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LA MUTATION

- Changement héréditaire dans la molécule d’ADN.
- Spontanée ou induite par I'action d’agents extérieurs.
- Génératrice de diversite génomique.

- Nombreux systemes de réparation.

- Equilibre entre conservation de l'information génétique / diversite
permettant 'adaptation.



Les principales altérations
chimiques spontanées

'« La désamination oxydative.

Cytosine Uracile ~  ~7777° G-—————-
______ C___————
NHz2 0 o |
N N \l, NH G—-———————
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______ A_______ ______G_______

______ U_______ ______C_______
/\ Réplication
______ A_______ ______A_______
______ T_______ ______U_______

Transition GC-> AT 6



Induite

'« Lalkylation.

N
\ Un exemple d’alteration chimique

Guanine Og-methylguanine Cmm e
o CH3 | —————- Cm—m-——=
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N NH > O ‘l'*
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/\ Réplication
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______ T_______ ______T_______
Transition GC-> AT 7



Autres mutations spontanées

 Les erreurs replicatives.
— Mutations ponctuelles.
— Dérapages de 'ADN polymérase.

— Taux d’erreur de la machine réplicative par
base et par réplication = 10-7.




Les mécanismes de réparation :
un controle géenétique
du taux de mutation

 Nombreux mécanismes de reparation.
— Pré-réplicatif.
— BER (Réparation par excision de base)
— Post-replicatif.
— SRM (Systeme de réparation des méesappariements).




Taux de mutation total

« Taux de mutation par base et par

réplication de 5x10-1° (Miller 1996).

Soit 0,003 mutation par genome et par
replication (Drake 1991).
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* Lorsque une population bacterienne doit
s’adapter a de nouvelles conditions, la
sélection peut favoriser une augmentation

du taux de mutation.
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Quels sont les types de variations possibles
du taux de mutation ?



Globale et permanente

— Souches mutatrices constitutives (Tenaillon et
al. 1999).

— Les souches mutatrices (1 — 15% des
populations naturelles) résultent de
I'inactivation de certains mécanismes de
reparation (dont le SRM).

=> Fort colt car des genes essentiels peuvent
étre affectés et cela en dehors des phases
d’adaptation.
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Globale et transitoire

— Souches mutatrices inductibles (Bjedov et al.
2003) : systeme activé en condition de stress.

— Le systeme SOS semble impliqué : réinitialise
la fourche réplicative lorsqu’un stress la bloque.

=> Affecte tout le génome
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Locale

— Des répétitions entrainent des decalages de
cadre de lecture.

— Loci sous sélection diversifiante notamment
pour echapper au systeme immunitaire de
I’'nGte (Moxon, 1994).

= Augmentation ciblée du taux de mutation mais
non inductible.
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- La mutagénese transcriptionnelle ?

- Comme propose par Barbara Wright en 2002 (Wright et
al. 2002).



Pendant la transcription le brin
codant est simple brin

Brin d’/ADN codant

réenroulement désenroulement

Brin d’/ADN matrice

~
7

Hoede et al.
2006

Mouvement de ’ARN polymérase

PL0S Genet.
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Les structures secondaires
protégeraient certaines bases

Structures tige-boucle possibles
Bases vulnérables Bases protégées

Brin d’/ADN codant

désenroulement

réenroulement

Brin d’/ADN matrice

Hoede et al. >
2006 Mouvement de 'ARN polymérase

PL0oS Genet. 18




. Etude de cette mutabilité a 'échelle

du génome complet

| « Ce type de mutagenése influence-t-il
I'évolution des séquences a long terme ou
est-il masqué par I'ensemble des facteurs
pouvant influencer la mutagenese?

+ EXxiste-t-il des genes plus ou moins
robustes a cette forme de mutabilité?

Hoede et al.
2006
PLoS Genet. 19



Calcul des repliements

\E Repliements les plus stables impliquant 30
nucléotides de tous les genes (hormis les
pseudogenes).

Fenétre coulissante  Repliement le plus stable AG (énergie)
T Non 2.8
appariée
M1 a Appariee -1,5
T | Non 0,8
A appariée
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Un indice de mutabilité

« Exprime la proportion du temps qu'une
base passe dans un etat non-apparié.

Zformes non apparié exp(-AG/ RT)

Ztoutes les formes exp(-AG/ RT)

« Transcriptional Driven Mutability Index »

TDMI (base n) =

Hoede et al.
2006
PLoS Genet. 21




Un indice corrélant avec la
mutagénese observeée

* Les sites quatre fois dégéneéreés (L4) ayant
changé entre E. coli K-12 et E. coli CFT073
ont un TDMI supérieur a ceux qui n'ont pas
changé.

| §
'

0.68 -

0.67 -
0.66 -
0.65 -

0.64 -

0.63 -
0.62 -
0.61 -
Hoede et al. 060

2006

Means of TDMI

Constant bases Variant bases

P-value (Mann-Whitney, bilatéral) < 2,2 x 1016 ; N = 550575 22

PL0S Genet.



