble qu’il faille mettre au point un algorithme spécifiquement
optimisé pour cette question. Pour ce faire, il serait intéressant
de tester le programme GLINT (Faraut et Courcelle, en prépa-
ration), spécifiquement mis au point pour aligner des génomes
complets entre eux.

Concernant la deuxième étape de l’outil TEdenovo, il existe
également des pistes qui pourraient être explorées à l’avenir.
Cette deuxième étape correspond au regroupement des répéti-
tions ainsi identifiées dans des groupes de façon à représenter
une partie de l’histoire évolutive d’une famille d’ET. Nous avons
pu montrer précédemment (chapitre 2) qu’il est nécessaire de
combiner deux programmes, GROUPER et RECON, afin de re-
construire le plus de séquences de référence représentant les ET
ancestraux. Or cela a notamment pour conséquence de former
des groupes redondants dont il faut ensuite construire un aligne-
ment multiple à partir duquel sera dérivée une séquence consen-
sus qui, finalement, sera enlevée par l’outil TEclassifier. Un gain
de temps très appréciable serait de pouvoir éviter cette redon-
dance dès la deuxième étape de l’outil TEdenovo. Ce gain de
temps devient même crucial pour l’analyse des grands génomes
(tableaux 1 et 2).

Ces deux algorithmes sont complémentaires. RECON, a
l’avantage sur GROUPER de rassembler en un même groupe des
copies de taille hétérogène, ce qui permet de ne pas construire
un nombre trop abondant de groupes. En retour, pour éviter de
former des groupes composites avec des duplications segmen-
taires contenant des ET, RECON implémente plusieurs procé-
dures identifiant et éliminant les éléments composites. Cepen-
dant, les résultats montrent que les banques de consensus issus
de groupes de RECON ont une faible spécificité (chapitre 2), ce
qui revient à dire qu’une grande proportion de consensus ne
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semble pas correspondre à des ET mais à d’autres types de répé-
titions. A l’inverse, les banques de consensus issus de GROUPER
sont bien plus spécifiques.

Par ailleurs, RECON gère l’existence de familles proches les
unes des autres, et permet ainsi de distinguer les ET non-
autonomes des ET autonomes dont ils sont dérivés. Cependant,
certains cas de variants structuraux ne peuvent vraisemblable-
ment pas être identifiés. Ainsi, un ET chimérique, bien qu’ayant
transposé plusieurs fois, risque d’être interprété comme étant
une duplication segmentale. De même, dans le cas d’une fa-
mille dont les quelques copies sont toutes fragmentées, si les
fragments ne s’alignent entre eux que sur de petites fractions,
RECON reconstruira des groupes pour les fragments et non un
seul avec les copies réelles. Sur ces points, GROUPER vise jus-
tement à d’abord reconstruire les copies en connectant les frag-
ments qui peuvent l’être, puis à regrouper les copies en appli-
quant une contrainte de couverture très grande (95%). Le risque
est alors de générer un trop grand nombre de groupes. Et en
effet, GROUPER construit plus de groupes que RECON qui déjà
en construit beaucoup plus que PILER. De plus, appliquer le
TEclassifier aux consensus dérivés des groupes de GROUPER
montre que ceux-ci sont généralement très redondants.

Cependant, GROUPER, en commençant par reconstruire les
copies fragmentées, permet de distinguer des variants structu-
raux. Par exemple, pour la famille Doc chez D. melanogaster,
GROUPER construit deux consensus très similaires entre eux,
l’un différant de l’autre principalement par une seule délétion
centrale (figure 8). La séquence de référence connue faisant 4700

paires de bases et la délétion faisant 330 paire de bases, les co-
pies tronquées ne recouvrent les copies complètes qu’à 93%, et
sont donc regroupées dans un autre groupe. Dans ce cas, il est
évident que le consensus complet permettra de trouver égale-
ment les copies possédant la délétion, et que donc la présence
de ce variant pourra être identifiée a posteriori en observant un
alignement multiple des copies. On peut alors se demander s’il
est toujours pertinent de distinguer ces variants avec des consen-
sus différents malgré leur réalité biologique. En effet, lors de la
phase d’annotation des copies, les deux consensus risquent d’in-
terférer, empêchant des connections entre fragments de se faire
correctement. Cependant, l’élément Doc est un retrotransposon
de type LINE, type connu pour leurs variants structuraux dif-
férant par leur extrémité 5’. Il n’est généralement pas fréquent
de voir transposer un LINE ayant une délétion interne. Or ici, le
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consensus correspondant au variant possédant la délétion a été
formé à partir de 5 séquences génomiques qui possèdent toutes
cette délétion centrale. Il est donc peu probable que ces 5 copies
soient apparues par duplications mais bien par transposition.
Ainsi, il n’est peut-être pas nécessaire de garder les deux consen-
sus pour l’annotation des copies avec l’outil TEannot, mais il est
important de mettre en évidence ce variant structural, à l’origine
peut-être d’un élément non-autonome. Dans le cas de grands gé-
nomes, travailler sur plusieurs milliers de consensus évite de
travailler sur plusieurs centaine de milliers de copies, voire plus.
La banque de consensus peut donc être vue aussi comme un
résumée de la dynamique des ET dans le génome, dont l’inté-
rêt et la pertinence vont bien au-delà d’une simple collection de
séquences permettant de masquer ou annoter des répétitions.

Fig. 8: Alignement multiple des répétitions géomiques à partir des-
quelles deux variants structuraux sont mis en évidence pour
l’ET Doc dans le génome de D. melanoasgter

Partant des diagrammes de Venn présentés précédemment
(chapitre 2) et des exemples de variants structuraux tel celui pré-
senté ci-dessus (figure 8), il est clair que les programmes GROU-
PER et RECON sont complémentaires. Une piste d’amélioration
serait donc d’augmenter la stringence de GROUPER pour iden-
tifier spécifiquement les variants structuraux importants quan-
titativement, issus de familles très fragmentées. RECON serait
quant à lui exécuté comme d’habitude afin de continuer à iden-
tifier toutes les autres familles. Ainsi GROUPER serait utilisé
seulement pour reconstruire les ET que RECON ne pourrait pas
détecter et génèrerait donc peu de groupes redondants. En pra-
tique, on pourrait augmenter la stringence de GROUPER en mo-
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144 discussion et perspectives

difiant le critère d’inclusion dans un groupe. Pour l’instant, deux
alignements de répétitions sont regroupées si ils se chevauchent
sur au moins 95% de leur longueur. Ce critère dépend de la taille,
il est donc moins stringent pour les longues répétitions. Il pour-
rait être amélioré si l’on ne considère plus un pourcentage de
couverture, mais un nombre de bases différentes sur l’ensemble
de la séquence ou sur les extrémités. En augmentant la strin-
gence du critère de regroupement, plus de groupes n’auront que
deux copies et seront donc éliminés.

Cependant, cette modification ne peut résoudre la faible spé-
cificité des groupes construits par RECON. Une autre piste
consiste à unifier les deux algorithmes de GROUPER et RE-
CON en un seul algorithme. Celui-ci commencerait par connec-
ter les fragments répétés par programmation dynamique comme
dans GROUPER, puis les chaines de fragments obtenues seraient
regroupées à l’aide des procédures de RECON. La difficulté
consiste à garder les variants structuraux tout en évitant la re-
dondance parmi les groupes. Il faut donc ajouter des règles de
décisions concernant les indels internes. Par exemple, dans quel
cas une copie tronquée doit-elle être fusionnée avec une autre ou
bien doit-on créer un nouveau groupe pour elle ? Ceci passe par
une meilleure compréhension de la diversification des copies et
son implémentation dans un algorithme. Plus précisément, un
travail d’analyse des indels (longueurs et positions) est néces-
saire au design d’un tel algorithme.

Pour aider à ces développements méthodologiques, il serait
souhaitable de développer un outil de simulation de séquences
d’ET dans des génomes, permettant de tester en pratique les al-
gorithmes lors de leur mise au point. Un tel outil ne serait pas
uniquement utile pour les développements méthodologiques
puisqu’il permettrait de tester également différents scénarios
évolutifs et donc la capacité des algorithmes à identifier correcte-
ment les familles et leurs variants. Un tel outil de simulation pou-
vant être envisagé sous différents angles, je développe ce thème
à la fin de ce chapitre (voir 3.3.2).

Plusieurs pistes sont possibles pour tenter d’améliorer les
algorithmes utilisés dans les deux premières étapes de l’outil
TEdenovo. Concernant la détection des répétitions, BLASTER
reste à l’heure actuelle la meilleure alternative. Concernant le
regroupement de ces répétitions, une piste prometteuse consis-
terait à unifier les algorithmes de GROUPER et RECON. Mais
pour être mené à bien, un tel travail méthodologique nécessite
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3.2 amélioration des outils 145

de développer en parallèle un simulateur permettant de tester
pertinemment le nouvel algorithme.

3.2.2 Intégration des approches basées sur la structure

L’approche de novo canonique est souvent supposée ne pou-
voir détecter que les familles d’ET ayant un grand nombre de co-
pies, les auteurs entendant généralement par là la présence d’au
moins 10 copies. Mais un tel argument n’est pas pertinent. En ef-
fet, pour que l’approche de novo canonique telle qu’implémentée
dans l’outil TEdenovo construise une séquence consensus qui
corresponde, sur toute sa longueur (+-5%), à la séquence de ré-
férence d’une famille d’Et, il faut que cette famille ait au moins
trois copies dans le génome, c’est-à-dire à trois locus distincts,
et que ces trois copies s’alignent, au moins de proche en proche,
les unes avec les autres.

De plus, les trois copies doivent avoir au moins 90% d’identité
les unes avec les autres mais n’ont pas forcément besoin d’être
chacune complète ni en un seul fragment. En effet, le programme
GROUPER permet de connecter les fragments pour obtenir la co-
pie qui a transposé, et le programme RECON permet de regrou-
per des copies de taille différentes (+- 5%). De plus, la construc-
tion d’un consensus à partir d’un alignement multiple de copies
ne prend pas en compte les insertions présentes seulement dans
une seule copie, et peut combler une délétion si au moins deux
copies ne l’ont pas. Malgré ces propriétés, une famille d’ET dont
il ne reste que des fragments qui se chevauchent peu ou pas, ou
qui n’a plus qu’une seule copie, ne pourra pas être reconstruite
par notre approche de novo.

Dans le but de pallier à ce genre de cas, de nombreuses mé-
thodes cherchant des motifs structuraux caractéristiques des ET
peuvent être utilisées. Ces méthodes peuvent donc identifier une
séquence d’Et n’ayant pas d’autres copies dans le génome, tant
que celle-ci possède une structure reconnaissable.

La plupart de ces méthodes ont pour objectif de détecter
dans une séquence génomique les copies complètes de rétro-
transposons à LTR : LTR_STRUC (McCarthy et McDonald 2003),
LTR_par (Kalyanaraman et Aluru 2006), LTR_Rho (Rho et coll.
2007), LTR_FINDER (Xu et Wang 2007) et LTRharvest (Ellin-
ghaus et coll. 2008). L’article décrivant cette dernière l’a com-
parée à toutes les précédentes. Elles ont en commun de cher-
cher des répétitions dégénérées pouvant potentiellement corres-
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Fig. 9: Structure typique d’un rétrotransposon à LTR (Tiré de Ellin-
ghaus et coll. 2008.)

pondre à des LTR (long terminal repeats), comme ayant une taille
dans un intervalle donné et séparé par une distance dans un
intervalle donné (figure 9). Certaines peuvent aussi chercher la
présence d’autres caractéristiques de rétrotransposons à LTR,
comme les TSDs (target site duplications), les ORFs gag et pol,
le PBS (protein binding site), etc. Ces méthodes diffèrent surtout
dans leur implémentation, LTRharvest étant la plus rapide et
économe en mémoire grâce à son utilisation des algorithmes
de Vmatch (ref). Cependant, les auteurs de cette méthode in-
sistent sur le fait qu’elle ne peut détecter en premier lieu que
les séquences d’éléments les plus récents, ceux qui possèdent les
LTR les plus similaires. Ce n’est qu’ensuite que ces séquences
peuvent être utilisées par d’autres outils pour détecter d’autres
copies divergentes et fragmentées.

Il existe également des méthodes de détection basées sur la
structure adaptées aux autres types d’ET (Bergman et Quesne-
ville 2007, Lerat 2009). Ainsi, les méthodes visant à détecter les
transposons à ADN et les MITEs recherchent des occurrence de
TIR de la même façon que les méthodes précédentes recherchent
des LTR. Même certains hélitrons, pourtant pauvres en caracté-
ristiques structurales conservées, peuvent être détectés via des
approches structurales, et une méthode sophistiquée a déjà été
mise en place (STAN, Nicolas et coll. 2005). Cette méthode utilise
pour leur détection un certain type de grammaire non contex-
tuelle, les string variable grammars, afin de rechercher la présence
de motifs particuliers, comme une épingle à cheveux (hairpin),
dans une chaine de caractère (figure 10). Associée à un arbre
de suffixe pour indexer le génome, une telle méthode est très ra-
pide. En améliorant le motif recherché de manière itérative, cette
méthode a aussi permis de mettre à jour les différentes combi-
naisons de motifs terminaux chez les Hélitrons dans le génome
d’A. thaliana (Tempel et coll. 2007).
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3.2 amélioration des outils 147

Fig. 10: Structure typique d’un Hélitron. A. Modèle d’AtREP3 de Ka-
pitonov et Jurka (2001). B. Modèle affiné suite à l’utilisation
itérative de STAN sur une banque de copies d’AtREP3. (Tiré
de Nicolas et coll. 2005.)

Il serait intéressant d’intégrer ce type de méthodes dans le
cadre de notre approche de novo et de nos outils. Pour un génome
donné, nous commencerions par exécuter les trois premières
étapes de l’outil TEdenovo, c’est-à-dire l’alignement du génome
avec lui-même pour détecter les répétitions, suivi de leur re-
groupement par les programmes GROUPER, RECON et PILER,
et enfin la construction d’un alignement multiple pour chaque
groupe à partir duquel une séquence consensus est construite.
Ensuite, nous pourrions exécuter le programme LTRharvest sur
le génome étudié et récupérer la séquence des ET prédits comme
étant des rétrotransposons à LTR. Il suffirait donc de construire
des séquences consensus à partir des copies génomiques identi-
fiées, d’ajouter celles-ci à la banque de consensus issue de l’ou-
til TEdenovo, puis de classifier cette banque élargie à l’aide de
l’outil TEclassifier présenté précédemment (chapitre 2), et enfin
d’enlever la redondance en son sein, comme ce qui correspond
actuellement aux étapes 4 et 5 de l’outil TEdenovo. Toute autre
approche basée sur la structure des ET pourrait également être
intégrée par ce moyen-là, démontrant encore l’utilité du TEclas-
sifier pour la réconciliation des prédictions.

