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Résumé

On retrouve dans le complexe Chrosomus eos-neogaeus une forme cybride ayant le génome
nucléaire de C. eos et le génome mitochondrial de C. neogaeus. Ce modele particulier fournit
une occasion unique d’étudier 1’influence d’une mitochondrie exogene sur le métabolisme et
la physiologie d'organismes vivant en milieu naturel, et s'é¢tant donc adaptés a cette situation
cellulaire atypique. La mitochondrie jouant un role fondamental vital, nous nous attendons a
ce que la présence d’une mitochondrie exogene chez la forme cybride ait un impact sur

I’expression de son génome et du protéome qui en découle.

L’objectif de ce projet est d’étudier les différences au niveau prot€omique entre des individus
C. eos purs (forme sauvage) et des cybrides provenant d'habitats similaires afin de faire
ressortir au maximum les différences dues a la présence de mitochondries C. neogaeus chez la
forme cybride. Pour ce faire, nous avons comparé les protéomes des formes cybride et
sauvage en utilisant 1'€lectrophorese en deux dimensions. Un sous-groupe de protéines
produisant un signal spécifique révélé par I’analyse comparative a ¢té identifi¢ et analysé par

spectrométrie de masse (LC/MS).

Les résultats indiquent que la présence de mitochondries C. neogaeus chez le cybride
influence fortement la régulation génique chez ce dernier. De plus, les protéines identifiées
apportent des pistes intéressantes supportant I'hypothése que la présence de mitochondries

C. neogaeus chez le cybride rendrait ce biotype plus résistant au froid que la forme sauvage.

Mots clefs : cybride, hybride cytoplasmique, protéomique, gel 2D, analyse comparative,

Chrosomus eos-neogaeus, mitochondrie.
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Abstract

The Chrosomus eos-neogaeus genetic complex regroups different forms of hybrids of these
two species, among which a cybrid form, that harbours the nuclear genome of C. eos and the
mitochondria of C. neogaeus. This peculiar model is thus a unique opportunity to study the
influence of an exogenous mitochondria on the metabolism and cellular physiology in a living
animal in the wild, and thus perfectly adapted to this atypical cellular environment.
Mitochondria being at the core of fundamental biological processes, we expect that the
presence of foreign mitochondria will modify gene expression and the resulting proteome of

these fishes.

The overall goal of this master thesis is thus to compare the proteome of pure (wild type)
C. eos with the cybrid form sampled in similar lakes from the same geographical area so that
most differences could be attributed to the different mitochondrial genomes. To achieve this
goal, we used two dimensional electrophoresis. We selected a sub-group of proteins that
showed the most extreme expression differences and identified these spots by mass

spectrometric analyses (LC/MS).

Results demonstrate that C. neogaeus mitochondria has a strong influence on gene expression
in cybrid. Proteins identified bring new clues supporting the hypothesis that cybrid are more

cold tolerant than the wild type biotype.

Keyword : cybrid, cytoplamisc hybrid, proteomic, two-dimensional gel electrophoresis,

comparative analysis, mitochondria, Chrosomus eos-neogaeus.
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1 Introduction

1.1 Variabilité phénotypique et cause épigénétique

1.1.1 Le complexe Chrosomus eos-neogacus

Le complexe Chrosomus eos-neogaeus (Pisces, Cyprinidae) est issu de plusieurs épisodes
d'hybridation ancestraux impliquant deux especes de cyprinidés d'eau douce, le ventre rouge
du nord (C. eos) et le ventre citron (C. neogaeus). Les différents biotypes du complexe sont
ainsi retrouvés vivants en sympatrie ou allopatrie dans la plupart des lacs du nord des Etats-
Unis et du sud du Canada (Scott et Crossman 1973). L’¢tendue de leur aire de répartition
témoigne de la capacit¢ de ces populations a s'adapter a une multitude de conditions
environnementales (Massicotte et Angers 2012). Les biotypes du complexe Chrosomus eos-
neogaeus coexistent tous dans les lacs du sud du Québec et procurent un assortiment
d’arrangements génomiques et mitochondriaux uniques en milieu naturel, permettant une

¢tude intégrative de I’impact des différents génomes 1'un sur l'autre et sur le phénotype.

