1276

MEDECINE/SCIENCES 2002; 18: 1276-81

€léments mobiles
SINE en phylogénie

Dorothée Huchon, Masato Nikaido,
Norihiro Okada

> Les SINE (short interspersed repetitive ele-
ments) sont des éléments mobiles de I’ADN déri-
vés principalement des ARN de transfert ou de
I’ARN cytoplasmique 7SL. Ils forment une com-
posante majeure du génome des eucaryotes,
puisque leur nombre peut atteindre plus de 104
copies par génome. Aucune fonction évidente
n‘est encore aujourd’hui attribuée a ces élé-
ments. REcemment, ces « ADN égoistes » se sont
révélés étre des outils treés efficaces en systéma-
tique moléculaire: en effet, I'insertion d’un SINE
a un site donné est un événement unique et non
réversible a I’échelle des génomes. Les SINE se
révelent ainsi des outils phylogénétiques « par-
faits ». I'étude de la présence ou de I’absence de
sites d’insertion de ces éléments transposables a
récemment conduit a des résultats phylogéné-
tiques inattendus. Les qualités et les limites de
ce nouvel outil phylogénétique sont présentées
dans cet article. <

(=) mrs Depuis Darwin, les classifications biologiques ont pour
1995, n° 8, but de refléter la phylogénie, c’est-a-dire les relations
p-1 évolutives entre les especes. Les premiéres classifica-
tions étaient fondées sur des caracteres morpho-ana-
tomiques, paléontologiques ou embryologiques. Cepen-
() mrs dant, ces caractéres semblent limités lorsque les
1995, n° 8, especes présentent des morphologies trés différentes,
'1"9;6‘“ o donc difficilement comparables, comme dans le cas des
o1 e eucaryotes unicellulaires (=), ou lorsqu’elles ont déve-
loppé des adaptations similaires de fagon indépendante
(convergence), comme dans le cas des rongeurs [1].
Depuis le début des années 1960, I"analyse des carac-
(=) mss teres moléculaires, et en particulier des séquences
1915' n°8, d’ADN, est apparue comme une approche complémen-
p-

taire des travaux morphologiques. Presque révolution-
naires, ces études moléculaires ont permis de suggérer
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theses et de faire pro-
gresser les phylogénies
précédentes (= dans le
cas des eucaryotes).
Cependant, aprés une phase euphorique au cours de
laquelle les études moléculaires semblaient étre la solu-
tion a toutes les questions phylogénétiques en suspens,
certaines contradictions sont apparues. Les phylogénies
moléculaires se sont en effet révélées étre sensibles a
I’échantillonnage taxonomique choisi, ainsi qu’au gene
utilisé (=). Si de nombreux progres ont été réalisés pour
comprendre et détecter les artéfacts, des approches
phylogénétiques complémentaires apparaissent néces-
saires. Récemment, I"étude des sites d’insertion d’élé-
ments transposables tels que les SINE (short intersper-
sed repetitive elements) est apparue comme une
méthode phylogénétique puissante, ayant permis
d’améliorer considérablement la phylogénie de nom-
breux groupes taxonomiques tels que les poissons sal-
monidés, les mammiféres cétacés et artiodactyles
(revue dans [2, 3]), les primates [4] ou bien encore les
plantes cruciféres du genre Brassica [5]. Les SINE ont
également été utilisés en phylogéographie pour étudier
I’origine des populations humaines [6-8].



Dynamique des éléments transposables et
intérét phylogénétique

Les éléments transposables représentent une compo-
sante importante du génome des eucaryotes, puisqu’ils
constituent environ 45 % du génome humain, par
exemple [9]. Aucun réle précis n’a pu leur étre attribué
jusqu’a présent, et ils sont souvent considérés comme
des parasites du génome (ADN « égoiste ») ou comme
de "ADN « poubelle ». Toutefois, ces éléments partici-
pent activement a I’évolution des génomes en facilitant,
par exemple, les remaniements chromosomiques (revue
dans [10]).

Les éléments transposables sont divisés en deux
groupes: les rétrotransposons, ou éléments de classe |,
ont un mode de transposition nécessitant le passage par
un intermédiaire ARN, qui est ensuite rétrotranscrit en
ADN avant d’étre inséré dans le génome. Les transpo-
sons, ou éléments de classe Il, utilisent en revanche un
intermédiaire ADN. Les SINE sont des rétrotransposons
dérivés principalement des ARN de transfert ou de I’ARN
cytoplasmique 7SL (Figure 1). Des familles de SINE ont
été identifiées dans de nombreux organismes, inverté-
brés, vertébrés ou plantes (Tableau |).