Notre analyse préliminaire montre que LTRharvest, lancé avec
toutes les options et les paramètres par défaut, prédit 243 ré-
trotransposons à LTR dans la version 4 du génome de D. me-
lanogaster, et 137 dans la version 9 du génome d’A. thaliana.
Les séquences chez D. melanogaster ont une taille moyenne de
6622 pb (médiane à 7176 pb) et celles chez A. thaliana ont une
taille moyenne de 5977 pb (médiane à 5186 pb). La qualité de
ces séquences peut être estimée en essayant de les aligner avec
les séquences consensus knowledge-based de rétrotransposons à
LTR de leur génome respectif : 60 séquences parmi les 117 de la
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148 discussion et perspectives

banque kb-BDGP pour D. melanogaster, et 127 séquences parmi
les 305 de la banque kb-Repbase pour A. thaliana. De plus, les sé-
quences détectées par LTRharvest peuvent aussi être comparées
aux séquences consensus construites par TEdenovo et classifiées
comme étant des rétrotransposons à LTR : 258 séquences parmi
593 consensus de novo pour D. melanogaster, et 206 séquences
parmi 1275 consensus de novo pour A. thaliana. Dans les tableaux
9 et 10, je rappelle également la comparaison de toutes les sé-
quences consensus de TEdenovo avec les séquences consensus
knowledge-based de leur génome respectif.

Tab. 9: Validation des copies détectées par LTRharvest et des sé-
quences consensus obtenues avec TEdenovo dans le génome
de D. melanogaster.

Comparaison Sensibilité Spécificité
Ratio des

complets

TEdenovo versus

tout kb-BDGP
92% 76% 53/68

LTRharvest versus

LTR de kb-BDGP
70% 78% 15/60

LTRharvest versus

LTR de TEdenovo
54% 93% 21/258

Tab. 10: Validation des copies détectées par LTRharvest et des sé-
quences consensus obtenues avec TEdenovo dans le génome
d’A. thaliana.

Comparaison Sensibilité Spécificité
Ratio des

complets

TEdenovo versus

tout kb-BDGP
74% 67% 76/154

LTRharvest versus

LTR de kb-BDGP
56% 61% 14/127

LTRharvest versus

LTR de TEdenovo
82% 85% 18/206

Dans les deux génomes, la sensibilité et le ratio des complets
entre les séquences de LTRharvest et les séquences consensus
knowledge-based sont plus faibles qu’entre les séquences de TE-
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3.2 amélioration des outils 149

denovo et les séquences consensus knowledge-based. Cependant,
une telle comparaison est difficile à interpréter étant donné que
LTRharvest se focalise sur les éléments complets et néglige les
autres. Par ailleurs, dans leurs comparaisons avec les séquences
consensus knowledge-based, il est intéressant de noter que la spé-
cificité des prédictions de LTRharvest oscille entre 61% et 78%.
Cela signifie que, dans ces deux génomes bien connus, entre 20%
et 40% des prédictions de LTRharvest ne s’alignent avec aucune
séquence consensus knowledge-based. Seraient-ce des faux positifs
comme proposé récemment (Lerat 2009) ? Il possible d’imaginer
que ces nouvelles prédictions soient en fait de vrais éléments à
LTR qui ne fassent pas partie de ce que cet auteur a considéré
comme étant l’annotation de référence. Cette interpétation est
renforcée par le fait que la spécificité des prédictions de LTRhar-
vest augmente lorsqu’on les compare avec les consensus de novo
de TEdenovo.

De plus, la comparaison des séquences prédites par LTRhar-
vest avec les consensus de novo classifiés comme rétrotranspo-
sons à LTR de l’outil TEdenovo montre que certaines prédictions
de LTRharvest ne s’alignent avec aucun consensus de novo, et ré-
cirproquement. Cela suggère qu’il serait intéressant de combiner
les prédictions de LTRharvest avec les séquences consensus de
l’outil TEdenovo, par exemple avant d’exécuter le TEclassifier.
Bien sûr, de nombreux tests sont encore à effectuer afin de s’as-
surer de la pertinence des prédictions ainsi qu’afin d’optimiser
la façon dont LTRharvest est exécuté par TEdenovo.

Les résultats préliminaires d’identification des ET par des
approches basées sur la structure sont encourageants. Ils
ouvrent la voie à une intégration de ces algorithmes dans l’ou-
til TEdenovo. Mais à côté de ces pistes pour améliorer sensi-
bilité et spécificité des résultats, des axes d’amélioration sont
encore nécessaires en ce qui concerne l’application de l’outil
aux génomes très répétés.

3.2.3 Stratégies pour l’analyse des grands génomes

En parallèle des pistes décrites ci-dessus visant à améliorer
la pertinence biologique des résultats de l’outil TEdenovo, il est
également nécessaire d’améliorer les performances techniques,
notamment le temps de calcul requis pour analyser un génome,
ce dans la perspective d’avoir un jour prochain à annoter des
génomes de très grande taille et très riches en ET tels que ceux

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



150 discussion et perspectives

du blé tendre (17 Gb) et de l’orge (5 Gb). Il n’est pas toujours
évident d’estimer le temps d’exécution d’outils qui distribuent
une partie de leurs tâches en parallèle. En effet, le temps total
d’une étape peut dépendre de l’activité des autres utilisateurs
avec lesquels la grappe de calcul est partagée. Pour avoir une
idée cependant de l’augmentation du temps d’analyse en fonc-
tion de la taille du génome, j’ai comparé le temps d’exécution
de la première étape de l’outil TEdenovo lancé en parallèle, et
ceci sur plusieurs génomes de taille croissante (tableau 11). Ces
analyses ont été réalisées sur une grappe de calcul HP possé-
dant 128 nœuds de quatre cœurs cadencés à 3 GHz. Le temps
de calcul pouvant dépendre de l’encombrement de la grappe,
les chiffres ci-dessous correspondent à la somme des temps de
chaque job (un job étant un calcul lancé en parallèle). Si la du-
rée cumulée des jobs est d’une heure et qu’il y a 60 jobs, l’étape
parallélisée ne durera que quelques minutes. Dans le cas de la
première étape de l’outil TEdenovo, un job compare un sous-
ensemble du génome avec le génome entier via le programme
BLASTER.

Tab. 11: Temps de calcul de la première étape de l’outil TEdenovo en
fonction de la taille du génome.

Organisme
Taille du

génome

(en Mb)

Temps

cumulés

des jobs

Proportion

du génome

en répétitions

L. maculans 45 70 min 35%

A. thaliana 120 3 h 13.5%

D. melanogaster 130 2 h 45 min 7.4%

A. lyrata 207 16 h 32.6%

B. distachyon 270 19 h 30.2%

O. sativa 372 64 h 33.5%

Ces résultats confirment l’intuition selon laquelle le temps de
calcul nécessaire pour comparer un génome avec lui-même aug-
mente avec la taille du génome. Il apparaît qu’en l’état actuel
des choses, un génome tel que celui du maïs (2.5 milliards de
paires de bases) ne peut être analysé tel quel par les outils TE-
denovo et TEannot. La limite supérieure actuelle concerne des
génomes d’au plus 500 millions de paires de bases, par exemple
le riz (390 millions de paires de bases) et la vigne (490 millions
de paires de bases). De plus, les résultats obtenus sur les dif-
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3.2 amélioration des outils 151

férents génomes analysés par l’outil TEdenovo (3.1.1) ont aussi
montré que le nombre de groupes construits lors de l’étape 2

augmente avec le contenu en ET du génome. Ceci indique que le
temps de calcul peut substantiellement varier pour des génomes
de taille équivalente, selon leur contenu en ET et donc selon leur
histoire évolutive respective. En effet, le temps de calcul de l’ou-
til TEdenovo dans son ensemble dépend beaucoup du nombre
de groupes construits à l’étape 2, ceci reflétant le nombre de fa-
milles d’ET ainsi que leur diversification.

Il existe cependant plusieurs possibilités permettant de tenter
l’analyse de grands génomes. J’ai déjà abordé certaines pistes
précédemment en évoquant notamment la mise au point d’un
algorithme de regroupement unifiant les programmes actuels
GROUPER et RECON (3.2.1). Nous avons vu que cela éviterait
les groupes redondants entre les deux méthodes, diminuant le
nombre d’alignements multiples à construire et donc le nombre
de consensus à classifier. Cependant, comme décrit précédem-
ment, ce travail délicat n’est pas encore entamé car nous man-
quons encore de connaissances sur la diversification des familles
d’ET.

Concernant l’outil TEannot, une possibilité serait de mettre
des valeurs par défaut pour l’étape de filtre. En effet, à l’heure
actuelle, trois méthodes sont utilisées, BLASTER, REPEATMAS-
KER et CENSOR, pour aligner les séquences d’ET avec le gé-
nome, et ceci se répète après avoir mélangé aléatoirement les
nucléotides du génome. Seuls sont gardés les alignements sur le
vrai génome ayant un score plus élevé que le quantile à 95% des
scores des meilleurs alignements sur le génome remanié. Les ré-
sultats actuels (tableau 12) montrent que ces valeurs seuils sont
relativement similaires d’un génome à l’autre, à part pour BLAS-
TER. L’étape d’alignement sur le génome remanié pourrait donc
être évitée dans certains cas, résultant en un gain de temps signi-
ficatif. Cependant, là aussi, beaucoup de facteurs sont en jeu, tels
la composition nucléotidique du génome et celle de la banque
d’ET, et il faudrait s’assurer qu’utiliser des valeurs par défaut
soit adapté dans une majorité de cas.

Enfin, en plus de ces pistes, nous pouvons envisager une alter-
native peut-être plus originale. Dans les grands génomes, il est
fréquent de mettre à jour des régions génomiques sur lesquels
plusieurs ET sont insérés les uns dans les autres. Une étude
pionnière chez le maïs en montre un bon exemple (figure 11),
une étude poussée de ces réseaux d’insertions a été menée chez
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Tab. 12: Quantile à 95% des scores maximaux des matches entre la
banque de novo d’ET et le génome randomisé.

Organisme BLASTER REPEATMASKER CENSOR

A. thaliana 102 89 233

D. melanogaster 55 82 214

A. lyrata 157 103 243

B. distachyon 0 94 226

D. melanogaster (Bergman et coll. 2006), et récemment l’analyse
de 13 contigs de plusieurs mégabases sur le chromosome 3B du
blé a bien illustré ce type de structuration (Choulet et coll. 2010).

Fig. 11: Dynamique temporelle des rétrotransposons dans la région
adh1-F du maïs. Les boîtes colorées représentent des rétro-
transposons, les coupures au sein des boîtes représentent les
insertions, les lignes horizontales au milieu des boîtes corres-
pondent aux dates d’insertions, la hauteur des boîtes indiquant
l’écart-type de l’estimation (Tiré de SanMiguel et coll. 1998.)

En commençant par détecter les copies les plus récentes, celles
qui sont le plus conservées, il est alors possible de les exciser du
génome pour rétablir la continuité des copies qui étaient inter-
rompues par l’insertion de celles-ci. Il devient alors plus facile
d’identifier ces copies plus anciennes par un deuxième passage
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3.2 amélioration des outils 153

de l’outil TEdenovo sur le génome excisé. La première étape ne
se concentrant que sur les copies très récentes peut être optimi-
sée avec des paramètres stringents. Il devrait alors être possible
d’annoter ainsi un génome de grande taille de manière itéra-
tive. Les paramètres utilisés seraient de moins en moins contrai-
gnants à chaque itération, la taille du génome diminuant au
rythme des copies d’ET détectés.

Appliquons cette idée au génome de D. melanogaster. Lors de
la première itération, BLASTER est utilisé à la première étape de
l’outil TEdenovo, ne conservant que les répétitions ayant entre
elles au moins 94% d’identité, au lieu des 90% généralement uti-
lisés. Puis PILER est utilisé et, au lieu de 120 groupes, seuls 109

sont construits, à partir desquels des séquences consensus sont
établies. Une fois celles-ci classifiées et la redondance enlevée, il
reste 89 séquences consensus, parmi lesquelles seules 41 sont uti-
lisées par l’outil TEannot, les autres étant filtrées car n’étant pas
classifiées ou étant classifiées comme étant des ET incomplets.
Ensuite, l’outil TEannot peut être lancé, mais seulement avec le
programme REPEATMASKER. Le filtre statistique empirique est
appliqué mais l’annotation des micro-satellites est évitée. Une
fois l’annotation obtenue, seules les copies ayant une identité su-
périeure à 90% sont conservées et ce sont elles qui sont excisées
du génome, résultant en une diminution de la taille du génome
de 6%. Ce chiffre paraît faible mais il est à comparer avec la
couverture du génome obtenue juste après la première étape de
TEdenovo, couverture de 7.4% dans le cas de D. melanogaster.
La majeure partie des copies récentes ont donc été retirées du
génome.

Bien sûr, de tels résultats sont très préliminaires et il reste à
voir qu’elle sera la valeur d’une telle appropche sur l’analyse
de très grands génomes. A chaque étape, les valeurs utilisées
pour les paramètres doivent être testées et l’analyse globale des
deux génomes de référence doit être comparée, entre l’approche
normale du chapitre 2 et cette approche itérative. Mais l’idée
de d’abord détecter les copies les plus récentes puis de les exci-
ser avant de relancer l’analyse mérite d’être testée plus en avant.
En effet, il ne serait peut-être plus indispensable, à la première
itération, de détecter les répétitions de manière exhaustive. Par
exemple, afin d’accélérer encore plus cette procédure, des algo-
rithmes autres que ceux de BLASTER, basés par exemple sur
des arbres ou des tableaux de suffixes, pourraient être utilisés
dans un premier temps afin d’identifier les répétitions les plus
conservées. Une fois la première itération achevée, la deuxième
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154 discussion et perspectives

itération se concentrant sur les répétitions plus divergentes et le
génome étant plus petit, il serait possible d’utiliser BLASTER à
nouveau afin d’être plus sensible.

L’analyse du contenu en ET des grands génomes nécessite
la mise en place de stratégies particulières. L’une d’elle consis-
terait à appliquer les outils TEdenovo et TEannot de façon ité-
rative, retirant progressivement les copies du génome, d’abord
les plus récentes et donc les mieux conservées, pour tenter d’ex-
humer ensuite les copies les plus divergentes.

3.2.4 Mise en place d’outils ergonomiques de curation manuelle

Toute recherche scientifique nécessite, à un moment ou à un
autre, de pouvoir visualiser les objets étudiés sous une forme ou
une autre afin de mieux les appréhender, ou tout simplement
dans le but de vérifier les résultats souvent obtenus par des tech-
niques indirectes. Dans le contexte de l’annotation des génomes,
le chercheur est confronté à une séquence d’ADN pouvant at-
teindre plusieurs milliards de paires de bases. Le défi consistant
à détecter et identifier les portions fonctionnelles débute donc
toujours par une phase d’analyse informatique, celle-ci se focali-
sant principalement sur les segments du génome codant a priori
pour une protéine. Cependant, malgré les recherches actives de-
puis plusieurs décennies dans ce domaine, la mise au point de
modèles sophistiqués (Foissac et coll. 2008) et l’abondance de
données permettant de s’aider d’un deuxième génome, voire
plus, pour annoter le premier (Lin et coll. 2008), une phase de cu-
ration manuelle reste toujours indispensable et le restera proba-
blement, étant donné que les techniques de séquençage avancent
vers du très haut débit et que la qualité des assemblages peine à
suivre.

Généralement seuls les gènes codants sont examinés à la main,
mais cela revient tout de même à plusieurs milliers ou dizaines
de milliers d’entités. En pratique, dans le cadre d’efforts com-
muns d’annotation, le consortium international responsable du
projet répartit la tâche de telle sorte qu’un laboratoire spécialiste
d’une certaines famille de gènes soit chargé de corriger l’anno-
tation réalisée automatiquement. A cette fin, il est indispensable
de disposer d’outils permettant de réaliser la curation manuelle,
ceux-ci devant être ergonomiques et disponibles via internet, et
devant permettre la synchronisation des données, leur stockage
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3.2 amélioration des outils 155

pérenne et leur confidentialité tant que le résultat des analyses
n’est pas publié.