On retrouve dans ce complexe une forme de C. eos dite « cybride » qui correspond a des
individus possédant le génome nucléaire de C. eos et mitochondrial de C. neogaeus. Bien que
la forme cybride soit indissociable visuellement de la forme sauvage (C. eos pure), elle
possede différentes caractéristiques qui lui sont propres. Les études portant sur ce biotype ont
montré que la forme sauvage et la forme cybride sont génétiquement tres similaires (Angers ,
données non publiées), et qu’elles occupent chacune une aire de répartition géographique
spécifique a leur forme respective (Mee et Taylor 2012). La capacité de la forme cybride a
peupler des niches écologiques inaccessibles a la forme sauvage découlerait de la présence
d’une différence au niveau de son patron de méthylation ayant pour conséquence la
reprogrammation de son patron d’expression génomique (Angers et al., 2012). L’altération du

méthylome induirait ainsi, une variation au niveau du phénotype désigné sous le terme de



plasticité phénotypique (Roberts et Gavery 2012). Ce mécanisme aurait joué un réle important
au cours de I’évolution en permettant aux especes de pouvoir s’adapter a un nouvel

environnement sans avoir recours a des modifications génomiques (Price ef a/., 2003).

1.1.2 La plasticité phénotypigue

Gustave Flaubert dit un jour: « Le succes est une conséquence et non un but » (Flaubert
1893). Dans un contexte biologique, cette phrase prend tout son sens. L’évolution étant
aveugle, le succes d’une espece a prospérer dans un environnement ne peut étre que la
conséquence de la capacité d’adaptation de son phénotype face aux différents stress biotiques
et abiotiques. La capacité¢ d’adaptation d’un phénotype en réponse a des variations
environnementales se définit comme la plasticité phénotypique (Price ef al., 2003). Ainsi, la
plasticité phénotypique d’une espece détermine sa capacité a coloniser une aire de répartition
géographique et environnementale plus ou moins importante (Queitsch et al, 2000,
Massicotte et Angers 2012). Ce point capital représente la frontiere départageant les especes
dites endémiques de celles dites généralistes. Le phénotype étant I’intégration de plusieurs
niveaux biologiques (figure 1). La variation d’un de ces niveaux aura une conséquence directe

sur le phénotype et sa capacité a prospérer dans son environnement (Diz ef al., 2012).

Différentes études montrent que bien que la capacité d’une espece a vivre dans un
environnement dépende de son phénotype, celui-ci serait également affecté par
I’environnement dans lequel il vit (Lopez ef al, 2001, Martinez-Fernandez et al., 2010).
Ainsi, I’ensemble des contraintes environnementales imposées a une espece induit une
réponse phénotypique subséquente allant de 1’apparition d’une maladie a I’acquisition d’une
tolérance accrue a certains environnements (Queitsch ef al,, 2000). Par exemple, une étude
chez la levure a démontré qu’un trait phénotypique apparu en réponse aux variations
environnementales pouvait étre transmis a la descendance (Halfmann et Lindquist 2010). Ce

genre d’études démontre que le phénotype peut étre modifié par des mécanismes



transmissibles indépendants de la génétique, désignés sous le terme de mécanismes

épigénétiques.

- by
i X —
-

\ﬁ__#_,::'

Génome Méthylome Transcriptome Protéome Interactome Métabolome Phénome  Ecosystémes
(ADN) (Méthylation) (ARN) (Protéine)  (Interaction) (Métabolisme) (Phénotype)

Figure 1 : Intégration de I’ensemble des éléments constituant le phénotype :

La capacité d’une espece a utiliser une niche écologique dépend du phénotype de ses
individus. Le phénotype est I’intégration des différents niveaux « omiques » présentés dans la
figure 1. La modification de 1’un de ces €léments peut mener a une variation du phénotype et
avoir un impact sur la capacité de celui-ci a occuper une niche écologique particulicre.

Afin de mieux comprendre comment la plasticit¢ phénotypique offre des possibilités
completement distinctes aux deux formes biologiques de C. eos malgré qu’elles posseédent le
méme génome nucléaire, nous allons maintenant passer en revue les différents niveaux
biologiques pouvant conduire a la variation phénotypique observée entre la forme cybride et

Sauvage.