Le mécanisme de transposition des SINE n’est pas encore
élucidé: dans la mesure ol ils ne codent pas pour les
fonctions nécessaires a leur rétrotransposition, les SINE
pourraient utiliser la rétrotranscriptase des éléments
LINE (long interspersed repetitive elements) (revue dans
(+) et [14]). Bien que les mécanismes de multiplication
des SINE soient, eux aussi, relativement mal connus, leur
distribution dans les génomes révele deux caractéris-
tiques essentielles pour leur utilisation en phylogénie.
Premierement, les SINE présentent une spécificité d’in-
sertion tres faible, puisqu’elle dépend de combinaisons
nucléotidiques variées et fréquentes [9, 13, 15, 16]: ils
peuvent donc s’insérer a peu pres partout dans le
génome. Par ailleurs, étant donné la taille importante
des génomes, la probabilité qu’un SINE s’insere exacte-

ment au méme endroit dans le génome de deux espéces
différentes peut étre considérée comme négligeable
[3]. Deuxiemement, il n’existe aucun processus d’élimi-
nation des rétrotransposons [2, 4]: les SINE se main-
tiennent de fagon irréversible dans leur site d’insertion,
ol ils subissent les forces de mutation et de sélection
propres a cette région du génome. Pour I'ensemble de
ces raisons, la présence d’un SINE @ un site donné est un
événement qui n’est intervenu qu’une fois au cours de
I’évolution.

Un SINE, a un locus donné, est fixé dans une population
(ou une espéce) quand il est présent chez tous les indi-
vidus de cette population. Sa fixation dépend principa-
lement du hasard qui intervient dans la transmission
d’un allele d’une génération a une autre: selon les
conditions, I’alléle peut totalement disparaitre de la
population (élimination d’un alléle) ou étre présent
chez tous les individus (fixation d’un alléle). D’apres la
théorie neutraliste de I’évolution, le temps de fixation
dépend de la taille de la population, les fixations étant
concentrées aux moments ou I’espéce compte peu d’in-
dividus, comme @ son commencement.

’étude des sites d’insertion des SINE permet d’apporter
une information phylogénétique lorsque la fixation d’un
SINE a un site donné se situe entre deux événements de
spéciation (Figure 24) : dans ce cas, les individus parta-
geant le méme SINE a un locus précis ont tous une ori-
gine commune. Ainsi dans la Figure 2A, les taxons B, Cet
D, possédant un SINE commun, sont phylogénétique-
ment plus proches entre eux qu’ils ne le sont du taxon A.
La présence d’un SINE a un locus est un caractére binaire
qui ne connait ni convergence, ni réversion. Elle appa-
rait donc comme un caractére phylogénétique
« parfait » dont la polarité est connue: I"absence de
SINE dans un site est le caractere ancestral, et sa pré-
sence le caractére dérivé.

Les principales étapes de la méthode SINE

(#)mk
2001, n° 1,
p. 103

— 00
| |

v

Queue
poly A

Domaine
ARNt

Figure 1. Structure simplifiée d’un SINE. A et B : promoteurs de I’ARN polymérase

Il qui peuvent étre utilisés pour identifier les SINE présents dans un génome,

soit en transcrivant in vitro I’ADN génomique par I’ARN polymérase llI, soit en

effectuant des PCR avec des amorces spécifiques du promoteur de I’ARN poly-

mérase Il (voir texte).
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La premiére étape de toute étude phylogénétique fon-
dée sur l'utilisation des SINE consiste a identifier les
éléments pertinents pour répondre @ la question phylo-
génétique posée. Il faut, en effet, trouver une famille ou
une sous-famille de SINE dont la multiplication par
transposition dans le génome est contemporaine de la
diversification des espéces étudiées (Figure 2A). Par
exemple, il a été estimé que les éléments MIR (mamma-
lian-wide interspersed repeats), présents dans le
génome des mammiferes, avaient cessé de se transpo-
ser il y a environ 80-100 millions d’années [9]: les MIR
ne sont donc pas adaptés pour résoudre les relations de
parenté au sein des rongeurs qui se sont diversifiés il y a
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environ 58 millions d’années. Les données bibliogra-
phiques peuvent guider le choix de la famille de SINE a
considérer. Ainsi, les SINE associés a un taxon particulier
(Tableau ) doivent pouvoir aider & clarifier la phylogé-
nie de ce taxon.