Fraction de sites variables en
fonction du TDMI

" §\ * Un site L4 avec un TDMI maximum a une
® probabilité de changer entre les deux
‘4 souches augmentée de 20,7% par rapport

a un site presentant un TDMI minimum.

SN

0.12 -

0.1 1
Logistic regression

P-value < 2,2 x 1016

N = 550575

Fraction of variable sites

Hoede et al.

4 0]0]6)
PL0S Genet. 0.05 0.15 0.25 035 0.45 0.55 0.65 075 0.85 0.95 23

0.08

Mutability index
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- Biais de codons mesuré par le Major Codon Usage (MCU).
- Bonne approximation de I'expression a long terme.

- Les genes fortement transcrits sont-ils davantage affectés
par la mutabilité transcriptionnelle ?



Hoede et al.
2006
PL0S Genet.

La balance entre TDMI et MCU

Pente de la régression logistique

0,4 -

0,3

0,2 -

0,1

Impact du TDMI sur la variabilité des sites L4 entre K-12 et
CFTO73 par classe de MCU (Major Codon Usage)

D’autres contraintes
liées a un tres fort biais
de codon inverse le
signal

Le TDMI semble avoir plus
d’impact sur les génes
assez fortement exprimés

0,4<=MCU<0,6  0,6<=MCU<0,7 0,7<=MCU<0,95

Geénes faiblement Geénes assez fortement Genes tres fortement
exprimeés exprimeés exprimeés 25




Une mutagenese sous sélection ?



Hoede et al.
2006
PL0S Genet.

Une TDMI réduite

gene.

0.25 q

0.2

Les genes réels

0,15

Y« Randomisation des nucléotides de chaque

sont en moyenne
significativement

Numbers of genes

0.1

plus stables que les
genes simulés du

point de vue de la
mutabilité

transcriptionnelle

P-value (Wilcoxon paired, bilatéral) < 2,2 x 10-16 ;




N . e
La fonction du gene impose une
contrainte

« Randomisation en conservant la sequence
codée et le biais de codons du gene.

M A T A T
Séquence reelle ATG | | GCC | | TAT GCG || TAC
M A T A T

Séguence randomisée | ATG | | GCG || TAC | | GCC || TAT

Hoede et al.
2006
PL0S Genet.
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Plus de genes robustes parmi les
genes a fort MCU

0.4 0.5

Fraction of significant genes
0.3
|

0.2

0.1

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

MCuU

Hoede et al.
2006 Fraction de génes significativement robustes en fonction du MCU :

PLoS Genet en rouge la régression logistique en gris I’histogramme des valeurs
réelles par classe d’intervalle 0,1




- Controle local et inductible du taux de mutation.

- La sélection naturelle semble favoriser I'existence de
structure secondaire de 'ADN limitant la mutabilité
transcriptionnelle.
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- Secondaire a I'acquisition d’/ADN par transfert
horizontal.

- Recombinaison
—site spécifique
—illégitime
—homologue
- Recombinaison =» Hétérogeneisation des sequences?



Larecombinaison site specifique

* Echange entre des sites bien définis.

* Phage A s’integrant au locus attB.

 De ’ADN phagique est intégré au
chromosome bactérien =»
hétérogeneéisation de la sequence.

32



La recombinaison illégitime

* Peut s’effectuer entre de courtes
séquences homologues (<20 pbs).

* Ou sans aucune homologie.

* Lorsqu’elle implique de 'ADN étranger,
Il s’agit généralement d’ADN provenant
d’'une autre espece =
hétérogeneéisation de la sequence.
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La recombinaison homologue

* Necessite une homologie de séquence.

* Plusieurs mécanismes, plusieurs
modeles.

* Un de ses produits est la conversion
génigue : transfert non réciprogue de
courts fragments d’ADN.
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Homogeéenéisation ou
héterogénéisation ?

« La recombinaison homologue implique le
plus souvent un fragment d’ADN intra-
espece.

— Al'échelle du clone : héetérogeneisation de la
sequence.

— Al'échelle de la population ou de I'espece :
homogéneéisation de la séquence.
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La conversion génique

* En génétique des populations, désigne un
ensemble de substitutions localisées qui
aurait été acquis par transfert horizontal.
Quelque soit le mécanisme sous-jacent.

* Proviendrait généralement de double
crossing-over.

36



Hypothese : la recombinaison homologue chez E. coli
s’effectue essentiellement sous forme de conversion
genique.