1.2 Modification de 1’expression génique

Le taux d’expression des génes peut varier en réponse a plusieurs facteurs, notamment une
modification au niveau du patron de méthylation (figure 1), des modifications post-
transcriptionnelles ou post-traductionnelles (McGhee et Ginder 1979, ENCODE 2009, Wang

et al, 2014). Tandis qu’une modification au niveau du patron de méthylation intervient



directement sur [D’expression, les modifications post-transcriptionnelles et post-
traductionnelles interviennent respectivement au niveau de I’ARN et des protéines. Comme
ces modifications ont la possibilité d’étre cumulatives les unes par rapport aux autres, la
variation phénotypique qu’elles induisent n’en est que plus importante. La capacité de créer
de la diversité sans intervenir sur le contenu du génotype est un outil évolutif formidable. A
titre indicatif, le consortium du séquengage du génome humain insiste sur I’importance des
mécanismes épigénétiques qui permettraient chez I’Homme de produire un million de
protéines différentes a partir de seulement vingt-cinq mille génes (Human Genome
Sequencing 2004). Cet exemple illustre parfaitement le fait qu’une espece a bien plus de
ressources a sa disposition pour répondre aux contraintes de son environnement que le
nombre de genes dont elle dispose. Au-dela de simplement induire de la diversité
phénotypique, I’existence de ces mécanismes biologiques est indispensable au bon
déroulement de I’embryogenese et au maintien de la fonctionnalité de chaque type cellulaire

durant la vie d’un individu (Li 2002, Wang et al., 2014).

1.2.1 Modification du patron de méthylation

L’activité transcriptionnelle des genes peut étre modulée par 1’ajout ou le retrait de marques
de méthylation sur les ilots CpG situés en amont de certains promoteurs. La répartition de
I’ensemble des marques de méthylation est spécifique a un type cellulaire et a une espece. On
appelle ce patron le méthylome. Rien qu’avec une simple modification au niveau du
méthylome, on peut obtenir différents transcrits d’ARN a partir du méme geéne (Robertson
2005). Le méthylome est reconnu pour étre 1’é1ément déterminant la destinée cellulaire durant
I’embryogencse (Lee ef al., 2014). C’est de cette facon que malgré le fait que nos cellules
possedent le méme génome, elles n’assurent ou ne produisent ni les mémes fonctions ni les
mémes organes. On peut considérer le méthylome comme une sorte de bouton de volume

disposé sur les geénes modulant leurs taux d’expression.



D’autres mécanismes comme la méthylation et 1’acétylation des histones peuvent également
réguler I’expression génique. Pour ce faire, ces mécanismes modifient 1’état de la chromatine
d’une forme condensée a une forme décondensée. La transcription n’étant possible que
lorsque la chromatine est décondensée, la méthylation et ’acétylation des histones influencent
ainsi 1’accessibilité des génes d’une région aux facteurs de transcription et par conséquent

modifient le taux d’expression de ces genes (Van Lint ef a/., 1996).

1.2.2 Modifications posi-transcriptionnelles

Chez les eucaryotes, I’ARN doit subir une série de modifications dans le but de perdre ses
introns et d’acquérir une stabilité. Ces modifications sont reconnues comme des
modifications post-transcriptionnelles qui augmentent la diversité des transcrits produits, ainsi
que le nombre de fonctions biologiques d’un gene (Black 2003). On distingue deux types de
modifications post-transcriptionnelles pouvant modifier le transcrit produit: I’édition de
I’ARN et [’épissage alternatif. L’édition de I’ARN correspond a [’addition ou au
remplacement de nucléotides par rapport a la séquence d’ADN de départ. L’épissage alternatif
permet la production d’une diversité d’ARNm matures chez les eucaryotes. Grice a 1’épissage
alternatif, certains genes sont capables de produire un nombre important d’ARNm différents
(Karp 2009). Un exemple extréme est le géne Dscam de la drosophile qui intervient dans la
formation des circuits neuronaux et la phagocytose des pathogenes, et est capable a lui seul de
produire trente-huit mille ARNm par 1’épissage alternatif d'exons variables contenus dans
quatre clusters génomiques (Guilherme ef al,, 2004). Le nombre d’isoformes pour ce géne est
tellement important que chaque neurone de la mouche expose sur sa membrane externe un

isoforme protéique unique.