€n I'absence d’information bibliographique, plusieurs
méthodes ont été proposées, comme la transcription in
vitro de I’ADN génomique par I’ARN polymérase I11: cette
approche se fonde sur le fait que les SINE sont dérivés
des ARN de transferts et possedent donc les promoteurs
spécifiques de I’ARN polymérase Il (Figure 1). UARN
obtenu par transcription est ensuite utilisé comme
sonde pour cribler une banque génomique de I"espece
concernée [17]. Une seconde méthode consiste a effec-
tuer des PCR en utilisant des amorces spécifiques du
promoteur de I’ARN polymérase |1l (4 box et B box) pré-
sent dans la séquence des SINE (Figure 1); les produits
de PCR obtenus sont utilisés par la suite pour cribler une

banque génomique [12].
Une fois la famille de SINE pertinente caractérisée, la mise en évidence

de leurs sites d’insertion se déroule en cinqg étapes (Figure 3). Pour

contenir le maximum d’information phylogénétique, les espéces choi-
sies doivent étre les moins divergentes au sein du groupe étudié: ainsi,
la recherche de SINE dans le génome de I’espéce A (Figure 2) ne per-

tion a étre sensibles aux hétérogénéités de taux de sub-
stitution ou de composition en bases entre especes.
Dans le premier cas, les especes ayant des taux de
mutations élevés seront placées de fagon artificielle ala
base des arbres phylogénétiques: c’est le phénomene
d’attraction des longues branches (=) [19]. Dans le
second cas, les taxons ayant des compositions en bases
similaires auront tendance a étre regroupés artificielle-
ment [20]. Un autre avantage de la méthode SINE est
qu’elle ne nécessite pas 'utilisation de groupe externe
pour polariser Iarbre phylogénétique obtenu; or les
groupes externes sont parfois sources de problemes
dans I’enracinement des arbres [21]. Le fait que 'ab-
sence de SINE soit le caractere ancestral permet a lui
seul d’orienter I’ordre de branchement des especes.

La méthode SINE posséde cependant ses limites. Tout
d’abord, quand les séquences deviennent trop diver-
gentes (& partir de 20-30 % de divergence), il devient
difficile de définir des amorces de PCR communes a I’en-
semble des especes étudiées: cela se traduit par une
absence de bande dans le produit de réaction obtenu.
C’est le cas du mouton (espéce 5) dans la Figure 3B. I
est remarquable que I'absence de données n’affecte pas
les conclusions obtenues: ainsi, dans la Figure 3B, le

mettra pas de résoudre les
relations entre B, C, et D,
et il vaut mieux choisir
I’espece C ou D. Une
connaissance a priori de
la phylogénie est donc
préférable.

Pour élucider complete-
ment les relations de
parenté entre plusieurs
especes, il est nécessaire
d’identifier au moins un
SINE caractéristique pour
chaque nceud de I'arbre
phylogénétique.

Avantages et limites
de la méthode SINE

Lintérét de cette ap-
proche est qu’elle ne
connaft pas d’artéfacts
lors de la reconstruction
des relations phylogéné-
tiques. €n revanche, le
recours a I’analyse de
séquences conduit les

méthodes de reconstruc-

Taxons

Mammiferes

Reptiles

Poissons actinoptérygiens

€chinodermes
Molusques

Insectes

Plathelminthes

Angiospermes

Monotremes, marsupiaux et placentaires
Primates

Rongeurs (souris, cochons d’Inde, écureuils)

Lagomorphes (lapins, pika)
Carnivores (chats, ours, phoques)
Périssodactyles (chevaux, rhinocéros)
Chiroptéres (chauves-souris)

Cétartiodactyles
(baleines, chameaux, vaches, cochons)

Chéloniens (tortues)

Salmonidés

Cyprinidés (Danio)

Cichlidés

€chinidés (oursins)

Céphalopodes (poulpes, seiches, nautiles)
Lépidopteres, bombycidés (vers a soie)
Dipteres (moustiques)

Trématodes (schistosomes)

Solanacées (tabac)

Cruciferes (choux, moutarde)

Poacées (riz)

SINE

MIR

Alu, Galago type 2

B1, B2, ID, B1dID, DIP, MEN
C elements

Can Sine
ERE-1
VES

Bovt-A, CHR-1, CHR-2, PREL

Tortoise Pol IlI

Sma |, Hpal, Fok I, Ava Il
DANA elements
AFC

SURF-1

SK, 0K, OR1, OR2
Bml

Feilai SINE
SM o

TS
SINE S1, Rath€l, Rath€2
P-SINEL

Tableau I. Exemples de taxons pour lesquels une ou plusieurs familles de SINE ont été identifiées (d’apres [2, 11-13]).
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regroupement de I’hippopotame (espece 7) avec les
cétacés (espéces 8, 9 et 10) n’est pas remis en cause.
Seule la position du mouton reste ambigué, et il est
impossible de savoir, a travers I’étude de ce locus, si le
mouton appartient ou non au groupe cétacés + hippopo-
tame. Toutefois, 'utilisation d’autres SINE a montré que
le mouton se regroupait avec les ruminants (cerf et
vache), et non avec I’hippopotame ou les cétacés [18].
Les problemes de divergence entre séquences limitent la
méthode SINE a des questions phylogénétiques concer-
nant des spéciations ayant eu lieu apres 75-100 millions
d’années (ce qui correspond au crétacé supérieur), ou
plus récemment [3] si les taxons considérés présentent
de forts taux de substitution, comme dans le cas des
divergences entre familles de rongeurs. La seconde
limite de la méthode SINE trouve sa source dans la pos-
sibilité d’un polymorphisme ancestral au locus consi-
déré. &n effet, lorsque la divergence des taxons étudiés
se produit avant la fixation du SINE a ce locus, la
reconstruction peut conduire a une phylogénie erronée.
Ainsi, dans la Figure 2B, les populations a Iorigine des
espéces B, C et D étaient polymorphes. U'alléle conte-
nant le SINE s’est fixé dans les especes B et C, mais pas
dans I"espece D chez laquelle il a été éliminé. La phylo-
génie reconstruite par la méthode SINE isole donc I’es-