Fig. 12: Annotations du génome d’A. thaliana visualisables avec
Gbrowse sur le site de TAIR.

Devant l’importance de la tâche, de tels outils ont été déve-
loppés et continuent d’être améliorés. Parmi ceux-ci, Gbrowse
est utilisé couramment comme visualisateur d’annotations. Il ne
permet pas de les corriger mais seulement de les observer. Etant
particulièrement ergonomique, il est utilisé notamment par le
site web de référence pour le génome de D. melanogaster et celui
d’A. thaliana. Apollo quant à lui est un éditeur d’annotations mis
au point initialement pour le génome de D. melanogaster et utilisé
maintenant dans les projets d’annotations de nombreux autres
génomes. Cet outil peut être relié à une base de données, ce qui
permet à des chercheurs dispersés dans plusieurs pays de cor-
riger le même génome de manière simple et efficace. Ces deux
outils font maintenant parti de la même suite logicielle GMOD
utilisée pour stocker et visualiser des annotations génomiques
(http://gmod.org/).

La biologie n’est pas la seule discipline à générer une quantité
considérable de données mais ces-dernières présentent la parti-
cularité d’être très hétérogènes. Le génome, de par sa position clé
dans le développement d’un organisme et l’évolution d’une po-
pulation, représente naturellement le point focal vers lequel les
observations expérimentales de biologie moléculaire et cellulaire
se rattachent : étude de mutants, diversité génétique, expression
spatio-temporelle des gènes, sites de liaison protéines-ADN, etc.
De plus, chaque région génomique peut être le sujet de publi-
cations, parfois anciennes, qui contiennent des informations im-
portantes et nécessitent donc d’être reliées à cette région don-
née. La génomique est donc reconnue comme étant un champ
scientifique nécessitant des outils d’intégration de données per-
formants et pertinents.
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Dans le cas qui nous concerne, l’annotation des ET, il est pos-
sible d’utiliser les outils existants. Le résultat final de l’annota-
tion des ET est d’ailleurs toujours visible sur les visualisateur
d’annotations tel Gbrowse, mais ceux-ci ne mettent à disposition
que les locus auxquels les ET peuvent être trouvés, et omettent
de préciser à quelle partie d’un Et les copies correspondent (si-
gnaux terminaux, cadres ouverts de lecture, motifs de régula-
tion). De plus, les outils d’édition d’annotation comme Apollo ne
permettent pas seuls d’annoter les ET de manière optimale. En
effet, s’il est encore possible de vérifier manuellement les annota-
tions automatiques d’ET dans un génome de faible taille comme
D. melanogaster, cela devient vite impossible dans de grands gé-
nomes répétés car il y a souvent bien plus de copies d’ET que de
gènes. De plus, nous avons vu précédemment (chapitre 2) que
la qualité d’une annotation de novo dépend surtout de la banque
de séquences consensus utilisées. C’est donc cette banque qu’il
faut examiner en priorité.

Ainsi, dans un premier temps, l’outil TEdenovo peut être uti-
lisé pour construire une banque de séquences consensus repré-
sentant les différentes familles d’ET présentes dans le génome
étudié ainsi que leur variants structuraux. Le but de la cura-
tion manuelle telle qu’expliquée précédemment (3.1.3) est de
retirer de la banque de consensus les séquences encore redon-
dantes entre elles ainsi que les séquences chimériques. En pra-
tique, cela correspond aux séquences qui n’ont pu être retirées
automatiquement par l’outil TEclassifier ou bien pour lesquelles
on dispose de caractéristiques contradictoires. Afin de nettoyer
cette banque de consensus, l’annotateur a besoin de naviguer
simplement entre plusieurs types d’informations, la séquence
consensus faisant le lien entre eux. Avant de prendre une dé-
cision, il faut donc connaître, pour chaque consensus, le nombre
de séquences génomiques qu’il représente (étape 1 de l’outil TE-
denovo), la méthode de regroupement grâce à laquelle il a été
construit (étape 2 de l’outil TEdenovo) et ses caractéristiques
d’ET (détectées par le TEclassifier).

Il est également nécessaire de connaître les relations des sé-
quences consensus les unes avec les autres. En effet, plusieurs
consensus correspondent souvent à une seule et même famille
d’ET, pour laquelle ils représentent différents variants structu-
raux. Il est inutile pour la phase d’annotation des copies avec
l’outil TEannot de garder tous les consensus d’une même fa-
mille, notamment ceux correspondant à des versions tronquées
de la séquence complète. Ainsi, nous commençons d’abord par
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3.3 perspectives fondamentales et appliquées 157

regrouper les consensus appartenant à une même famille, par
exemple avec l’outil BLASTCLUST (Dondoshansky 2002), puis
nous construisons, pour chaque groupe de consensus, un aligne-
ment multiple. En plus des informations listées dans le para-
graphe précédent, le curateur a maintenant aussi besoin de vi-
sualiser des alignements multiples, voire des phylogénies, avant
de prendre une décision de garder ou non tel ou tel consensus
dans la banque.

Afin de permettre la curation manuelle d’une banque de
consensus d’ET de manière distribuée entre plusieurs curateurs
et étant donné qu’une telle tâche nécessite de combiner en une
même interface des données hétérogènes, il devient de plus en
plus nécessaire de mettre en place des outils ergonomiques spé-
cifiques des ET. A ce sujet, la technologie wiki, sites web dont les
pages sont modifiables par les utilisateurs, semble parfaitement
correspondre aux besoins et est déjà utilisée pour la curation de
l’annotation fonctionnelle des gènes codants (Huss et coll. 2008).
Cette technologie permet également de conserver l’historique
précis des modifications effectuées ainsi que leur justification,
facilitant grandement le transfert d’expertise entre curateurs. De
telles interfaces seraient donc très bénéfiques à l’annotation des
ET dans les génomes séquencés et constitueraient un premier
répertoire de connaissance concernant la diversification des fa-
milles d’ET dans différents génomes.

L’annotation du contenu en ET d’un génome, quel qu’il soit,
s’accompagne toujours d’une phase de curation manuelle. Afin
de faciliter celle-ci et de tirer profit des diverses informations
réunies par les outils TEdenovo et TEannot, il serait judicieux
de développer de nouvelles interfaces, pour une fois spéci-
fiques des ET.

3.3 perspectives fondamentales et appliquées

L’INRA se présente comme un organisme de recherche finali-
sée (Houllier 2009). Pour reprendre les mots de Michel Sebillotte
(colloque 2007) :

La recherche finalisée met en relation la production des
connaissances et les problèmes des sociétés. Le but de la
recherche finalisée est de comprendre pour pouvoir mieux
agir dans un monde en constante évolution. En tant
qu’institution de recherche finalisée et chercheurs de cette
institution, nous avons la responsabilité, non seulement
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158 discussion et perspectives

de produire des connaissances, mais aussi de mettre au
point des méthodes et d’inventer des techniques qui se-
ront autant indispensables à l’action que la production des
connaissances proprement dites.

Etant particulièrement intéressé par les interactions entre
science et société et ayant réalisé mon doctorat à l’INRA, au
sein du département Génétique et Amélioration des Plantes, dans
le cadre d’une cotutelle entre un laboratoire de bioinformatique
(URGI) et un laboratoire d’analyse génomique d’une plante d’in-
térêt agronomique (GDEC), j’ai voulu réfléchir à la façon dont
mes travaux pouvaient s’intégrer dans une démarche de re-
cherche finalisée. Parmi les nombreux thèmes possibles, j’en ai
choisi deux très différents l’un de l’autre mais qui, je l’espère, re-
présentent bien la diversité des implications de l’annotation des
ET dans les génomes pour des études plus appliquées.

3.3.1 Liens entre éléments transposables et amélioration variétale

L’agriculture est née avec la domestication de certaines es-
pèces selon un processus de sélection artificielle réalisé incons-
ciemment à l’époque (Diamond 2002). Comme l’expliquait Dar-
win (Darwin 1992) :

La nature fournit les variations successives, l’homme les
accumule dans certaines directions qui lui sont utiles. Ce
procédé consiste à cultiver toujours les meilleures variétés
connues, à en semer les graines et, quand une variété un
peu meilleure vient à se produire, à la cultiver préférable-
ment à tout autre.

Et c’est en s’inspirant de ce procédé que Darwin a construit sa
théorie de la sélection naturelle afin d’expliquer l’origine des
espèces ainsi que leur évolution.

Pendant longtemps, les paysans se sont basés sur des mesures
agro-morphologiques pour sélectionner les meilleures variétés.
Cependant, avec l’avènement de la génétique et de la biologie
moléculaire au vingtième siècle, les techniques se sont considé-
rablement améliorées et le développement des marqueurs molé-
culaires issus des séquences a permis de réaliser une sélection
indirecte par association. Le principe repose sur le fait que le
phénotype d’intérêt est dû, pour partie, à une ou plusieurs com-
posantes génétiques et que la sélection se fait au bénéfice des
individus qui possèdent la composante (allèle) recherchée. Pour
cela, si l’on identifie que tous les individus possédant la caracté-
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3.3 perspectives 159

ristique recherchée montrent également la présence d’un même
allèle pour un marqueur (généralement une séquence d’ADN si-
tuée à proximité physique de la composante), alors de manière
résumée, le procédé consiste à sélectionner les individus sur la
base de la présence de l’allèle du marqueur en question plu-
tôt que sur la caractéristique elle-même, souvent beaucoup plus
complexe et longue à analyser. Ce procédé qui consiste à faire
de la sélection assistée par marqueurs (SAM), permet donc de
raccourcir le travail de sélection et de le rendre plus précis dans
le cas où les marqueurs sont très proches du caractère ciblé.

Différent types de marqueurs peuvent être utilisés, les
meilleurs présentant plusieurs avantages, par exemple une forte
proximité avec le locus cible, un haut niveau de polymorphisme
et une simplicité de détection. Le développement des marqueurs
basé sur la détection de fragments d’ADN et l’amélioration des
techniques de séquençage suggèrent que la sélection assistée par
marqueurs va devenir de plus en plus importante dans les pro-
grammes d’amélioration variétale (Collard et Mackill 2008). Elle
est déjà en place sur des espèces à fort potentiel économique
comme le maïs et a motivé son programme de séquençage sou-
tenu au départ par les producteurs eux-mêmes afin d’accélérer
les programmes de sélection.

Cependant, la réussite d’un tel procédé dépend, entre autres,
de la quantité de marqueurs disponibles dans la lignée d’intérêt
ainsi que de leur distribution le long des chromosomes. A ce
titre, les ET sont des marqueurs de choix, notamment dans les
espèces en possédant beaucoup, tel le blé. Ainsi, l’équipe dans
laquelle j’ai effectué ma thèse en cotutelle à l’INRA de Clermont-
Ferrand a mis au point un type de marqueurs basé sur les jonc-
tions entre ET et séquences flanquantes (Paux et coll. 2006) : les
marqueurs ISBP (insertion site-based polymorphism).

Dans un premier temps, les ISBP ont été détectés par annota-
tion manuelle des séquences d’extrémités de clones BAC de la
banque spécifique du chromosome 3B de la variété de référence
Chinese Spring du blé tendre. En repérant les jonctions entre sé-
quences d’ET et séquences flanquantes grâce à des comparaisons
avec la banque de référence d’ET des génomes de blé et d’orge
(TREP, the Triticeae repeat sequence database), l’équipe de Clermont-
Ferrand a ainsi pu définir environ 2500 marqueurs ISBP sur le
chromosome 3B. Ces marqueurs ont permis de lier la carte phy-
sique du chromosome aux cartes génétiques et ont été validés
quant à leur intérêt pour la sélection sur du matériel de sélec-
tionneurs français et australien (Paux et coll. 2010). Un marqueur
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ISBP est déjà utilisé en routine pour la SAM d’un gène de ré-
sistance à une rouille noire (Sr2, McNeil et coll. 2008). Plus ré-
cemment, l’annotation de séquences de plusieurs mégabases du
chromosome 3B (Choulet et coll. 2010) a permis de montrer le po-
tentiel énorme de la séquence complète du génome de blé pour
le développement des ISBP et leur utilisation pour saturer le gé-
nome. Ainsi, l’annotation de 3 Mb d’un des contigs, a permis de
developper 1000 marqueurs potentiels et plusieurs centaines ont
été développés pour ce locus précis. L’extrapolation des données
indique un potentiel de presque 4 millions de marqueurs ISBP
dans le génome du blé, avec une densité d’un marqueur environ
tous les 3 kb. Les ISBP peuvent être définis soit à partir des sé-
quences d’extrémités de clones BAC comme cité précédemment,
soit à partir de sequence survey de chromosomes par la technique
Roche 454 qui permet des lectures de plus de 400 bp à l’heure
actuelle. Cependant, l’efficacité du design des marqueurs ISBP
est grandement améliorée lorsque l’on a accès à la séquence en-
tière de la région génomique en question et à une annotation
optimale des ET. Un outil de design automatique a été mis au
point récemment dans l’équipe de Clermont-Ferrand (ISBPFin-
der, Paux et coll. 2010). Il permet d’identifier les jonctions et de
définir les amorces pour les réactions PCR automatiquement et
sur la base de critères optimisés. Un groupe américain a repris
la même idée en développant des marqueurs similaires et ont
mis en ligne un outil de design d’amorces pour ces marqueurs
(RJPrimers, You et coll. 2010).

Dans un avenir proche, des séquences du génome du blé se-
ront disponibles, notamment concernant son plus long chromo-
some, le 3B. Celui-ci faisant 1 Gb et étant composé d’au moins
75% d’ET, disposer d’outils performants tels TEdenovo et TEan-
not devient indispensable pour réaliser une annotation rapide-
ment, première étape avant la construction de marqueurs ISBP.
Le premier point visible de cet effort est l’intégration de l’ou-
til TEannot dans l’outil d’annotation automatique TriAnnot dé-
veloppé à l’INRA de Clermont-Ferrand en collaboration avec
l’URGI (https://gpi.versailles.inra.fr/triannot) pour les
séquences génomiques de Triticeae.

D’autres applications directes concernent la lutte contre les ra-
vageurs des cultures. Les modèles de co-évolution entre hôtes
et parasites montrent, dans certaines conditions, qu’un parasite
peut subir une pression de sélection très forte l’amenant à se
spécialiser sur le génotype hôte le plus fréquent autour de lui.
A l’inverse, l’hôte subit une pression de sélection diversifiante.
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De plus, ces interactions sont dynamiques dans le temps et l’es-
pace, générant ce que certains appellent une mosaïque géogra-
phique (Thompson 2005). Dans le contexte actuel où l’agricul-
ture conventionnelle tente de lutter contre les ravageurs en dimi-
nuant l’usage de pesticides, la compréhension des mécanismes
d’émergence des résistances et de suppression des gènes d’avi-
rulence est fondamentale. Plusieurs études ont montré que les
gènes d’avirulence sont fréquemment localisés dans des régions
à forte recombinaison, souvent proches des télomères, et à proxi-
mité d’ET. Ceux-ci peuvent représenter une source de variabi-
lité importante, tant au niveau structural via des insertions/dé-
létions et comme déclencheur de réarrangements, qu’au niveau
fonctionnel en interférant avec l’expression des gènes voisins, ce
qui a comme conséquence de permettre au pathogène d’échap-
per à la vigilance des systèmes de défense de la plante (Kang
et coll. 2001, Khang et coll. 2008). Quant à la résistance aux pes-
ticides, plusieurs études ont montré que D. melanogaster pouvait
développer une résistance au DDT grâce à des mutations cau-
sées par des ET (Aminetzach et coll. 2005, Schmidt et coll. 2010).