1.2.3 Modifications posi-traductionnelles

Les modifications post-traductionnelles correspondent aux modifications affectant les acides

aminés formant les protéines. Il est estimé qu’environ 5% du protéome effectuerait plus de



deux cents types de modifications post-traductionnelles (Walsh 2006). Ces modifications sont
indispensables au bon déroulement de 1’activité cellulaire et ont lieu a différents moments du
cycle de vie d’une protéine. Par exemple, les modifications permettant un bon repliement, une
bonne stabilité ou simplement impliquées dans le transport de la protéine vont se produire tres
probablement peu de temps apres sa traduction, alors que d’autres modifications visant a
modifier ’activité catalytique ou marquer la protéine pour qu’elle puisse étre dégradée par le
protéasome se produiront plus tard (Glickman et Ciechanover 2002, Mukhopadhyay et
Riezman 2007). En plus des modifications induites par des acteurs cellulaires, il faut garder a
I’esprit que la population de protéine contenue dans une cellule est tres sensible aux variations

environnementales.

Une étude, chez la levure Saccharomyces cerevisiae, montre que l'altération de la structure
tridimensionnelle d’une protéine (forme prion) peut modifier les traits phénotypiques
observables tels que la couleur ou la morphologie en altérant la fidélit¢ du mécanisme de
terminaison de la traduction. Ainsi, la présence du prion permet a la cellule d'augmenter sa
tolérance a des environnements initialement hostiles en révélant une variabilité génétique
accessible seulement dans des conditions extrémes (True et Lindquist 2000). Une autre étude
plus extréme a montré que la capacité¢ de la plante Arabidopsis thaliana a supporter
I'exposition a la chaleur dépend du niveau d'expression de certaines protéines heat shock
(HSP). L'exposition a 45°C pendant deux heures induit la perte de structure tridimensionnelle
d'une grande portion des protéines et, par conséquent, de leurs fonctions biologiques. Alors
que les plants normaux récuperent cependant trés bien de ce traitement, la dénaturation des
protéines conduit généralement a la mort cellulaire dans les plants ou I'expression de HSP 101
est inhibée. La viabilité cellulaire est ainsi remise en question dans la mesure ou il ne reste
plus suffisamment de protéines HSP101 pour compenser les modifications de la structure

tridimensionnelle des protéines dénaturées (Queitsch ef al., 2000, Queitsch ef a/., 2002).



Ces exemples montrent que le phénotype est tout autant sensible a la présence/l’absence d’une
protéine qu’aux modifications pouvant altérer sa structure. L’intégration de ces traits
phénotypiques aurait joué¢ un role important au cours de 1’évolution en augmentant le taux de

survie de certains phénotypes suite a une variation environnementale brutale (Lindquist 2009).

1.3 La mitochondrie

Comme la présence de mitochondrie C. neogaeus chez la forme cybride est le seul parametre
cellulaire la distinguant de la forme sauvage. Il est intéressant de comprendre les
circonstances ayant permis la cohabitation de ces deux génomes étrangers au sein d’une
méme cellule, ainsi que les fonctions biologiques qui sont associés a la mitochondrie.
Finalement, nous discuterons de I’'importance des interactions intergénomiques existant entre

la mitochondrie et le noyau et des conséquences associées a I’altération de ces interactions.

1.3.1 Origine et caractéristiques de la mitochondrie

Les mitochondries assument principalement le role de "centrale énergétique" des cellules
eucaryotes car elles contiennent et coordonnent l'activité de la plupart des enzymes
métaboliques permettant la formation d’ATP. L'ATP est indispensable a I’exécution de
nombreuses réactions meétaboliques telles que le transport actif ou la formation de
I’acétylcholine (Nachmansohn et Machado 1943, Lodish ef al, 2000). Mais le rdle des
mitochondries a I’intérieur de la cellule ne se limite pas a la production d’énergie. Elle serait
¢galement associée a 1’apoptose, 1’oxydation des lipides, la glucogenese, la stéroidogenese, la
synthese de I’heme et le cycle de I’urée (Schatz 1995, Dimmer et Scorrano 2006). Mis a part
quelques rares exceptions, la mitochondrie est transmise de fagon maternelle. La présence de
la mitochondrie au sein de nos cellules serait le résultat d’une endosymbiose entre une alpha-
protéobactérie et une cellule procaryote ayant eu lieu il y a 2 milliards d’années (Andersson ef

al., 1998, Lang et al., 1999, Gray et al., 2001).