pece D de B et C, alors qu’en réalité C est plus proche de
D que de B. De tels problemes peuvent se produire
lorsque les especes se sont diversifiées dans un laps de
temps trés court, pendant la période de fixation de
I’élément SINE. Le moyen de détecter cet artéfact est
d’identifier plusieurs SINE caractéristiques de chaque
branchement de "arbre phylogénétique. €n cas de poly-
morphisme ancestral, il est attendu que les locus obte-
nus soient incongruents entre eux, c’est-a-dire qu’ils
conduisent a des images phylogénétiques différentes.
L’ordre de branchement des espéces se traduit alors par
une multifurcation.

Exemples d’applications phylogénétiques
chez les cétartiodactyles

Les premiers résultats obtenus avec les SINE ont permis

de confirmer des résultats moléculaires inattendus,

comme le placement des cétacés au sein des artiodac-

tyles [22] ou le surprenant groupement de I’hippopotame avec les

baleines [18]. Les études morphologiques considéraient quant a elles

que les cétacés et les artiodactyles formaient deux ordres distincts de

mammiferes [23], et regroupaient les hippopotames avec les cochons

[24]. Récemment, la méthode SINE a au contraire permis de conforter

les résultats morphologiques divisant les cétacés en odontocetes
(cétacés a dents) et mys-

A B

Spéciation

i E Période
1 de fixation
Temps EEN\.......
Spéciation
]
v — Spéciation
] um/\ mm

A B C D A

PHYLOGENIE INFEREE

L] 1

ticetes (cétacés a fa-
nons), alors que les ana-
lyses de séquences ne
vérifiaient pas l'origine
unique des odontocetes
[25]. Il y a donc fort a
attendre de I’application
future de cette méthode a

Période d’autres groupes taxono-
n : de fixation . -
: miques dont la phylogénie

reste énigmatique. ¢
[ ] ] [ ] ]

B C D
PHYLOGENIE INFEREE REMERCIEMENTS
D.H. remercie [’association

I——I Sciencescope pour lui avoir

suggéré Iécriture de cet article,

Frédéric Delsuc pour ses com-

mentaires pendant la rédaction

Figure 2. Impact sur la phylogénie inférée du temps de fixation d’un SINE dans un locus par rapport aux événements et l'expert de médecine/

de spéciation. |’évolution des alléles a un locus est représentée le long d’un arbre phylogénétique. Le locus consi-  sciences pour ses remarques. Le

déré est indiqué par une barre verticale jaune, la présence d’un SINE est caractérisée par un rectangle rouge surle  travail de D.H. était financé par

locus. Les événements de spéciation sont indiqués par des fleches et le temps de fixation des alléles par une acco-  une bourse Lavoisier attribuée
lade. A. Le SINE se fixe entre deux événements de spéciation, et sa distribution refléte la phylogénie vraie. B. Le SINE  par le ministére des Affaires

n’est pas fixé lors de la séparation des especes, et I’étude de sa distribution conduit a une phylogénie erronée. étrangeéres.
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SUMMARY

Use of SINE retroposon in phylogeny

SINE (short interspersed repetitive elements) are retro-
posons derived from tRNA or 7SL RNA. These repetitive
sequences represent a large part of the eukaryotic
genome. Their copy number can reach more than 10 per
genome. However, no evident function is recognized to
these elements. Recently, these « selfish DNAs » appear
as a powerful tool in molecular systematic. SINE retro-
posons have the ability to duplicate and to be reincor-
porated many times into the genome. Their insertions
have two major characteristics: first, a SINE has a negli-
gible probability to be inserted twice at a specific geno-
mic location, second, the chance that a deletion at one
insertion site matches exactly the boundaries of the
SINE is also insignificant. For these reasons, the analy-
sis of SINE insertions is a source of phylogenetic infor-
mation, free of convergence and reversal. SINEs thus
appear as « perfect » phylogenetic characters and the
study of their insertion site has recently led to unexpec-
ted phylogenetic results. The advantages and limits of
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