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“Some of the most informative new observations
on vertebrate sex and sex chromosomes have come
from animals that are far from being models”
(Jenny Graves, 2008).
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Orateur invité a des congres nationaux et internationaux.

10. VEYRUNES F, 17 Rodens et Spatium — Rodent International Conference, Valladolid, Espagne,
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7. VEYRUNES F, 22nd International Colloquium of Animal Cytogenetics and Genomics, Toulouse,
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4. VEYRUNES F, 6eme Forum d’Endocrinologie Moléculaire, Marseille, juin 2015

3. VEYRUNES F, ALPHY 2015: Meeting on Bioinformatics and Evolutionary Genomics, Montpellier,
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1. VEYRUNES F, Journée de la cyto-polyploidie, Montpellier, mai 2011.

Séminaires de laboratoire (orateur invité)
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14. VEYRUNES F, Laboratoire ISEM, Montpellier, mars 2021

13. VEYRUNES F, CHU de Montpellier, janvier 2020 (invité par Dr. F. Pellestor)

12. VEYRUNES F, Laboratoire ISEM, Montpellier, novembre 2018

11. VEYRUNES F, Université de Madrid, Espagne, mars 2018 (invité par Dr. ]. Page)
10. VEYRUNES F, Institut Cochin, Paris, février 2016 (invité par Dr. A. Ziyyat)

9. VEYRUNES F, Université de Montpellier, mars 2014 (invité par I’ Association Gnumn)

8. VEYRUNES F, Laboratoire LECA, Grenoble, février 2013 (invité par Dr E. Bazin)
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7. VEYRUNES F, Laboratoire Evolution Génome et Spéciation, Gif sur Yvette, septembre 2012
(invité par Dr C. Montchamp-Moreau)

6. VEYRUNES F, Laboratoire ISEM, Montpellier, juin 2012

5. VEYRUNES F, Université de Lausanne, Suisse, février 2012 (invité par Pr N. Perrin)
4. VEYRUNES F, Université de Murcia, Espagne, mars 2011 (invité par Pr M. Aviles)

3. VEYRUNES F, laboratoire IGH, Montpellier, décembre 2010 (invité par Dr F. Poulat)
2. VEYRUNES F, INRA Nouzilly, novembre 2009 (invité par Dr S. Fouchecourt)

1. VEYRUNES F, Les conférences de I'ISEM, Montpellier, avril 2009

depuis le début de la carriere:

n=22

Séminaires Grand Public (orateur invité)

VEYRUNES F, Bar des Sciences de Paris, Quai du Louvre, Paris : “A-t-on le genre de ses chromosomes
ou le chromosome de ses genres ?” février 2016

Participation a des congrés internationaux (le nom de l’orateur est surligné)

depuis 2008:

28. HEITZMANN L, SAUNDERS PA, BOURSOT P, CHALLE M, PEREZ ], VEYRUNES F. 2" European
Symposium on Sex Determination, Hyeres, octobre 2022 (comm. orale)

27. HEITZMANN L, SAUNDERS PA, BOURSOT P, VEYRUNES F. ESEB Congress, Pragues,
République Tcheque, aout 2022 (poster).

26. HEITZMANN L, CHALLE M, PEREZ ], CASTEL L, MARTIN A, VALJENT E, VEYRUNES F. European
Meeting for PhD students in Evolutionary Biology. Espoo, Finlande, mai 2022 (comm. Orale).

25. HEITZMANN L, CHALLE M, PEREZ J, CASTEL L, MARTIN A, VALJENT E, VEYRUNES F. Virtual
Symposium on the Biology of Vertebrate Sex Determination, visioconférence, octobre 2021
(eposter)

24. BOEL M, HERPE L, DUCHAMP C, ROMESTAING C, DECHAUME-MONCHARNOT FX, VEYRUNES
F, PICHAUD N, VOITURON Y, ROUSSEL D. 15th Meeting Ecology & Behaviour, Strasbourg, mars
2022 (poster).
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23. SAUNDERS PA, HEITZMANN L, BOURSOT P, VEYRUNES F. ESEB satellite symposium : The
remarkable diversity in the rates and mechanisms of sex chromosome evolution, visioconférence,
septembre 2021 (comm. orale)