1.3.2 Le complexe d’oxydation phosphorylation

Bien que le génome de la mitochondrie ne code que treize protéines, son rdle reste primordial
a la viabilité cellulaire. En effet, les treize protéines encore codées par le génome
mitochondrial participent a la formation des complexes I, III, IV et V du systeme d’oxydation
phosphorylation (OXPHOS) située dans la membrane interne de la mitochondrie (figure 2).
Ce complexe est d’une importance capitale, puisqu’il est responsable de la production de la
majorité de ’ATP cellulaire des cellules eucaryotes. Etant donné que les treize protéines
codées par la mitochondrie participent toutes a la formation du systtme OXPHOS, ce systeme
est un outil d’étude parfait pour visualiser les interactions intergénomiques (McKenzie et
Trounce 2000). Dans ce genre d’expériences, la présence de protéines de deux génomes
différents implique une coadaptation des protéines mitochondriales provenant du noyau et de
la mitochondrie afin de maintenir la production d’ATP et la température interne (Rand ef al.,
2004, Gershoni et al.,, 2009). Dans la mesure ou les protéines seraient incapables d’interagir
efficacement, la baisse de ’activité enzymatique qui en découle pourra conduire a une baisse
du « fitness » (DiMauro et Schon 2003). Dans le cadre de notre projet, ce systeme est d’autant
plus intéressant qu’il est tres probablement altéré a cause de la formation de complexes
protéiques chimériques induite par la présence de protéines mitochondriales provenant d’une

autre espece.
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Figure 2: Complexes constituant le systtme OXPHOS de la mitochondrie :

Les protéines mitochondriales provenant de la mitochondrie sont représentées en rouge et
celles provenant du noyau en bleu. Le complexe II est parfois utilisé comme contrdle dans les
expériences intergénomiques du fait de 1’absence de protéines mitochondriales. Tirée de Rand
et ai., (2004).

1.3.3 Les interactions intergénomiques

Une étude a estimé que le nombre total de protéines constituant une mitochondrie s’élevait a
environ mille cing cents alors que le génome de la mitochondrie ne code que treize protéines
(Lotz et al, 2014). Ces ¢éléments indiquent qu’il y aurait eu au cours de I’évolution une
succession de transferts horizontaux. L’existence de ce mécanisme de transfert horizontal a
été confirmée a maintes reprises, il a méme été démontré que les génomes nucléaires
présentent une facilité¢ a recevoir et a perdre de I’ADN provenant d’organelles (Thorsness et

Weber 1996, Huang et al., 2003, Timmis et al., 2004, Leister 2005).

Le fait que la majorité des protéines mitochondriales ne soit pas produite par le génome
mitochondrial implique la mise en place d’un systtme de communication entre les génomes
nucléaire et mitochondrial afin de combler les besoins mitochondriaux et maintenir 1’activité
mitochondriale. De cette fagon, la mitochondrie peut tout de méme avoir un contrdle indirect
sur 1’expression des protéines mitochondriales codées par le génome nucléaire, dont elle a

besoin pour se reproduire ou maintenir/augmenter certaines voies métaboliques pour répondre



efficacement a un stimulus. Etant donné que les treize protéines mitochondriales codées par le
génome mitochondrial rentrent dans la formation du systtme OXPHOS, la mitochondrie doit
emprunter d’autres voies rétrogrades pour communiquer avec le génome nucléaire s’appuyant
entre autres (mais non exclusivement) sur I’UPR (« unfolded protein response») ou un
relachement cytosolique de Ca2+ (Amuthan ef al., 2002, Ryan et Hoogenraad 2007, Haynes
et Ron 2010). Un tel systetme résultant de la coévolution de deux génomes contraints a
coopérer est relativement fragile dans la mesure ou une légere altération du génome
mitochondrial ou la présence de mitochondries d’une autre espece peut conduire a
I’effondrement de I’activité mitochondriale (McKenzie et Trounce 2000, Mochel et Haller

2011).