L’annotation des ET est le pré-requis de la mise au point des
marqueurs ISBP, ceux-ci ayant une importance considérable
dans la mise au point de cartes génétiques des génomes très
répétés. L’étude de la dynamique des ET, quant à elle, peut per-
mettre de mieux comprendre comment certains champignons
ou autres dévoreurs des cultures échappent aussi efficacement
aux défenses des plantes. En plus de ces aspects, mon travail
me permet également de proposer une innovation en terme de
démarche de recherche sur la dynamique des ET.

3.3.2 Place de la simulation dans l’étude des éléments transposables
et l’évolution des génomes

Depuis Aristote, la biologie est en prise avec le concept de
causalité. C’est notamment ce qui a amené Mayr à distinguer, à
tort ou à raison, la biologie fonctionnelle de la biologie évolutive
(Mayr 1961). Pour lui, un biologiste fonctionnel sera intéressé
par le comment, décrira les mécanismes en oeuvre dans les or-
ganismes vivant et cherchera les causes premières, alors qu’un
biologiste évolutif s’intéressera au pourquoi, décrira les proces-
sus historiques de sélection naturelle et cherchera les causes ul-
times. Bien sûr, ces deux aspects sont liés, mais dans la démarche
concrète et quotidienne de recherche, certaines différences fon-
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damentales se font ressentir. Dans mon cas, cela s’est matérialisé
par une anecdote récurrente, la difficulté à faire comprendre à
mes proches que je ne faisais ni expériences ni modélisation,
mais plutôt de l’analyse de données, lesquelles sont, de sur-
croît, issues d’un processus évolutif s’étalant sur des millions
d’années, au bas mot. Bien qu’il soit possible de montrer expéri-
mentalement que la diminution drastique de la méthylation de
l’ADN chez A. thaliana permet aux ET de transposer (Tsukahara
et coll. 2009), il serait absurde d’imaginer rejouer expérimenta-
lement la dynamique des ET dans cette espèce. Il est bien sûr
possible de faire de la sélection artificielle, mais seul le temps de
génération court des microorganismes autorise l’évolution expé-
rimentale en condition contrôlée (Barrick et coll. 2009).

Ainsi, ce n’est a priori pas par le biais d’approches expéri-
mentales que je pourrai directement répondre aux questions
soulevées précédemment à propos des variants structuraux. Par
contre, celles-ci, de part la description des mécanismes molé-
culaires régissant la dynamique des ET, apportent des connais-
sances indispensables au cadre conceptuel des recherches sur les
variants. Mais pour aller plus loin, une autre voie est possible, et
ceci grâce à la puissance des ordinateurs actuels, la simulation,
c’est-à-dire la modélisation informatique du système étudié et
l’analyse de son évolution in silico. Ce type d’approches n’est pas
nouvelle en biologie, les modèles mathématiques de génétique
des populations ayant très tôt été simulés sur ordinateur, no-
tamment concernant les ET (Charlesworth et Charlesworth 1983).
Ces modèles visaient à calculer la fréquence d’un ET dans une
population, la proportion de sites polymorphes, les conditions
d’invasion du génome, d’équilibre ou de disparition (Quesne-
ville et Anxolabéhère 1998, Le Rouzic et Capy 2005, Le Rouzic
et coll. 2007). Mais dans ces simulations, la structure des ET n’est
pas explicitement représentée, tout au plus les copies sont carac-
térisées par un potentiel d’autonomie plus ou moins important.

C’est en étudiant les conditions d’émergence des transposons
à ADN à partir d’un gène d’endonucléase (Quesneville et An-
xolabéhère 2001) que la structure des ET a été explicitement re-
présentée pour la première fois : répétitions terminales et trans-
posase faite d’un domaine de liaison à l’ADN et d’un domaine
catalytique. Cependant, ces simulations ne représentent l’évolu-
tion des génomes que vue de la part des ET, le reste du génome
étant occulté. De plus, le devenir des copies, et plus précisément
l’émergence de variants structuraux par l’intermédiaire de dé-
létions internes, n’a pas été analysé en détail. D’autres travaux,
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concernant des génomes circulaires de bactéries, ont été menés,
cette fois l’ensemble du génome étant représenté et les indivi-
dus étant sélectionnés sur leur capacité à produire des protéines
leur permettant d’optimiser une fonction donnée (Knibbe et coll.
2007). La question était ici de comprendre le lien entre l’architec-
ture du génome et la relation génotype-phénotype, il était donc
indispensable de représenter l’ensemble du génome, ceci ayant
aboutit à montrer que le taux de mutation conditionne la quan-
tité de séquences non-codantes. Mais cette fois-ci ce sont les ET
qui sont absent des simulations. Et dans un sens, à juste titre, car
les paramètres indispensables à leur intégration dans des simu-
lations génome-complets ne sont pas connus. Typiquement, on ne
sait pas à l’heure actuelle déterminer précisément l’intervalle de
valeurs adéquat du taux de délétion ni de la taille des délétions,
bien que celles-ci soient un déterminant majeur de la persistance
des ET dans les génomes (Petrov 2002).

Ainsi, dans ce contexte, il peut sembler nécessaire de commen-
cer par analyser les délétions dans les copies d’ET dans les gé-
nomes réels, avant de songer à améliorer les simulations. Dans
cette démarche, la simulation représente en quelque sorte un but
ultime vers lequel tendre. Une simulation, tout d’abord qualita-
tive puis quantitative, permettant de retrouver les grandeurs et
dynamiques caractéristiques de l’évolution de la structure des
génomes, serait en quelque sorte un indice fort montrant que
les déterminants majeurs de cette évolution sont compris. Par
exemple, disposer d’un tel outil poserait les premières bases
dans la construction d’idéotypes à partir de données impliquant
tous les composants des génomes, l’un des axes de recherche du
département Génétique et Amélioration des Plantes de l’INRA.

Cependant, et c’est là que le titre de ce paragraphe prend
tout son sens, la simulation ne devrait pas être uniquement vue
comme une fin en soi, un but vers lequel tendre. Dans d’autres
disciplines, la simulation accompagne les chercheurs au quoti-
dien dans leurs tentatives de décrypter les phénomènes natu-
rels, que ce soit à l’aide d’expériences ou à travers l’analyses
de données historiques. Par exemple, les techniques actuelles de
microscopie à fluorescence permettent de suivre en temps réel
l’expression d’un gène dans chaque bactérie d’une colonie (Elo-
witz et Leibler 2000). Le but ici est d’analyser quantitativement
les oscillations dues à la quantité variable de protéines au sein
de chaque cellule et ce d’une génération à l’autre. Nous sommes
bien loin de comprendre l’ensemble des phénomènes en jeu tels
qu’observés sur les films montrant les bactéries fluorescentes. Et
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164 discussion et perspectives

pourtant il est nécessaire d’en extraire automatiquement l’inten-
sité de la fluorescence entre cellules dans l’espace et le temps.
Afin de mettre au point un algorithme remplissant cette tâche, il
est utile de simuler le phénomène observé, même s’il n’est pas
entièrement compris (Sbalzarini et Koumoutsakos 2005). L’inté-
rêt principal réside dans le fait que ces simulations permettent
de tester efficacement l’algorithme. Si celui-ci ne parvient pas à
correctement manipuler les résultats de simulation, il semble am-
bitieux, pour ne pas dire vain, de vouloir l’utiliser directement
sur des données réelles.

Dans cette logique il semble donc important, en plus des
autres pistes évoquées, de mettre au point un outil de simu-
lation permettant de tester indépendamment la première et la
deuxième étape de l’outil TEdenovo, c’est-à-dire la détection des
répétitions par comparaison du génome avec lui-même, et le re-
groupement de ces répétitions. Concernant la première étape,
des outils performants ont été développés pour simuler l’évo-
lution moléculaire de séquences d’ADN incluant des modèles
mathématiques sophistiqués de substitutions et d’indels (Cart-
wright 2005). Il ne serait donc pas difficile de choisir une sé-
quence d’ET connue, la faire évoluer selon différents scénarios
pour obtenir une collection de copies divergentes, replacer ces
copies dans un génome aléatoire et tester les résultats de la com-
paraison d’un tel génome avec lui-même. Cet exemple que l’on
peut aisément qualifier de simpliste peut très logiquement être
étendu, petit à petit, à des cas plus compliqués, faisant intervenir
plusieurs familles d’ET, d’autres types de répétitions, des motifs
d’insertions plus ou moins compliqués de copies d’ET les unes
dans les autres, etc. La clé est que l’on maîtrise et connait ce
que l’on doit retrouver. De la même manière, afin de tester la
deuxième étape, il est simple d’imaginer des listes de coordon-
nées génomiques reflétant différents cas de répétitions alignées
les unes avec les autres, ainsi que, plus important, différents mo-
tifs de fragmentation des copies et donc de disposition d’indels.
A la question, comment distinguer de manière pertinente une copie
tronquée d’un variant structural ?, cette démarche offre un angle
d’attaque vers une meilleure caractérisation des variants structu-
raux dans les génomes réels.

Alors que simuler un génome de manière la plus réaliste
possible tout en incorporant des ET semble hors de portée à
l’heure actuelle, les valeurs biologiques des paramètres n’étant
pas connues et pouvant donc difficilement être initialisées, simu-
ler les données nécessaires à l’outil TEdenovo semble bien plus
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3.4 conclusions 165

envisageable. Encore une fois, une telle démarche ne vise pas
à étudier la distribution des indels dans de vraies copies d’ET
trouvées dans des génomes réels. Elle a plutôt pour but de simu-
ler des configurations d’alignements deux-à-deux de répétitions
par exemple, données qui permettent de tester de manière sûre
les algorithmes de regroupement. Une fois qu’un tel simulateur
existe et que les algorithmes utilisés dans l’outil TEdenovo par-
viennent à reconstruire les scénarios évolutifs simulés, il devient
possible de les appliquer à des génomes réels. De plus, les si-
mulations utilisées dans la mise au point de l’algorithme per-
mettent non seulement de le tester, mais aussi d’interpréter les
configurations observées dans les génomes séquencés. La phase
de simulation et la phase d’analyse de génomes réels sont donc
complémentaires, la simulation faisant partie intégrante de la
mise en place des algorithmes.

Concernant les perspectives à long terme sur la compréhen-
sion de la diversification des ET, je propose une nouvelle dé-
marche de recherche basée sur une méthodologie visant à dé-
passer les limites actuelles, et ce grâce à la complémentarité
entre simulations pragmatiques et design d’algorithmes.

3.4 conclusions

Le nombre de génomes complets déjà séquencés ou en cours
de l’être augmente de plus en plus vite grâce à l’amélioration des
technologies de séquençage. Afin de pouvoir étudier l’impact
des ET sur la structure, la fonction et l’évolution de ces génomes,
il est indispensable de disposer d’annotations précises des ET. A
cette fin, j’ai développé un outil performant, intégrant plusieurs
méthodes de novo, et permettant d’identifier la majorité des fa-
milles d’ET présentes dans un génome séquencé. Concernant la
validation de cet outil, j’ai également mis au point un protocole
de test à partir des génomes des espèces modèles D. melanogaster
et A. thaliana.

Disposer d’un tel outil a permis de commencer l’analyse de
nombreux génomes appartenant à des espèces différentes et
pour lesquelles on disposait de peu d’informations préalables
concernant les ET. Ces travaux ont notamment abouti à la rédac-
tion d’une feuille de route visant à détailler la marche à suivre
pour annoter le contenu en ET d’un génome de la manière la
plus efficace possible.
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166 discussion et perspectives

Cependant, la diversification des familles d’ET et l’apparition
de variants structuraux sont des processus très mal connus. Je
me suis donc attaché, dans la mise au point de l’outil décrit pré-
cédemment, à accorder une attention particulière à la détection
de ces variants, notamment dans le but de préciser leur impor-
tance qualitative et quantitative. Mais la mise au point d’une ap-
proche de novo analysant le contenu des génomes est particuliè-
rement difficile. En effet, sur le plan épistémologique, il s’agit en
pratique de valider une approche de novo sans que l’on connaisse
précisément la qualité des données de référence.

Faut-il donc se contenter de l’outil mis au point et tenter
d’identifier les variants structuraux au cas par cas, dès qu’une
annotation, même partielle, est obtenue ? Non, l’histoire nous
montre qu’étudier les ET a souvent abouti à une meilleure com-
préhension de phénomènes biologiques plus larges. Là encore,
on peut supposer qu’étudier en détail la diversification des ET
et tenter de quantifier l’importance des variants structuraux, af-
finera notre connaissance de la dynamique des génomes. En pra-
tique, cela consiste à repenser le design d’un algorithme dont le
but serait de faciliter l’identification des variants structuraux.

La piste que je propose fait appel à la simulation, à com-
prendre ici dans un sens proche de ce qu’est le test-driven de-
velopment pour la mise au point de logiciels. La simulation se-
rait vue comme le complémentaire indispensable de la mise au
point d’un algorithme visant à identifier les variants structu-
raux. Simuler dans cette optique est même la première étape et
commence modestement, en construisant des scénarios évolutifs
simples, puis en testant l’outil avec, améliorant son algorithme
et complexifiant les simulations au fur et à mesure, puis en ex-
plorant les génomes réels, et ainsi de suite.

Comme l’a dit le physicien Richard Feynman, « what I cannot
create, I do not understand ». Ainsi, c’est vraisemblablement en
s’inspirant des pratiques d’ingéniérie logicielle et en les adap-
tant à un contexte de recherche que les algorithmes d’annota-
tion de novo d’ET, et plus globalement les outils d’analyse des
génomes, pourront être améliorés, dans le but de générer des
connaissances fondamentales sur la diversification des ET, contri-
buant ainsi à l’étude de la dynamique des génomes.
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Genome sequence of the metazoan plant-parasitic
nematode Meloidogyne incognita
Pierre Abad1–3, Jérôme Gouzy4, Jean-Marc Aury5–7, Philippe Castagnone-Sereno1–3, Etienne G J Danchin1–3,
Emeline Deleury1–3, Laetitia Perfus-Barbeoch1–3, Véronique Anthouard5–7, François Artiguenave5–7,
Vivian C Blok8, Marie-Cécile Caillaud1–3, Pedro M Coutinho9, Corinne Dasilva5–7, Francesca De Luca10,
Florence Deau1–3, Magali Esquibet11, Timothé Flutre12, Jared V Goldstone13, Noureddine Hamamouch14,
Tarek Hewezi15, Olivier Jaillon5–7, Claire Jubin5–7, Paola Leonetti10, Marc Magliano1–3, Tom R Maier15,
Gabriel V Markov16,17, Paul McVeigh18, Graziano Pesole19,20, Julie Poulain5–7, Marc Robinson-Rechavi21,22,
Erika Sallet23,24, Béatrice Ségurens5–7, Delphine Steinbach12, Tom Tytgat25, Edgardo Ugarte5–7,
Cyril van Ghelder1–3, Pasqua Veronico10, Thomas J Baum15, Mark Blaxter26, Teresa Bleve-Zacheo10,
Eric L Davis14, Jonathan J Ewbank27, Bruno Favery1–3, Eric Grenier11, Bernard Henrissat9, John T Jones8,
Vincent Laudet16, Aaron G Maule18, Hadi Quesneville12, Marie-Noëlle Rosso1–3, Thomas Schiex24,
Geert Smant25, Jean Weissenbach5–7 & Patrick Wincker5–7

Plant-parasitic nematodes are major agricultural pests worldwide and novel approaches to control them are sorely needed.