22. IMARAZENE B, BEILLE S, ]OUANO E, FERON R, LOPEZ-ROQUES C, PARRINELLO H, ]OURNOT L,
Krorr C, PEREZ ], VEYRUNES F, H. POSTLET ], Y GUIGUEN. Workshop: Paradigm shift in sex
chromosome evolution, Berlin, Allemagne, septembre 2019 (comm. orale)

21. RIBAGORDA M, GIL-FERNANDEZ A, MARTIN-RUIZ M, LOPEZ P, S. RUFAS |, PARRA M, VIERA
A, VEYRUNES F, PAGE J. EMBO Meiosis Meeting, La Rochelle, 2019 (poster)

20. GIL A, PARRA M, VIERA A, RUFAS ]S, VEYRUNES F, PAGE J. EMBO Meiosis Meeting. Hvard,
Croatie, 2017 (poster)

19. GIL A, PARRA M, VIERA A, RUFASJS, VEYRUNES F, PAGE . 2nd MeioNET Meeting, Miraflores
de la Sierra, Espagne, 2017 (comm. orale)

18. VEYRUNES F, 1¢ European Symposium on Sex Determination, Dinard, mars 2017 (comm. orale)

17. SAUNDERS PA, VEYRUNES F, Workshop The evolution of sex determination, La Sage, Suisse, juin
2016 (comm. orale)

16. SAUNDERS PA, VEYRUNES F, 15" ESEB, European Society for Evolutionary Biology, Lausanne,
Suisse, aout 2015 (comm. orale)

15. SAUNDERS PA, VEYRUNES F, BOURSOT P, 15" ESEB, European Society for Evolutionary Biology,
Lausanne, Suisse, aout 2015 (poster)

14. SAUNDERS PA, VEYRUNES F, 7th Vertebrate Sex Determination Congress, Hawaii, USA, avril
2015 (comm. orale)

13. SAUNDERS PA, VEYRUNES F, 10" Ecology and Behaviour Meeting, Montpellier, juillet 2014
(poster)

12. SAUNDERS PA, VEYRUNES F, 19th European Meeting of PhD Students in Evolutionary Biology,
Exceter, UK, septembre 2013 (comm. orale)

11. CHEVRET P, ROBINSON TJ, VEYRUNES F, BRITTON-DAVIDIAN ]. 11th International
Mammalogical Congress, Belfast, Irlande, aout 2013 (comm. orale)

10. RAHMOUN M, VEYRUNES F, Conférence Jacques Monod, Recent advances on the evolution
of sex and genetic systems, Roscoff, mai 2013 (poster)

9. SAUNDERS PA, VEYRUNES F, Conférence Jacques Monod, Recent advances on the evolution
of sex and genetic systems, Roscoff, mai 2013 (poster)

8. CHEVRET P, ROBINSON TJ, VEYRUNES F, BRITTON-DAVIDIAN ], 13th Rodens and Spatium
Conference, Rovaniemi, Finlande, juillet 2012 (comm. orale)

7. VEYRUNES F, 6th Vertebrate Sex Determination Congress, Hawaii, USA, avril 2012 (comm.
orale)

6. VEYRUNES F, 18th International Chromosome Conference, Manchester, UK, aout 2011 (poster)

5. VEYRUNES F, 11th African Small Mammals Symposium, Swaziland, juillet 2011 (comm. orale +
poster)
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4. LOPEZ L, VEYRUNES F, CHEVRET P, AVILES M, 2011 Tissue Engineering and Regenerative
Medicine international Society, juin 2011, Grenade, Espagne (poster)

3. VEYRUNES F, Genetics, Epigenetics and Evolution of Sex Chromosomes Meeting de la Société
Francaise de Génétique, Paris, juin 2011 (poster)

2. VEYRUNES F, SMBE 2010 Society for Molecular Biology and Evolution, Lyon, juillet 2010 (poster)

1. VEYRUNES F, Workshop Chromosomal evolution: from theory to malaria vector, Montpellier,
décembre 2008 (comm. orale).

depuis le début de la carriere:

n=42

Participation a des colloques nationaux

depuis 2008:

20. HEITZMAN L, MARTIN A, VALJENT E, VEYRUNES F, Colloque Différenciation des Gonades chez
les Vertébrés, Paris, avril 2022 (comm. orale)

19. VEYRUNES F & CROCHET PA. Journée scientifigue CeMEB, Montpellier, septembre 2020
(comm. orale)

18. SAUNDERS P, VEYRUNES F, Workshop rongeurs du CBGP, Montpellier, octobre 2019 (comm.
orale)

17. BOEL M, ROMESTAING C, DUCHAMP C, VEYRUNES F, RENAUD S, ROUSSEL D, VOITURON Y.
Colloque d’Ecophysiologie Végétale, Rennes, 2019 (comm. orale)

16. MOROS-NICOLAS C, CHEVRET P, VEYRUNES F, GUILLEN-MARTINEZ A, BALLESTA ],
IZQUIERDO-RICO MJ, AVILES M. Congress SEHIT Sociedad Espariola de Histologia e Ingenieria
Tisular, Murcia, Espagne, 2019 (comm. orale)

15. RIBAGORDA M, GIL-FERNANDEZ A, MARTIN-RUIZ M, LOPEZ P, S. RUFAS J, PARRA M, VIERA
A, VEYRUNES F, PAGE J. Spanish Meiotic Meeting, Madrid, 2019

14. VEYRUNES F, Colloque Différenciation des Gonades chez les Vertébrés, Nice, décembre 2015
(comm. orale)

13. VEYRUNES F, Workshop rongeurs du CBGP, Montpellier, septembre 2015 (comm. orale)

12. VEYRUNES F, Workshop rongeurs du CBGP, Montpellier, septembre 2015 (comm. orale)

11. SAUNDERS P, VEYRUNES F, Colloque Différenciation des Gonades chez les Vertébrés, Montpellier,
avril 2014 (comm. orale)

10. RAHMOUN M, VEYRUNES F, Colloque Différenciation des Gonades chez les Vertébrés, Jouy en
Josas, mars 2013 (comm. orale)
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9. RAHMOUN M, VEYRUNES F, Workshop rongeurs du CBGP, Montpellier, septembre 2012
(comm. orale)

8. SAUNDERS P, VEYRUNES F, Workshop rongeurs du CBGP, Montpellier, septembre 2012 (comm.
orale)

7. SAUNDERS P, RONCE O, VEYRUNES F, Petit Poids Déridé 2012, Avignon, aout 2012 (comm.
orale)

6. VEYRUNES F, Workshop rongeurs du CBGP, Montpellier, septembre 2011 (comm. orale)

5. VEYRUNES F, Collogue Différenciation des Gonades chez les Vertébrés, Paris, novembre 2010
(comm. orale)

4. VEYRUNES F, GDR Cytogénomique structurale et évolutive, Rennes, octobre 2009 (comm. orale)

3. VEYRUNES F, Workshop rongeurs du CBGP, Montpellier, septembre 2009 (comm. orale)

2. VEYRUNES F, Colloque Différenciation des Gonades chez les Vertébrés, Lyon, mars 2009 (comm.
orale)

1. VEYRUNES F, GDR Cytogénomique structurale et évolutive, Toulouse, octobre 2008 (comm.
orale)

depuis le début de la carriere:

n=24

Certaines des publications ont suscité un intéret de la part des médias et je passe parfois du
temps a répondre aux journalistes. C'est notamment le cas pour les articles sur le génome
(Nature 2008) et les chromosomes sexuels (Genome Res 2008) de 1'ornithorynque avec des
articles de vulgarisation dans National Geographic, The Washington Post, BBC News, Yahoo, etc...