Parallelement, certaines altérations peuvent également induire un effet bénéfique, étre
sélectionnées et transmises aux générations suivantes. Ainsi, certaines mutations au niveau du
génome mitochondrial auraient pour conséquence de diminuer la capacité de couplage des
protéines au niveau des complexes chimériques du systtme OXPHOS, cette baisse du
couplage interprotéiques induit une augmentation du relachement de proton associée a un
dégagement de chaleur par la mitochondrie (Rousset ef al., 2004). Il n’est pas surprenant de
constater que ces mutations mitochondriales ont parfois ét¢ sélectionnées dans certaines
populations de 1’arctique (Ruiz-Pesini ef al.,, 2004). Cet exemple démontre que la balance au
niveau de la quantité des protons relachés et la quantité d’ATP produite semble avoir été un
parametre important permettant 1’adaptation d’une espece a son environnement (Speakman ef

al., 2004).

1.3.4 Les hybrides cytoplasmiques en général

Le meilleur moyen connu a ce jour pour étudier les interactions intergénomiques est
I’utilisation de cybrides artificiels. De telles cellules peuvent étre obtenues par la fusion

cytoplasmique de cellules dépourvues d'ADN mitochondrial avec des cellules énucléées
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provenant d'une autre espece (McKenzie ef al., 2003). Avec un tel systetme, McKenzie ef ai.,
(2003) ont démontré que I’activité du systtme OXPHOS chez des cybrides artificiels est
inversement proportionnelle a la divergence évolutive entre le génome nucléaire et
mitochondrial des cellules cybrides. A partir d’un certain degré de divergence, I’activité du
complexe est tellement diminuée que la majorité de la production d’ATP provient de la
fermentation. Ce faisant, le milieu cellulaire s’acidifie suite a I’accumulation d’acide lactique
(sous-produit de la fermentation) et la viabilité cellulaire de ces cellules est alors réduite.
Bien que I’activité du complexe OXPHOS dans les cellules cybrides obtenues en laboratoire
soit compromise, il est peu probable qu’en milieu naturel les formes cybrides soient aux
prises avec une chaine respiratoire déficiente. A contrario, Mee et Taylor, (2012) ont suggéré
qu'au contraire de nouveaux traits phénotypiques avantageux pourraient découler de la

présence d’une mitochondrie provenant d’une espece étrangere.

Un excellent exemple est celui de I'omble de fontaine Salvelinus fontinalis. Chez cette espece,
on retrouve des formes cybrides issues de 1’introgression de mitochondries provenant de
Salvelinus alpinus (Glémet et al, 1998). L’introgression mitochondriale fait référence au
transfert interspécifique du génome mitochondrial découlant d’une série de rétrocroisement
entre un hybride et 1’'une de ses especes parentales. Sur le plan géographique, ces deux
especes vivent en allopatrie. S. alpinus est retrouve dans les eaux arctiques et subarctiques
alors que S. fontinalis est retrouvé dans des environnements plus chauds. L’existence d’une
forme cybride chez cette espece implique un événement d’hybridation ayant eu lieu a
I’époque ou les especes parentales ont vécu en sympatrie. Les cybrides sont apparus suite au
croisement répété d'hybrides S. fontinalis x S. alpinus avec S. fontinalis, diluant
progressivement le génome nucléaire, mais conservant la mitochondrie S. a/pinus intacte. En
laboratoire, 1’étude des performances respiratoires de ces poissons a montré qu’a 6°C, la

forme cybride de S. fontinalis avait une activité métabolique plus forte que les individus
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S. fontinalis sauvages (Glémet ef al., 1998). Les individus appartenant a la forme cybride de
S. alpinus possedent des mitochondries S. a/pinus et sont génétiquement tres proches de la
forme sauvage bien que certains génes nucléaires de S. alpinus aient pu étre conservés. La
différence métabolique observable entre le cybride et [’espece sauvage serait donc
principalement due a la présence de la mitochondrie exogene de S. alpinus. Cette particularité
cellulaire aurai