We report the draft genome sequence of the root-knot nematode Meloidogyne incognita, a biotrophic parasite of many

crops, including tomato, cotton and coffee. Most of the assembled sequence of this asexually reproducing nematode, totaling

86 Mb, exists in pairs of homologous but divergent segments. This suggests that ancient allelic regions in M. incognita

are evolving toward effective haploidy, permitting new mechanisms of adaptation. The number and diversity of plant cell

wall–degrading enzymes in M. incognita is unprecedented in any animal for which a genome sequence is available, and

may derive from multiple horizontal gene transfers from bacterial sources. Our results provide insights into the adaptations

required by metazoans to successfully parasitize immunocompetent plants, and open the way for discovering new

antiparasitic strategies.

Plant-parasitic nematodes are responsible for global agricultural losses
amounting to an estimated $157 billion annually. Although chemical
nematicides are the most reliable means of controlling root-knot
nematodes, they are increasingly being withdrawn owing to their

toxicity to humans and the environment. Novel and specific targets
are thus needed to develop new strategies against these pests.

The Southern root-knot nematode Meloidogyne incognita is able to
infect the roots of almost all cultivated plants, making it perhaps the
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1INRA, UMR 1301, 400 route des Chappes, F-06903 Sophia-Antipolis, France. 2CNRS, UMR 6243, 400 route des Chappes, F-06903 Sophia-Antipolis, France. 3UNSA,
UMR 1301, 400 route des Chappes, F-06903 Sophia-Antipolis, France. 4Laboratoire Interactions Plantes Micro-organismes, UMR441/2594, INRA/CNRS, Chemin de
Borde Rouge, BP 52627, F-31320 Castanet Tolosan, France. 5Genoscope (CEA), 2 rue Gaston Crémieux, CP5706, F-91057 Evry, France. 6CNRS, UMR 8030, 2 rue
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most damaging of all crop pathogens1. M. incognita is an obligatory
sedentary parasite that reproduces by mitotic parthenogenesis2. Root-
knot nematodes have an intimate interaction with their hosts. Within
the host root, adult females induce the redifferentiation of root
cells into specialized ‘giant’ cells, upon which they feed continuously
(Fig. 1). M. incognita can infect Arabidopsis thaliana, making
this nematode a key model system for the understanding of
metazoan adaptations to plant parasitism3,4 (Supplementary Data,
section 1 online).

The phylum Nematoda comprises 425,000 described species, many
of which are parasites of animals or plants2. As many as 10 million
species may have yet to be described. Although the model free-living
nematodes Caenorhabditis elegans and Caenorhabditis briggsae have
been the subjects of intensive study5,6, little is known about the other
members of this diverse phylum. These two free-living models will
likely not illuminate the biology of nematode parasitism (Supple-
mentary Fig. 1 online), as shown by the substantial differences
between their genome sequences and that of the human parasite
Brugia malayi7.

The genome sequence of M. incognita presented here provides
insights into the adaptations required by metazoans to successfully
parasitize and counter defenses of immunocompetent plants, and
suggests new antiparasitic strategies.

RESULTS

General features of the M. incognita genome

The M. incognita genome was sequenced using whole-genome shot-
gun strategy. Assembly with Arachne8 yielded 2,817 supercontigs,
totaling 86 Mb (Table 1; Supplementary Data, section 2; Supple-
mentary Fig. 2; Supplementary Table 1 online)—almost twice the
estimated genome size (47- to 51-Mb haploid genome)9. All-against-
all comparison of supercontigs revealed that 648 of the longest
(covering B55 Mb) consist of homologous but diverged segment
pairs (Fig. 2) that might represent former alleles (Supplementary

Data, section 2; Supplementary Figs. 3 and 4 online). About 3.35 Mb
of the assembly constitutes a third partial copy aligning with these
supercontig pairs. Average sequence divergence between the aligned
regions is B8% (Fig. 3). A combination of different processes may
explain the observed pattern in M. incognita, including polyploidy,
polysomy, aneuploidy and hybridization10,11; all are frequently asso-
ciated with asexual reproduction. These observations are consistent
with a strictly mitotic parthenogenetic reproductive mode, which can
permit homologous chromosomes to diverge considerably, as
hypothesized for bdelloid rotifers12 (Supplementary Data, section
2.2). No DNA attributable to bacterial endosymbiont genome(s)
was identified.

Noncoding DNA repeats and transposable elements represent 36%
of the M. incognita genome (Supplementary Data, section 3; Supple-
mentary Figs. 5 and 6 and Supplementary Tables 2 and 3 online).
One repeat family with 283 members on 46 contigs encoded the
nematode trans-spliced leader (SL) exon, SL1, of which 258 members
were found associated with a satellite DNA13 (Supplementary Fig. 7
online). In nematodes, many mature mRNAs share this 5¢ SL exon,
and trans-splicing is also associated with resolution of polycistronic
pre-mRNAs derived from operons. We identified 1,585 candidate

J2

Egg

Female

Egg mass

N

N

N

N

J4 (female)

J4 (Male)

Male
J4

J3

N

N

Exo
phyte Endophyte

Figure 1 The parasitic life cycle of Meloidogyne incognita. Infective second-

stage juveniles (J2) penetrate the root and migrate between cells to reach

the plant vascular cylinder. The stylet (arrowhead) connected to the

esophagus is used to pierce plant cell walls, to release esophageal

secretions and to take up nutrients. Each J2 induces the dedifferentiation of

five to seven root cells into multinucleate and hypertrophied feeding cells

(*). These giant cells supply nutrients to the nematode (N). The nematode

becomes sedentary and goes through three molts (J3, J4, adult).
Occasionally, males develop and migrate out of the roots. However, it is

believed that they play no role in reproduction. The pear-shaped female

produces eggs that are released on the root surface. Embryogenesis within

the egg is followed by the first molt, generating second-stage juveniles (J2).

Scale bars, 50 mm.

Table 1 General features of the Meloidogyne incognita genome in

comparison with the genomes of B. malayi7 and C. elegans5

Features M. incognita B. malayi C. elegans

Overall

Estimated size of genome (Mb) 47–51a 90–95a 100a

Total size of assembled sequence (Mb) 86 88 100

Number of scaffolds and/or chromosomes (chr.) 2,817 8,180 6 chr.

G + C content (%) 31.4 30.5 35.4

Protein-coding regions

Number of protein-coding gene models 19,212 11,515 20,072

Protein-coding sequence (% of genome) 25.3 17.8 25.5

Maximum/average protein length

(amino acids)

5,970/354 9,420/

343

18,562/

440

Mean length of intergenic region (bp) 1,402 3,783 2,218

Gene density (genes per Mb) 223 162 228

Operon number 1,585 926 1,118

Percent of genes present in operon 19 18 14

For B. malayi a gene count ranging from 14,500 to 17,800 was inferred after inclusion
of genes in the unannotated portion of the genome7. For C. elegans the gene and protein
count is according to Wormpep database (WS183 release).
aM. incognita: flow cytometry9; B. malayi: flow cytometry and clone-based7; C. elegans
genome has been completely sequenced telomere to telomere (no gaps) and is exactly
100,291,840 bp45.

910 VOLUME 26 NUMBER 8 AUGUST 2008 NATURE BIOTECHNOLOGY

A R T I C L E S

©
20

08
 N

at
ur

e 
P

ub
lis

hi
ng

 G
ro

up
  

ht
tp

://
w

w
w

.n
at

ur
e.

co
m

/n
at

ur
eb

io
te

ch
no

lo
gy

te
l-0

05
60

24
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 J

an
 2

01
1



M. incognita operons containing a total of 3,966 genes. The two
longest operons contained ten genes each and are not allelic copies
(Supplementary Table 4 online). Operons are a dynamic component
of nematode genome architecture, as different sets of genes were
operonic in M. incognita, C. elegans and B. malayi, and only one
operon was found to be strictly conserved between the three nema-
todes (Supplementary Data, section 4; Supplementary Figs. 8 and 9;
Supplementary Table 5 online).

The gene content of a plant-parasitic nematode

The genome sequence was annotated using the integrative gene
prediction platform EuGene14, specifically trained for M. incognita
(Supplementary Data, section 5; Supplementary Table 6 online). We
identified 19,212 protein-coding genes (Table 1). Due to the high
variation between allelic-like copies (Fig. 3) potentially allowing
functional divergence, all copies were considered to be different
genes. Indeed, 69% of protein sequences were o95% identical to
any other (Supplementary Table 7 and Supplementary Fig. 10
online). The protein-coding genes occupy 25.3% of the sequence at
an average density of 223 genes Mb–1, and 36% are supported by
expressed sequence tags (ESTs). InterPro protein domains were
identified in 55% of proteins and 22% were predicted to be secreted.
Comparison of domain occurrence in M. incognita with that in
C. elegans identified an increased abundance of ‘pectate lyase’,

glycoside hydrolase family GH5 and pepti-
dase C48 (SUMO) domains, and fewer
chemoreceptor domains. We compared the
domain content of the M. incognita protein
set to those of C. elegans, B. malayi, Droso-
phila melanogaster and three fungi, of which
two are plant pathogens. Thirty-two domains
were detected only in M. incognita, and two
additional domains were only shared between
the two plant-pathogenic fungi and M. incog-
nita. Functions assigned to the 34 domains
specific to plant pathogens encompassed
plant cell-wall degradation and chorismate
mutase activity (see below). OrthoMCL15

clustering of the same eight proteomes sug-
gested that 52% of M. incognita predicted
proteins had no ortholog in the other species.
Among them, 1,819 proteins (of which 338
were supported by ESTs) are secreted and
lack any known domain (Supplementary
Data, section 6; Supplementary Figs. 11
and 12; Supplementary Tables 8–10 online).
The core complement of proteins in the
phylum Nematoda is relatively small:
B23% of the ortholog groups were shared
by M. incognita, C. elegans and B. malayi
(Supplementary Fig. 12b).

Identifying plant parasitism genes

Nematode proteins produced in and secreted
from specialized gland cells into the host are
likely to be important effectors of plant
parasitism4,16. We identified gene products
that might be involved in parasitic interac-
tion, particularly those that might modify
plant cell walls.
M. incognita has an unprecedented set of

61 plant cell wall–degrading, carbohydrate-active enzymes
(CAZymes). Although a few such individual CAZymes had been
identified previously in some plant-parasitic nematodes and in two
insect species4,16,17, they are absent from all other metazoans studied
to date (Table 2; Supplementary Data, section 7.1; Supplementary
Tables 11–14 online). We identified 21 cellulases and six xylanases
from family GH5, two polygalacturonases from family GH28 and 30
pectate lyases from family PL3. We also identified CAZymes not
previously reported from metazoans, including two additional plant
cell wall–degrading arabinases (family GH43) and two invertases
(family GH32). Invertases catalyze the conversion of sucrose (an
abundant disaccharide in plants) into glucose and fructose, which
can be used by M. incognita as a carbon source. We also identified a
total of 20 candidate expansins in M. incognita, which may disrupt
noncovalent bonds in plant cell walls, making the components more
accessible to plant cell wall–degrading enzymes18. This suite of plant
cell wall–degrading CAZymes, expansins and associated invertases was
probably acquired by horizontal gene transfer (HGT), as the most
similar proteins (outside plant-parasitic nematodes) were bacterial
homologs (Supplementary Table 12). M. incognita also has four
secreted chorismate mutases19, which most closely resemble bacterial
enzymes. Chorismate mutase is a key enzyme in biosynthesis of
aromatic amino acids and related products, and M. incognita may
subvert host tyrosine-dependant lignification or defense responses.

5

4

3

2

1

6

9

16

19

20

37

4750535559616278

79

81

82

93

12
012

8142
149

150
152

171
176

180
183

188
192

202

214

216

230

255

265

267

283

304

325

359

363

364

365

371

400

418

438

442

455
464

475
488

494
550

618
634

641
671

697
705
803
901

975
997

1016
1071
1181
1211
1247

Figure 2 Allelic-like relationships for the five largest supercontigs of the M. incognita assembly.

The five largest supercontigs are shown with plots of gene density (orange curve), conservation with

C. elegans at amino acid level (green curve) and EST density (pink curve). Blue lines represent
most similar matches at the protein level between each predicted gene on these five supercontigs

and 70 matching supercontigs.
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Overall, these genes suggest a critical role of HGT events in the
evolution of plant parasitism within root-knot nematodes.

Apart from genes restricted to M. incognita, we also identified gene
families showing substantial expansion compared to C. elegans.
Among the most notable idiosyncrasies in M. incognita, we identified
more than 20 cysteine proteases of the C48 SUMO (small ubiquitin-
like modifier) deconjugating enzyme family—four times the number
in C. elegans (Supplementary Data, section 7.2; Supplementary
Table 15 online). As some phytopathogenic bacterial virulence factors
are SUMO proteases20, the proteolysis of sumoylated host substrates
may be a general strategy used by pathogens to manipulate host plant
signal transduction. The M. incognita genome also encodes nine serine
proteases from the S16 sub-family (Lon proteases), whereas only three
are identified in C. elegans. These proteases regulate type III protein
secretion in phytopathogenic bacteria21 and may have analogous roles
in M. incognita.

We identified orthologs to other known candidate plant-parasitic
nematode parasitism genes in the genome of M. incognita. As most
of these gene families are also present in animal-parasitic nematodes
and C. elegans, M. incognita members putatively involved in
parasitism were probably recruited from ancestral nematode families
(Supplementary Data, section 7.3; Supplementary Table 16 online).
Twenty-seven previously described M. incognita–restricted pioneer
genes expressed in esophageal glands22 were retrieved in the genome.
Eleven additional copies were identified; all remain Meloidogyne
spp. specific (Supplementary Data, section 7.4; Supplementary
Table 17 online). These secreted proteins of as-yet-unknown function
are likely targets for novel intervention strategies, and warrant
deeper investigation.

Protection against environmental stresses

One aspect of plant defense responses is the production of cytotoxic
oxygen radicals. However, M. incognita has fewer genes encoding

superoxide dismutases and glutathione per-
oxidases than C. elegans (Supplementary
Data, section 7.5; Supplementary Table 18
online). More striking still was the reduction
in glutathione S-transferases (GSTs) and
cytochromes P450 (CYPs), enzymes involved
in xenobiotic metabolism and protec-
tion against peroxidative damage. Whereas
C. elegans has 44 GSTs, including representa-
tives from the Omega, Sigma and Zeta
classes23, M. incognita possesses only 5
GSTs, all from the Sigma class. Sigma class
GSTs are involved in protection against oxi-
dants rather than xenobiotics. A comparable
reduction in gst genes was observed in
B. malayi7. Similarly, whereas C. elegans has
80 different cyp genes from 16 families24, only
27 full or partial cyp genes, from 8 families,
were identified in M. incognita. CYP35 and
other families of xenobiotic-metabolizing
P450s are absent from M. incognita (Supple-
mentary Data, section 7.5; Supplementary
Table 18).

We identified M. incognita orthologs of all
genes of the innate immunity signaling path-
ways of C. elegans25 except trf-1, which is part
of the Toll pathway (Supplementary Data,
section 7.5; Supplementary Table 19 online).