Quel est alors le taux de recombinaison dans le génome
de E. coli ?



Un taux de recombinaison
homologue tres important

« Taux de mutation (0) : 0,014.
« Ratio conversion genique / mutation : 2,47.
* Longueur des fragments : 50 pbs.

* Une base a une probabilité 100 fois
superieure d'étre impliguée dans une
conversion genigue que de subir une
mutation.

Touchon et al.
2009
PLoS Genet. 38
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-Un tel taux de recombinaison est-il compatible avec
I'établissement d'un arbre phylogenétique ?

- Débat historique : E. coli définie comme clonale et
recombinante a la fois.



Touchon et al.
2009
PL0S Genet.

Approche de génomique comparative : 20
genomes complets disponibles provenant
de souches représentatives de la diversité
de lI'espece.

Dont 7 que le consortium dans lequel

nous étions impligués a séquenceés et
annotes.
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Simulations de divers taux de
conversion génique

|« 20 sequences de 25 kpbs (100x) longueur
moyenne des fragments fixe (50 pbs) et
taux de mutation fixe (0,014).

— Pas de conversion génique sur
le dernier nucléotide

Arbre de coalescent ms 4
:
Evolution simulée de la séquence™~_Arbre phylo
Seg-gen

Touchon et al. Arbre phylo
2009 PhyML

PL0S Genet.
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Touchon et al.
2009
PL0S Genet.

Observed

Topological distance

0.1 1 10 100
Conversion/mutation rate (C_./theta)
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Touchon et al.
2009
PL0S Genet.

La petite taille des fragments impliqués
dans la recombinaison n’est pas suffisante
pour obscurcir le signal phylogéenéetique
global.

Tenaillon et al. 2010



Phylogénie de I'espéce
E. coli
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234 souches diverses étudiées

« MLST (8 genes) = arbre similaire.

Clermont et al.
2011
Appl Environ
Microbiol.
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- Nous avons mis en evidence un tres grand nombre de
genes variables (pas présents dans toutes les souches).

- Certains processus cellulaires nécessitent que le
chromosome bactérien soit organise.

- Comment cet important flux de genes influe-t-il sur
I'organisation du génome ?



Un génome organisé malgré un flux
de genes important

'« 133 loci contiennent 71% des genes
variables.

¢ph&b’tRNA insertion hotspot
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PL0S Genet.

Position along the core genome in the inferred ancestral order 47




Neutralité des insertions multiples ?

« Siun premier fragment est intégré dans
une region permissive, les nouvelles
Insertions au mMéme endroit seraient alors
neutres.

48



Dissémination des fragments
INSéres?

Initial integration Transfers through homelogous recombiration of flanking parts
rare event)

A —= = = — Dissémination du fragment
A3 = - intégré s’il procure un avantage
M : 2 J 7 . . .
s sélectif par recombinaison
B g— R T homologue des séquences
B S flanquantes
{l i i
U I
a g d —
Imtegration site , .
5 | Il est alors observé un point
ngapped
alignment chaud d’intégration et une
e ono incongruence phylogénétique
A2 )
Pl entre I'arbre global et la
PN phylogénie dérivée des
Bl Ad , .
B2 plca séguences flanquant le site
Touchon et al. B3 AL R ,
d’intégration (15 cas observés)
2009 Cl Bl
C2 B4
3 c2
PL0oS Genet. 49

Tenaillon et al. 2010



Détails d’un point chaud
d’insertion/délétion

N026 @ 1 Frecs mmﬁﬂﬁiﬁaﬁﬁi"
K-12
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1AIL
55989
Sakat
1AI39 1-2 : GRM
042 11 : fim
536 I e = | euX RNA
UTIS9 Bl yigB putative akohol dehydrogenasc

CFT073 : 11111111 Smemanans B gedrdmcnoicmpeds

APECOI] 3 A F]  wxmd mannonate hydrolase
E2348/69 C N 1111 e
EDla C——— A e 0111 s =

588 E_" FF7F 75 "0 & 8 -9

Lescat et al.
2009
Antimicrob
Agents
Chemother. 50
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' CONCLUSIONS

- Apport de I'approche genomique

- La mutagénese transcriptionnelle semble étre un des
facteurs sous sélection dans la séquence.

- Malgré un taux important de recombinaison, la
population est plutot clonale et la phylogénie robuste.

- Le génome d’E. coli est un désordre organisé.



' PERSPECTIVES

- Groupes phylogénétiques affinés permettant une
épidémiologie plus fine.

- Mettre en evidence des genes présentant des profils
atypiques (selon les groupes ...)

- La multiplication des génomes disponibles permettra
une meilleure estimation de la recombinaison et des
processus mutationnels.
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