However, immune effectors such as lysozymes, C-type lectins and
chitinases were much less abundant in M. incognita than in C. elegans.
As previously observed in B. malayi7, entire classes of immune
effectors known from C. elegans were absent from M. incognita,
including antibacterial genes such as abf and spp26 and antifungal
genes of several classes (nlp, cnc, fip, fipr)25 (Supplementary Data,
section 7.5; Supplementary Table 19). As plant parasites embedded in
root tissues are protected from a variety of biotic and abiotic stresses,
we speculate that the reduction and specialization of chemical and
immune defense genes is a result of life in this privileged environment.
C. elegans has a broad range of unusual fucosylated N-glycan

structures compared to other metazoans27. M. incognita has
almost twice as many candidate fucosyltransferases as C. elegans
(Supplementary Data, section 7.1; Supplementary Table 14). As
suggested for animal-parasitic nematodes, multi-fucosylated struc-
tures on the surface of the nematode cuticle could help M. incognita
to evade recognition27.

Table 2 Meloidogyne incognita enzymes with predicted plant cell

wall–degrading activities, compared with those in C. elegans and

D. melanogaster

Substrate Cellulose Xylan Arabinan Pectin Other

Family GH5 (cel) GH5 (xyl) GH43 GH28 PL3 EXPN Total

M. incognita 21 6 2 2 30 20 81

C. elegans 0 0 0 0 0 0 0

D. melanogaster 0 0 0 0 0 0 0

Number of genes encoding enzymes with candidate activity on different substrate is
listed in the three selected species. GH, glycoside hydrolases; PL, polysaccharide lyases;
EXPN, expansin-like proteins, following the CAZy nomenclature (http://www.cazy.org/).
A total of nine and two cellulose-binding modules of family CBM2 (bacterial type) were
found appended to candidate expansins and cellulases, respectively.
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Figure 3 Example of two allelic-like regions in the Meloidogyne incognita assembly. Exons are

represented by red boxes and are linked together to form genes (arrows indicate the direction of

transcription). Gray boxes show assembly gaps. Highly diverged allelic genes are linked together

using blue boxes. Gene order is well conserved between the two allelic-like regions, with only minor

differences in predicted gene structure. Percentages of sequence identity at the protein level between

the two allelic-like regions are indicated.
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Core biological processes

Nuclear receptors, kinases, G-protein coupled receptors (GPCRs)
and neuropeptides encompass some of the gene products most
extensively involved in core physiological, developmental and
regulatory processes.
C. elegans has a surprisingly large number of nuclear receptors,

but curiously lacks orthologs of many nuclear receptor types
conserved in other animals28. Some of these conserved nuclear
receptors are present in B. malayi7. Among the 92 predicted nuclear
receptors in M. incognita, we identified orthologs of several known
nematode nuclear receptors, although many of the nuclear
receptors present in B. malayi and absent in C. elegans were also absent
in M. incognita (Supplementary Data, section 7.6; Supplementary
Table 20 online). Many C. elegans nuclear receptors are classified as
supplementary nuclear receptors (SupNRs), likely derived from a
hepatocyte nuclear factor-4-like ancestor29. Orthologs of SupNRs
were found in M. incognita, including a 41-member, M. incognita-
specific expansion. Fourteen SupNRs are one-to-one orthologs
between B. malayi, M. incognita and C. elegans, or conserved only
between M. incognita and C. elegans, with secondary losses in
B. malayi (Supplementary Data, section 7.6; Supplementary Fig. 13
online). Thus the expansion of SupNRs started before the

Brugia-Meloidogyne-Caenorhabditis split and has proceeded indepen-
dently in C. elegans and M. incognita.
M. incognita has 499 predicted kinases compared to 411 in

C. elegans30 and 215 in B. malayi7. The kinases were grouped into
232 OrthoMCL clusters, 24 of which contained only nematode
members, suggesting that they have nematode-specific functions.
Four kinase families contained only M. incognita and B. malayi
members, suggesting potential roles for these genes in parasitism.
Finally, 66 kinase families, containing 122 genes, appear to be
M. incognita-specific (Supplementary Data, section 7.7; Supplemen-
tary Table 21 online). Seven percent (1,280) of all C. elegans genes are
predicted to encode GPCRs that play crucial roles in chemosensation.
These C. elegans genes have been divided into three serpentine
receptor superfamilies and five solo families31. M. incognita has only
108 GPCR genes and these derive from two of the three serpentine
receptor superfamilies and one of the solo families. These M. incognita
chemosensory genes are commonly found as duplicates clustered on
the genome, as observed in C. elegans (Supplementary Data, section
7.8; Supplementary Fig. 14; Supplementary Table 22 online).

Neuropeptide diversity is remarkably high in nematodes, given the
structural simplicity of their nervous systems. C. elegans has 28
Phe-Met-Arg-Phe-amide-like peptide (flp) and 35 neuropeptide-like
protein (nlp) genes encoding B200 distinct neuropeptides32.
The identified neuropeptide complement of M. incognita is smaller:
19 flp genes and 21 nlp genes. However, two flp genes, Mi-flp-30 and
Mi-flp-31, encode neuropeptides that have not been identified in
C. elegans, suggesting that they could fulfill functions specific to a
phytoparasitic lifestyle (Supplementary Data, section 7.9; Supple-
mentary Table 23 online).

The XX-XO sex determination pathway in C. elegans is intimately
linked to the dosage compensation pathway33. M. incognita reproduces
exclusively by mitotic parthenogenesis, and males do not contribute
genetically to production of offspring11. M. incognita also displays an
environmental influence on sex determination: under less favorable
environmental conditions far more males are produced. These males
can arise due to sex reversal34 and intersexual forms can be produced.
M. incognita homologs of at least one member of each step of the
C. elegans sex determination cascade were identified, including sdc-1
from the dosage compensation pathway, tra-1, tra-3 and fem-2 from
the sex determination pathway itself, and also downstream genes such
as mag-1 (which represses male-promoting genes) and mab-23 (which
controls male differentiation and behavior). In addition, a large family
(B35 genes) of M. incognita secreted proteins, similar to the C2H2
zinc finger motif–containing tra-1 from C. elegans, was identified
(Supplementary Data, section 7.10; Supplementary Table 24 online).
It is therefore possible that M. incognita uses a similar genetic system
for sex determination, but with the male pathway also modulated in
response to environmental cues.

Taken together, these comparative analyses of genes, underpinning
important traits, highlight the huge biodiversity in the phylum
Nematoda. Idiosyncrasies identified in M. incognita may account for
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mRNA target degradation
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Figure 4 RNAi pathway and lethal targets. (a) Comparison of the RNAi

pathway genes of C. elegans and M. incognita. A gray background indicates

that at least one homologous gene was found in M. incognita, and a white

background indicates that no homologous gene was found in M. incognita.

(b) Distribution of orthologs to C. elegans lethal RNAi genes (Ce, black)

between M. incognita (Mi, red), C. briggsae and B. malayi (Cb & Bm, green),

D. melanogaster and three fungi, N. crassa, G. zea and M. grisea (Dm & 3

fungi, gray) using OrthoMCL. A yellow background indicates 148 nematode-
only gene clusters.
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its parasitic lifestyle and lead to the development of new control
strategies directed against plant-parasitic nematodes.

RNA interference and lethal phenotypes

RNA interference (RNAi) is a promising technology for the functional
analysis of parasitic nematode genes. RNAi can be induced in
M. incognita by feeding, with variable silencing efficiencies depending
on the gene target35,36. M. incognita has many genes of the C. elegans
RNAi pathway, including components of the amplification complex
(ego-1, rrf-1, rrf-2 and rrf-3). However, we found no homologs
of sid-1, sid-2, rsd-2 and rsd-6, which are genes involved in
systemic RNAi and double-stranded RNA spreading to surrounding
cells (Fig. 4, Supplementary Data, section 7.11; Supplementary
Table 25 online). These genes are also absent from B. malayi7 and
Haemonchus contortus37, suggesting that systematic RNAi may
spread through the action of novel or poorly conserved factors. We
retrieved 2,958 C. elegans genes having a lethal RNAi phenotype
and searched for orthologs in M. incognita. Among the 1,083
OrthoMCL families identified, 148 (containing 344 M. incognita
genes) appear to be nematode specific (Supplementary Data, section
7.12). Because of their lethal RNAi phenotype and distinctive sequence
properties, these genes provide an attractive set of new antiparasite
drug targets.

DISCUSSION

The genome of M. incognita has many traits that render it particularly
attractive for studying the fundamentals of plant parasitism in the
Nematoda. One remarkable feature is that most of the genome is
composed of pairs of homologous segments that may denote former
diverged alleles. This suggests that M. incognita is evolving without sex
toward effective haploidy through the Meselson effect38–40. As the
M. incognita genome is the first one sequenced and assembled for a
strictly parthenogenetic species, we expect that its comparison with
sexual nematode genomes will shed light on mechanisms leading to its
peculiar structure. Functional divergence between ancient alleles of
genes involved in the host-parasite interface could explain the extre-
mely wide host range and geographic distribution of this polyphagous
nematode. Analysis of the gene content of M. incognita revealed a suite
of plant cell wall–degrading enzymes, which has no equivalent in any
animal studied to date. The striking similarity of these enzymes to
bacterial homologs suggests that these genes were acquired by multiple
HGT events. Just as many instances of bacterial HGT involve sets of
genes implicated in adaptations to new hosts or food sources, the
candidate HGT events in M. incognita involve genes with potential
roles in interactions with hosts. The alternative hypothesis—that these
genes were acquired vertically from a common ancestor of bacteria
and nematodes and lost in most eukaryote lineages—appears less
parsimonious. Other singularities encompass M. incognita-restricted
secreted proteins or lineage-specific expansions and/or reductions that
may play roles in host-parasite interaction.

Transcriptional profiling, proteomic analysis and high through-
put RNAi strategies are in progress and will lead to a deeper under-
standing of the processes by which a nematode causes plant
disease. Combining such knowledge with functional genomic data
from the model host plant A. thaliana should provide new insights
into the intimate molecular dialog governing plant-nematode
interactions and allow the further development of target-specific
strategies to limit crop damage. Through the use of comparative
genomics, the availability of free-living, animal- and plant-parasitic
nematode genomes should provide new insights into parasitism and
niche adaptation.

METHODS
Strain and DNA extraction. We used the M. incognita strain ‘Morelos’ from

the root-knot nematode collection held at INRA (Institut National de la

Recherche Agronomique) Sophia Antipolis, France. Nematode eggs were

collected in a sterile manner from tomato roots and checked for the presence

of plant material contaminants. DNA was extracted as described in Supple-

mentary Methods, section 8.1 online.

Genome sequencing and assembly. We obtained paired-end sequences from

plasmid and BAC libraries with the Sanger dideoxynucleotide technology on

ABI3730xl DNA analyzers. The 1,000,873 individual reads were assembled in

2,817 supercontigs using Arachne8 (Supplementary Methods, section 8.2;

Supplementary Table 26 online).

Genome structure, operons and noncoding elements. The assembled genome

was searched for repetitive and non-coding elements. Scaffolds were aligned to

determine pairs and triplets of allelic-like regions. Gene positions along

scaffolds were used to predict clusters of genes forming putative operons

(Supplementary Methods, section 8.3–8.7).

Prediction of protein coding genes. Gene predictions were performed

using EuGene14, optimized for M. incognita models and tested on a data

set of 230 nonredundant, full-length cDNAs. Translation starts and splice

sites were predicted by SpliceMachine41. Available M. incognita ESTs were

aligned on the genome using GenomeThreader42. Similarities to C. elegans

and other species’ protein, genome and EST sequences were identified using

BLAST43. Repetitive sequences were masked using RepeatMasker (http://

repeatmasker.org/, Supplementary Methods, section 8.8; Supplementary

Fig. 15 online).

Automatic functional annotation. Protein domains were searched with Inter-

proScan44. We also submitted proteins from seven additional species to the

same InterproScan search. We included three other nematodes (C. elegans,

C. briggsae and B. malayi), the fruitfly (D. melanogaster) and three fungi

(Magnaporthe grisea, Gibberella zea and Neurospora crassa). To identify clusters

of orthologous genes between M. incognita and the seven additional species, we

used OrthoMCL15 (Supplementary Methods, section 8.9).

Expert functional annotation. The collection of predicted protein coding

genes was manually annotated by a consortium of laboratories. Each laboratory

focused on a particular process or gene family relevant to the different aspects

of M. incognita biology. Patterns of presence and/or absence and expansion

and/or reduction in comparison to C. elegans, and other species were

examined. The quality of predicted genes was manually checked and a

functional annotation was proposed accordingly (Supplementary Methods,

sections 8.10–8.20). A genome browser and additional information on the

project are available from http://meloidogyne.toulouse.inra.fr/.

Accession codes. The 9,538 contigs resulting from the Meloidogyne incognita

genome assembly and annotation were deposited in the EMBL/Genbank/DDBJ

databases under accession numbers CABB01000001–CABB01009538.

Note: Supplementary information is available on the Nature Biotechnology website.
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3 Repetitive and non protein-coding sequences 

3.1 Repeats and Transposable Elements  

The BLASTER all-by-all comparison of the M. incognita genome (first step of the denovo 

pipeline, Supplementary Methods, section 8.4) indicated that repeats cover 19% of the 

genome. This is clearly an underestimate due to the high stringency of this search. At the end 

of the annotation pipeline, thirty-six percent of the M. incognita genome matched consensus 

sequences for repeats (Table S2). 

In total, 4,041 different repeat families were detected, from which 3,066 had no visible TE 

features, and 135 had contradictory characteristics. Note that some of the families with no TE 

features and contradictory characteristics may correspond to satellite repeats. 

Only 690 families had obvious TE features: 210 LTR retroelements, 29 LINEs-like, 13 

SINEs-like, 430 TIR transposons and 8 Helitrons. Table S2 summarizes the statistics for 

these categories plus the repeats such as SSRs and those without any TE features or 

contradictory characteristics. 

 

Table S2 | Summary statistics for repeats in M. incognita genome 

Repeats types TE class 
Number of 

families 
Number of 

copies 
Coverage 

(bp) 
Coverage (% of  

genome) 

LTR retroelement 

Class I 

210 2,625 2,238,615 2.37 

LINE 29 381 268,357 0.31 

SINE 13 148 75,296 0.09 

TIR transposon Class II 430 9,725 2,897,931 3.37 

Helitron  8 108 201,474 0.23 

SSR  150 2,100 541,345 0.63 

no TE features  3,066 82,598 22,556,643 26.21 

contradictory features  135 2,263 3,019,110 3.51 

Total  4,041 99,843 31,601,493 36.72 

 

The highest number of copies for a repeat family was 583. This family consensus sequence is 

628bp long with no visible TE feature. Each family had on average 24 copies with a median 

of 12, indicating a skewed distribution of copy number among repeat families. 
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The highest number of complete copies, 43, was for another family with a 944 bp long 

consensus sequence and no obvious TE feature. These copies are considered as complete as 

their length is at least 95% of the consensus. Figures S5 and S6 show the copy numbers for 

different types of repeat. 

Figure S5 | Distribution of copy number for different super-families of TEs. 

 

In terms of dynamics, one hundred and eleven different families have a minimum copy-to-

family consensus identity percentage greater than 95% indicating recent families and possible 

current activity. All together, they represent 334 copies and cover 0.4% of the genome (Fig. 

S6). 
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Figure S6 | Distribution of the mean identity between the copies and the 

consensus for different super-families of TEs. 
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a.2 article "extensive synteny conservation of ho-
locentric chromosomes in lepidoptera despite

high rates of local genome rearrangements"

Les suppléments ne sont pas inclus car ils ne sont pas indis-
pensables à la compréhension de cet article dans le cadre de ce
manuscrit de thèse.
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Extensive synteny conservation of holocentric
chromosomes in Lepidoptera despite high rates of
local genome rearrangements
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The recent assembly of the silkworm Bombyxmori genomewith 432
Mb on 28 holocentric chromosomes has become a reference in the
genomic analysis of the very diverse Order of Lepidoptera. We se-
quenced BACs from two major pests, the noctuid moths Helicoverpa
armigera and Spodoptera frugiperda, corresponding to 15 regions
distributed on 11B.mori chromosomes, each BAC/region being anch-
ored by known orthologous gene(s) to analyze syntenic relationships
and genome rearrangements among the three species. Nearly 300
genes and numerous transposable elements were identified, with
long interspersed nuclear elements and terminal inverted repeats
the most abundant transposable element classes. There was a high
degree of synteny conservationbetweenB.mori and the twonoctuid
species. Conserved syntenic blocks of identified genes were very
small, however, approximately 1.3 genes per block between B. mori
and the two noctuid species and 2.0 genes per block between S. fru-
giperdaandH.armigera.This corresponds toapproximately twochro-
mosome breaks per Mb DNA per My. This is a much higher evolution
rate than among species of theDrosophila genus andmay be related
to the holocentric nature of the lepidopteran genomes. We report a
large cluster of eight members of the aminopeptidase N gene family
that we estimate to have been present since the Jurassic. In contrast,
several clusters of cytochrome P450 genes showed multiple lineage-
specific duplication events, in particular in the lepidopteran CYP9A
subfamily. Our study highlights the value of the silkworm genome
as a reference in lepidopteran comparative genomics.

comparative genomics | silkworm | Noctuidae | transposable elements |
gene clusters

The insect order Lepidoptera is second only to Coleoptera as the
most prolific in animal species number, with an estimated total

of more than 160,000 species falling into more than 130 families.
Assembly of the first lepidopteran genome, that of the domes-
ticated silkwormBombyxmori, has established a valuable reference
for lepidopteran comparative genomics and genetics (1). The
radiation of the major clades of Lepidoptera occurred in the late
Jurassic less than 150 Mya (2, 3). The superfamily Noctuoidea
contains approximately one fourth of all Lepidoptera and includes
a very large number of major pest species of agriculture and for-
estry. It has a fossil record dating back to at least 75Mya (4), which
is close to the time of divergence of the superfamily Bombycoidea
to which the silkworm belongs. The diversification and pro-
liferation of lepidopteran species is therefore very recent (5). The
insights gained from comparative genomic analyses using a refer-
ence genome from a model species such as the silkworm would
greatly facilitate research on all Lepidoptera, and in particular on
selective targets for innovative pest management at a time when
competition for food between humans and insects is becoming a

critical challenge for a rapidly growing human population. The 432
Mb genome of B. mori is the first fully sequenced lepidopteran
genome (1), and detailed SNP andBAC-based chromosomalmaps
are available (6, 7).Wewished to compare the silkworm genome at
a finer scale with that of major lepidopteran pests from the family
Noctuidae, Helicoverpa armigera and Spodoptera frugiperda. The
Old World cotton bollworm H. armigera is a highly polyphagous
pest and ranks as the world’s worst pest of agriculture (8, 9). It is
closely related to Helicoverpa zea, its New World relative from
which it diverged approximately 1.5 Mya (10) and to Heliothis
virescens, both major pest species in their own right. Similarly, the
fall armyworm S. frugiperda is a major pest of maize and rice in the
Americas and represents a genus comprising many pests world-
wide. Conservation of synteny would allow a rapid identification of
genes in these pest species from the knowledge of the Bombyx
genome. The precise definition of conserved segments and of the
degree of chromosome rearrangement is more difficult (11–15).
Nonetheless, conservation of synteny, when it can be documented,
is an extremely useful feature of comparative genomics that vali-
dates the use of amodel organism and that defines a framework for
a finer study of gene and genome evolution.
Overall conservation of synteny in Lepidoptera has been

reported in several studies (16–20) suggesting that, over the 100
My separating the Bombyx and butterfly lineages, some degree of
gene synteny has thus been maintained. However, a more detailed
study was warranted to allow more general conclusions. In par-
ticular, we asked whether the holocentric nature of the multiple
chromosomes in Lepidoptera (n = 28 in Bombyx) favors scram-
bling of gene order and masks microsyntenic relationships. The
Bombyx genome has among the highest level of repetitive
sequences [43.6% (1)] of all insect genomes studied to date [vs.
Apis mellifera with just 1% (21)]. We therefore also asked whether

Author contributions: E.A., K.M., P.F., and R.F. designed research; E.A., S.B.-S., S.G., C.G.,
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the high level of repeated sequences would make it difficult to use
Bombyx as a reference genome for lepidopteran pests.
To answer these questions, we studied the gene landscape and

patterns of repetitive sequence distribution, as well as synteny
and rearrangements at a very fine scale in 15 genomic regions
anchored by orthologous genes in the two noctuid species, H.
armigera and S. frugiperda, and in the silkworm B. mori. Our
study is based on a detailed analysis of high-quality BAC se-
quences in the two noctuid species, and on the newly assembled
complete genome sequence of the silkworm.

Results
Strategy of the Comparative Genome Analysis. We sequenced and
annotated BACs representing 15 putatively homologous regions
of the genome in comparison with the fully assembled genome of
B. mori. We sought to cover genomic regions neighboring genes
that vary widely in their evolutionary constraints (Table S1).
These regions were covered by 18 BACs in H. armigera covering
a total of 1.963 Mb of genomic DNA and by 17 BACs in S.
frugiperda covering a total of 2.042 Mb of genomic DNA. This
represents approximately 0.5% each of the two genomes. We
estimated the total sequence overlap between the H. armigera
and S. frugiperda sequences to cover 1.22 Mb, with 81.6 ± 8.1 kb
of overlap for each pair. The 15 genomic regions were each
compared to regions spanning 200 kb of the B. mori genome on
15 scaffolds that were distributed on 11 of the 28 chromosomes.
The GC content in the three species was similar (32.7–36.3%).
We identified 502, 201, and 274 genes in B. mori, H. armigera,
and S. frugiperda, respectively (Table S2). We compared both the
complete set of presumed orthologues and a limited set of
additional genes of the three species (34–46 genes), which were
analyzed in greater detail. These genes were selected because of
the high degree of confidence in their annotation, i.e., 18 unique
genes and 16 to 28 members of multigene families. Table S2
shows that gene length was greater in B. mori (6.5–8.0 kb) than in
S. frugiperda (4.3–4.9 kb) and in H. armigera (3.1–4.9 kb). This
was a result of a corresponding variation in intron size that was
greatest in B. mori. The intergenic regions represent 41% of the
B. mori genome compared with 55% in the noctuids.

Repetitive Sequences and Transposable Elements. The BACs cov-
ering the 15 regions of interest and 20, 20, and 55 additional BACs
sequences from H. armigera, S. frugiperda, and B. mori, respec-

tively (that are not included in the synteny study) were used for de
novo repeated sequences detection using the REPET pipelines
(22). The results (Dataset S1 (XLS)) show that the most abundant
classes are long interspersed nuclear elements (LINEs) and ter-
minal inverted repeats (TIRs) in the three lepidopteran sub-
genomes with a quasi-equal number of consensus for both classes
in each species. Class II elements predominate inH. armigera and
S. frugiperda with 13 and 11 consensus, respectively, compared
with seven and six consensus of class I, whereas elements of class I
are the most abundant in the 55 BACs of our B. mori subgenome
(76 consensus of class I for 59 of class II).
The total proportions of repeated sequences in H. armigera, S.

frugiperda, andB. moriwere 16.2%, 8.0%, and 33.8%, respectively.
This latter value is close to that found for the whole silkworm
genome, i.e., 43.6% for repeated sequences and 35.1% for trans-
posable elements (TEs), respectively (1, 23). Among repeated
sequences of the TE type, retrotransposons cover 42.5%, 76.5%,
and 68.4% of the total TE sequence in H. armigera, S. frugiperda,
andB.mori, respectively, with an expansion of some LINE families
in S. frugiperda and B. mori. The TE annotation is available online
at the Lepido-DB (http://www.inra.fr/lepidodb), and the description
of families and their respective distribution in the three species will
be the object of a future study.

Conservation of Synteny. Quantifying the synteny conservation. Syn-
tenic genes were detected and annotated (Fig. S1) in the 15
genomic regions as described below in Materials and Methods,
and the resulting three-way comparisons are presented in Fig.
S2. Syntenic genes can also be visualized online with the Cmap
software at the Lepido-DB Web site. Fig. 1 shows an example of
such three-way comparisons, with the CYP332A region with a
very high degree of synteny conservation.
Taking B. mori scaffolds as a reference, we counted for each

region the number of genes maintained in the overlapping portion
of the B. mori scaffolds with either of the noctuid BACs (Table 1
andDataset S2). Among the 270 genes analyzed, 141 (52.2%) were
present in either of the noctuids BACs.Most of the analyzed genes
(74.8%) were of “known class,” that is, homologous to a gene of
known function, having a match to an RNA sequence, or syntenic
with a gene of known function; the remaining 25.2%were classified
as “HP,” i.e., encoding hypothetical proteins. Among the B. mori
identified known genes, 64.4% were found in both of the noctuids
BACs, whereas only 16.2% of the HP genes were syntenic. This

Fig. 1. Syntenic relationship at the CYP332A locus. Schemes at scale representing, from top to bottom, H. armigera, S. frugiperda, and B. mori. Arrows represent
genes predicted by KAIKOGAAS. Only valid genes are shown (Fig. S1). Synteny links are shownwith black dotted lines. In text boxes, gene ID, or for other genes, HP,
unknown protein (UP; presence of a match to an EST with a threshold of 10−40 by BlastN). Synteny blocks (as defined in text) are shown as colored boxes spanning
genes arrows in the case of H. armigera and S. frugiperda, below and above gene arrows in the case of S. frugiperda and B. mori, respectively. See Fig. S2 for gene
name abbreviations.
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suggests that known genes, whose sequence is conserved between
species, are located in more stable regions of the genome whereas
unconserved genes, some of which may be species-specific, lie in
more plastic regions. Twenty-six of 141 genes of B. mori (18.3%)
that are found in the corresponding BACs from noctuids were in
the reverse orientation.
We counted the number of presumed orthologues found in the

corresponding B. mori region for each of the 15 BAC pairs,
irrespective of their order or orientation. This is a restrictive
view, because in some cases, genes present on the BACs were
found outside the 200-kb B. mori region, but within the same
scaffold. For example, in the Or83b genomic region of B. mori
(Fig. S2), the FBPA genes were located 297 kb away from the
Or83b gene on the same scaffold. The data (Dataset S3) show
that the number of presumed orthologues was very variable,
from a minimum of one (the anchor gene used to select the
BAC) to 16 in the TATA binding protein (TBP) region of S.
frugiperda and 13 in the CYP4M region of H. armigera. These
variations were roughly correlated with gene density that was not
evenly distributed. The TBP region of S. frugiperda was charac-
terized by one gene every 4.5 kb, whereas the juvenile hormone
acid methyl transferase region had only one gene every 24.6 kb in
H. armigera. On average, 69.8% and 50.2% of the genes from H.
armigera and S. frugiperda, respectively, were found to be in
macrosyntenic conservation, with a median density of eight genes
per BAC. In other words, in approximately half the cases, two
genes in synteny over 50 kb in B. mori would be found within 34
kb of each other in the two noctuid species. This clearly indicates
conservation of synteny at a macroscopic scale. We then ana-
lyzed the syntenic relationships at a finer scale.
Fine-scale microsynteny and size of synteny blocks. We measured the
number and length of synteny blocks, i.e., conserved segment cor-
responding to any region in which gene content and order are
conserved (24). Genes belonging to a TE were excluded. Only
validated genes were considered (as detailed earlier). This analysis
(Fig. 2) showed that synteny blocks are very small. They spanned
2.01 genes per block on average between the two related noctuids
(maximum size of nine genes), and were smaller between B. mori
and S. frugiperda or H. armigera (1.29 and 1.32 on average, respec-
tively, with amaximumof four genes). Because of their limited size,
synteny blocks were seldom interrupted by lack of sequence extent
(i.e., BAC extremities). The average number of genes per BAC or
genomic region analyzedwas 11 forH. armigera, 16 for S. frugiperda,
and 26 for B. mori, far greater than the average block size.
We then examined the recombination events responsible for the

synteny breaks. Apart from inversions, we assumed that the pres-
ence ofB.mori genes whose orthologues were not found in the two
noctuid species has resulted from transpositions to or from unse-
quenced parts of these genomes (i.e., beyond the boundaries of the
BACs). In addition to orthologues we also analyzed paralogues
resulting from duplications in one of the species, taking into
account the closest paralogue pairs based on phylogenetic analysis
of the encoded proteins. We recorded a ratio of 1.0:8.0:3.4 of
inversions, transpositions, and duplications, respectively, between
the pest genomes (Table 2). This ratio was 1.0:8.7:3.4 between B.
mori and H. armigera and 1.0:11.4:3.4 between B. mori and S. fru-
giperda. We then focused on the overall rate of rearrangements

since speciation of the three lepidopteran species. An inversion
event results from two double-strand breaks, whereas a trans-
position requires three (24). The duplications observed within
gene families may have resulted from replication slippage or a
break-and-join mechanism such as unequal crossing over or
transposition and may thus involve zero, two, or three breaks,
respectively, and we conservatively counted one break per dupli-
cation. The results (Table 3) showed a very high number of
breakages. Several genomic regions in our analysis contained
variable numbers of duplicated genes from large gene families that
may have biased our results by inflating the number of breaks. We
therefore corrected for this potential bias by counting only ortho-
logues or best paralogue pairs (Table 3, column 2), by excluding all
genes that had undergone duplication in one of the species (Table
3, column 3) or by excluding all BAC regions in which members of
large gene families were present (Table 3, column 4). In all three
cases, the calculated evolution rate remained very similar. The
evolution rate is approximately two breaks perMbperMya and has
perhaps accelerated within the Noctuidae.

Correlation Between Breakages and TE Density. TEs are often a
source of genomic rearrangements or can insert at genomic
breakages. We recorded the precise coordinates of synteny breaks
between the two noctuid genomes, and counted the number of TE
copies by a slidingwindowof 10kbalong theBACs. Inmany cases, a
clear correlation was evidenced. In the case of the CYP4M region
(Fig. 3A), a clear association of TE copy density was seen with the
synteny breaks corresponding to one gene inversion and to the
duplications of the CYP4M genes. Such an association was found
also in the H. armigera BAC carrying the gene encoding the ecdy-
sone receptor at theplaceswhereduplications of thegene encoding
a putative multibinding protein genes have occurred (Fig. 3B).

Evolution of Gene Clusters. Several gene clusters were covered by
our analysis. The aminopeptidase N (APN) of lepidopteranmidgut
has receivedwide attention because of its role in themode of action

Table 1. Gene categories with B. mori as reference

Type

Genes with
known

function (ID)

Genes with
identified
mRNA (UP)

Partial sum
(ID + UP)

Genes encoding
hypothetical
protein (HP)

Total genes
(ID + UP + HP)

Syntenic 113 17 130 (64.4%) 11 (16.2%) 141 (52.2%)
Nonsyntenic 2 70 72 (35.6%) 57 (83.8%) 129 (47.8%)

UP, unknown protein.

Fig. 2. Number of genes per synteny block. Black and white striped bars:
between H. armigera and S. frugiperda (average size 2.04). Black bars:
between B. mori and S. frugiperda (average size 1.29). White bars: between
B. mori and H. armigera (average size 1.32).
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of Cry toxins ofBacillus thurigiensis (25), andmultiple APN cDNAs
from a variety of species are available (26).We show here thatAPN
genes are organized in a single, large cluster of nine genes on
chromosome 9 of B. mori. Remarkably, this cluster is highly con-
served in both order and orientation of the genes in the three
species (Fig. S3). In addition to seven previously identified APNs
(26), the cluster contained two additional genes:Zn-m1, a member
of the more distantly related protease m1 zinc metalloproteases
found in insects and vertebrates, and APN-8, related to a fat body–
specific transcript previously reported from Spodoptera litura (27).
Our analysis also covered five clusters of P450 genes, one of the

largest multigene family in insects (28). The CYP genes in the five
clusters have evolved at a roughly similar rate, as seen by the
similar range in overall protein identity of the encoded enzymes
(51–68% between B. mori and the two noctuids). However, this
evolution was punctuated by multiple duplication events in the
two noctuid lineages, and possible gene loss in the silkworm lin-
eage, so that we found 17 to 22 CYP genes in the noctuids and just
nine in B. mori. The CYP9A cluster on chromosome 17 had the
most complex evolutionary history (Fig. 4).We found fourCYP9A
genes in B. mori, and there are no additional CYP9A genes in the
genome. In contrast, we found five CYP9A genes in H. armigera
and nine in S. frugiperda. We searched the yet unassembled
H. armigera genome for other CYP9A genes and found that the
four B. mori genes are monophyletic with the only other CYP9A
gene that is present in the H. armigera genome, but beyond the
boundaries of our BAC coverage. This gene, CYP9A14, is most
closely related to CYP9A22 of B. mori, and to date a closest
paralogue in S. frugiperda has not been found. Two gene dupli-
cations leading toCYP9A19, -20, and -21 therefore occurred in the
Bombyx lineage. The CYP9A3 and CYP9A32 genes of the noctuid
species are on the opposite strand of the chromosomes respective
to the rest of the cluster. They are probable orthologues and their
expected third orthologue has probably been lost in the Bombyx
lineage. The remainder of the CYP9A genes in the noctuids
resulted from seven gene duplications, of which four occurred in
the Spodoptera lineage. The rate of evolution varied over time in a
lineage-specific manner, and this was probably accompanied by
chromosomes rearrangements, as flanking genes have drastically
changed in distance and orientation (Fig. 4).

Large-Scale Chromosomal Inversion. In the RpL5A genomic region,
the rpl5A gene and the three genes immediately downstream of
rpl5A are in the same orientation in the three species (Fig. S4). In
the flanking regions, three known genes are reversed in B. mori
compared with S. frugiperda on one side, and five genes are also

reversed in B. mori on the other side. The colinearity all along the
BACs from noctuids is shown at the nucleotide level by dot plots,
which also show the large inversion between B. mori and the two
noctuids (Fig. S4). This inversion dates before the divergence of
the two noctuid species. It is possible that other large-scale inver-
sionsweremissed in the present study because the size of theBACs
may be equal or smaller than the size of such inversions.

Discussion
The assembled sequence for Bombyx mori amounts to a 432 Mb
genome size, and this size was estimated to 405 Mb for H. vir-
escens (29), a species closely related to H. armigera. Sequenced
genomes show enormous variation in TE copy number, which
can largely account for differences in genome size (30). Invasion
of the silkworm genome by class I TEs may be responsible for its
slightly increased size relative to noctuids. The most abundant
classes of TE are LINEs and TIRs in the three genomes. In
terms of genome coverage, LINEs predominate in B. mori and S.
frugiperda and contribute equally with TIRs in H. armigera. The
prevalence of non-LTR retrotransposons makes lepidopteran
genomes different from that of Drosophila melanogaster, in which
LTR retrotransposons are the most abundant (31). Both the
rather high repeat coverage and the prevalence of non-LTR
retrotransposons make lepidopteran genomes look like mam-
malian genomes (32, 33).
We chose tomeasure the evolution rate of chromosomes (12) to

further compare the genomic plasticity of Lepidoptera with that of
other invertebrates like Diptera and nematodes. Thus, we exam-
ined the border of each synteny block to identify the recombination
events responsible for the synteny breaks, and deduced a number
of breakages perMb.We calculated 85 breakages perMb between
the pest genomes and (132/150) breakages per Mb between pests
and B. mori. These values are higher than the 51 breakages perMb
determined in a comparison of 13% of the Caenorhabditis briggsae
genome with the Caenorhabditis elegans genome (12), whose
divergence time is estimated at 50 to 120Mya. These initial values
of 0.4 to 1 breakages perMb perMya (12) were later refined by the
same method to 0.5 to 0.7 breakages per Mb per Mya in a whole-
genome comparison (34), suggesting that the values we obtained
for our genome sampling are likely to be robust. The evolution rate
of lepidopteran genomes (approximately 2 breakages per Mb per
Mya) is thus faster than that of nematodes, themselves evolving
fourfold faster than Drosophila species (12), whose chromosomes
rearrange two orders of magnitude faster than those of mammals
and faster than plant chromosomes (35). This very high rate is
clearly not correlated to generation time or effective population
size (36), because these life history traits can be very similar
between Lepidoptera and higher Diptera. Nematodes and Lep-
idoptera share a common feature, i.e., the holocentric organization
of their chromosomes. The scattered organization of centromeric
determinants may lead to a greater genomic plasticity as chro-
mosome fragments resulting from double-strand breaks may be
maintained and reintegrated elsewhere. A ratio of 1.0:2.3 of
inversions to transpositions was described in the comparison of

Table 2. Number of rearrangements recorded between species

Species Inversions Transpositions Duplications

Ha-Sf 5 40 17
Bm-Ha 10 87 34
Bm-Sf 9 103 31

Table 3. Number of chromosomal breakages per Mb DNA since divergence of the species

Species
Divergence
time, MYa

No. of breakages/Mb (number/Mb/MY)

Overall values for 15 regions,
counting only 1:1 orthologue

or best paralogue pairs

Values for 15 regions,
excluding gene
duplications

Values for seven regions
lacking gene families

Ha/Sf 20–40 85 (2.83) 75 (2.50) 99 (3.30)
Bm/Ha 60–100 132 (1.65) 114 (1.43) 109 (1.37)
Bm/Sf 60–100 150 (1.88) 136 (1.70) 165 (2.07)
Mean — 122 (2.12) 108 (1.87) 125 (2.25)
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Caenorhabditis species (12). We find ratios of 1.0:8.0 (between
noctuids) or 1.0:10.0 (average between noctuids andBombyx). This
higher rate of transposition events may result from a higher pro-
portion of TE inBombyx than inC. briggsae (45%/22.4%) and from
the different nature of these elements (mainly retrotransposons in
Bombyx vs. DNA transposons in C. elegans).
The synteny block size we measured is very small for species

having diverged approximately 20 Mya (2.0 genes per block
between the two noctuid species) or between 60 and 100Mya (3, 5)
(1.3 genes per block in our study for noctuids/B.mori). This is to be
compared to synteny block size observed between Drosophila
pseudoobscura with D. melanogaster, in which the average number
of genes in syntenic blocks is 10 (37) and the divergence time
approximately 55 Mya. Similarly, the gene-based microsynteny
blocks as calculated with single copy orthologues in mosquitoes
was 3.9 genes per block between Aedes aegypti and Anopheles
gambiae, species that diverged 150Mya (38). This figure decreases
to 2.4 genes per block between Aedes aegypti and D. melanogaster,
for which the divergence time is approximately 250 Mya.

The high genome fragmentation evidenced in our study is
paradoxical, however, because the small size of the synteny
blocks masks a higher order of synteny conservation, i.e., the
“noise” of multiple insertions, deletions and inversions masks the
“signal” that is apparent from many of our three-pair compar-
isons: In 11 of the 15 regions, there are six or more (as many as
16) genes found on the corresponding BAC/region of the other
two species. Clearly there are constraints that prevent the total
scrambling of gene order in these genomes. When estimating the
relationship between protein sequence identity and gene order of
orthologues in insect genomes, it was suggested that gene order
would be lost below an average of 50% identity between ortho-
logue pairs (13), but here synteny conservation was observed for
many genes below that threshold.
The higher order of gene conservation was our initial expect-

ation, based on previous studies in Lepidoptera (16). In a study of
72 orthologous loci between B. mori and Heliconius melpomene, a
very high degree of conserved synteny was observed, with 21
linkage groups (LGs) of the butterfly mapped with one to seven
genes in common with the silkworm. However, only one chromo-
somal inversion was noted, and it is probable that the density of
markers per LG did not allow the detection of more rearrange-
ments (17). A study on Bicyclus anynana with 462 markers docu-
mented a high degree of macrosyntenic relationships between the
28 chromosomes of B. mori and the 23 LGs of B. anynana. LG10
had 15 genes and LG 21 four genes in conserved order (19). The
remainder of the chromosomes showed one or more rearrange-
ments or inversions. Similarly, 124 of 131 orthologues retained the
same order on the chromosomes of B. mori and Manduca sexta
(20), and these authors noted the paradox of conserved synteny on
holocentric chromosomes, in which increased chromosome rear-
rangements are more likely. With the higher resolution of BAC
sequencing, high colinearity of genes was observed between two
related species of Heliconius, H. melpomene, and H. erato, in two
regions covering 180 kb and 280 kb of sequence (18). Just one gene
was present in an indel block, although nine such indel blocks
characterized by repetitive sequences were noted on a 180-kb span.
A comparison ofH. erato andB.mori over approximately 190 kb of
sequence revealed 11 conserved gene, with one translocation and
two inversions (18), thus foreshadowing our results. On 15 regions
we observed both a high degree of gene conservation or macro-
synteny and a high amount of local rearrangements.
Our observation of small synteny blocks in a background of high

macrosynteny in Lepidoptera contrasts with Drosophila, in which
paracentric inversions (i.e., within one chromosome arm orMuller
element) are common and result in a lack of synteny (37, 39). This
was evident in a direct comparison of two Drosophila genomes
(37) and shown to explain most gene order shuffling in a study of
12 species (39). Furthermore, it was pointed out (37) that the fitness
costs associated with such chromosomal rearrangements are
reduced because there is no crossing over in the male, avoiding the
generation of aneuploidy with dicentric/acentric chromosomes,
whereas in the female such chromosomes are directed to polar
bodies and not to gametes. The holocentric chromosomes of Lep-
idoptera appear to allow inversions only on much more limited
chromosomal regions, possibly those between the multiple equiv-
alents of centromeres. Perhaps holocentric chromosomes are then
more resistant to large-scale rearrangements, thus explaining our
paradoxical high degree of conserved synteny over the noise of the
small chromosomal rearrangements. As it is the female that has
no crossing over in Lepidoptera, this hypothesis suggests how
negativefitness costs associatedwith chromosomal inversionsmight
be reduced. The hypothesis needs to be tested on defined, larger,
replicationunits.When theH.armigeragenomesequenceand those
of other lepidopteran species become available, a larger dataset will
become available for analysis by specific algorithms (e.g., ref .40)
to answer these questions. Sequences functioning as centromeres
would also need to be identified and mapped physically.

Fig. 3. Correlation between synteny breaks and TE copy density. TE copy
density is shown as a function of BAC length. 3A, S. frugiperda CYP4M
region; 3B, H. armigera EcR region; dotted lines, TE copy density. Thick lines,
regions corresponding to synteny breaks; thin lines. gene density.

Fig. 4. Evolution of the CYP9A gene cluster. The CYP9A genes in the three
species are shown in their correct orientation and order, but not relative
distance, on the BACs or scaffold. From top to bottom: Sf, S. frugiperda; Ha,
H. armigera; Bm, B. mori. The phylogenetic tree based on alignments of the
CYP proteins is superimposed with its correct topology, but with branch
lengths modified for clarity of the figure. Gene duplication events (●), B.
mori/noctuid split (i.e., ancient speciation rather than duplication event) (■),
and the S. frugiperda/H. armigera split (▲) are indicated. The sequence of
events for the CYP9A15, -26, and -27 genes is unresolved. The relative ori-
entation of the genes indicates at least two inversions in addition to the
duplication events. Recognized flanking genes [alcohol dehydrogenases
(ADH) and BmETS transcription factor] are shown (see Fig. S2 for details).
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In conclusion, our microsynteny study provides insight into the
extent of genome conservation that underlies macrosynteny and
emphasizes the significance of theB.mori genome as a reference for
Lepidoptera. It is logical to assume that the broad coverage of
multiple chromosomes, andof genomic regions of varying degrees of
gene richness, is sufficient justification to allow the extension of our
conclusions to the whole genome. Despite a higher average size of
genes inB.mori, and adifferent complementof repetitive sequences/
TEs, the organization of the genomes shows a high degree of mac-
rosynteny conservation. Bombyx can therefore be used as a first
reference for genomic/genetic studies inLepidoptera.Our study also
highlights the very rapid evolution of the three genomes. Gene
clusters from rapidly evolving multigene families such as the P450s
show evidence of recent and multiple gene duplication events that
are specific for both noctuid genomes; however, we report a high
numberof syntenybreaksor small sizeof syntenyblocks, evidence for
more frequent rearrangements than in the Drosophila lineage for
instance. Therefore, the view that emerges from our comparative
genome analysis depends on the focus. From up close, the frag-
mentation isobvious, butona larger scale conservation ismaintained
despite, or perhaps because of, the holocentric nature of the lep-
idopteran genomes. This higher order level of chromosome organ-
ization and the evolutionary constraints that have led to it in Lep-
idoptera remain a matter of conjecture.

Materials and Methods
BAC library construction, probe selection, and screening, BAC sequencing and
annotation by Kaiko (Silkworm) Genome Automated Annotation System

(KAIKOGAAS) followed by manual curation are described in detail in SI
Materials andMethods. The fully annotated BACs and B.mori genome regions
are available at the Lepido-DB Web site. To detect syntenic genes, each BAC
sequence was compared by BlastX (threshold <10−5) to the sequences of the
peptides predicted by KAIKOGAAS on the corresponding BAC in the other
noctuid species or on a 200-kb region of the B. mori genome. We determined
reciprocal best hits that resulted froma comparison by BlastP between two sets
of peptides at a threshold of 10−6 over 75% of the peptide length. Only a
partial genomic sequence (i.e., our BAC collection) is available for the two
noctuid species that were compared in the present study; therefore, the
reciprocal best hits may not always represent strictly orthologous genes. In the
case of uniquegenes in theB .morigenome, this assumption can reasonablybe
made, however. When a gene has duplicated in one species, the closest
paralogue and thus most likely orthologue was defined using phylogenetic
trees built with all paralogous proteins.

Tomeasuremicrosynteny block length (24), all segments withinwhich gene
order and orientation was conserved between two genomic regions were
identified and the number of genes they containwas counted. Thepipeline for
definition of thegene categories used in our analysis of synteny conservation is
outlined and explained in SI Materials and Methods and Fig. S1.
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