Plus récemment, les publications Veyrunes et al. 2010 (Proc R. Soc B) et Saunders et al. 2014

(Evolution) ont également été couvertes par la presse nationale et internationale. Voici quelques
exemples (beaucoup de liens web sont depuis cassés):

* Le Monde: Une souris africaine défie les lois de la différenciation sexuelle (27 fev 2010, p17)
* Science & Vie: La souris naine africaine: ses femelles ont des chromosomes XY (aout 2010, pp 6-7)

* New Scientist: Super female mice have secret have secret male DNA

(https://www.newscientist.com/article/dn25132-zoologger-superfemale-mice-have-secret-

male-dna/)

¢ Science Daily: African pygmy mouse: females are XY ... researchers find out why
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(https://www.sciencedaily.com/releases/2010/02/100224134147.htm)

* Cordis, Commission Européenne: The X factor: reversing chromosomes in pygmy mice

(https://cordis.europa.eu/article/id/31812-the-x-factor-reversing-chromosomes-in-african-
pygmy-mice)

¢ L'Herault du jour: Mus minutoides, la super souris naine (24 mars 2014, p17)

e Science & Vie, Hors Série: L'ornithorynque, comment classer ce mammifere qui pond des oeufs?
(juillet 2017, 279: 27-30)

e Arte: interview pour le documentaire “le sexe et le genre”

Jai également cosigné une tribune avec quelques collegues scientifiques pour nous opposer a
I'exploitation des animaux sauvages dans les cirques, du fait notamment des conditions de
détention qui ne peuvent satisfaire a leurs besoins vitaux.

e Libération : Les douloureux tours de piste des animaux de cirque (03 mai 2018).

Projets financés :

7. ANR PRC, acronyme SEXREV (2018-2022) Menage a trois: a third, feminising sex chromosome.
Evolutionary consequences and relevance to mammalian sex determination genetics. Porteur,
421 000 €

6. I-Site MUSE (2018-2020) Naturally occurring sex reversal in African pygmy mice: evolutionary
consequences and relevance to sex determination genetics and pathology in humans. Porteur, 100
000 €

5. Labex CeMEB (2017) Investigating the role of sex chromosomes in reproductive isolation and
speciation. Co-Porteur, 23 500 €

4. Projet DIALOG (2012) Séquencage du génome complet de Mus minutoides. Partenaire avec
Pierre Boursot, 15 000 €

3. Fondation Del Duca, de I'INSTITUT DE FRANCE (2012-2014). Turnover in sex determining
systems: description and characterization of the genetic basis of a novel sex chromosome system in
mammal species. Porteur, 164 000 €

2. ANR Jeune Chercheur, acronyme SEXYMUS (2010-2014). Evolution des chromosomes sexuels
et du déterminisme du sexe chez les mammiferes. Porteur, 215 000 €

1. Conseil Scientifique de 1'Université Montpellier 2 (2009). How do the mammalian XY
chromosomes function? Description and characterization of the genetic bases and evolution of a novel
sex determination system in a mammal species. Porteur, 13 000 €
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Partenaire de Projets Internationaux financés :

2. Proyectos de Excelencia; Universidad de Madrid, Espagne: Meiosis and the evolution of
mammalian sex chromosomes (2015-2019). Partenaire avec Jesus Page

1. Projet TGAC; Earlham Institute, Norwich, Angleterre: Adaptation to aridity and sex
determination evolution in Nannomys (2014-2019). Partenaire avec David Thybert

2005 Bourse postdoctorale Lavoisier du Ministere des Affaires Etrangeres francais

2004 Prix du meilleur talk étudiant au 15" International Chromosome Conference,
Londres

2003 Award of the SYSTEMATICS ASSOCIATION. Phylogeny, taxonomy, and sex

determination of the African pygmy mice, subgenus Nannomys (Rodentia; Muridae).

Enseignement
Depuis 2011  3h, M1 DARWIN, Univ Montpellier, Module Génomique évolutive

Depuis 2009 3h, Master EPHE, Module Les marqueurs moléculaires de I'évolution
2011-2012  3h, ENS Lyon, Unité d'Enseignement européen Comparative Genomics
2011 3h, Master Universidad de Murcia, Espagne, Module Molecular Evolution

Formation, Animation

Depuis 2019 Chef d’équipe Sexe & Spéciation a 'ISEM
Depuis 2012 Examinateur de 6 theéses

Depuis 2012 Membre de 8 comités de these

2009,-13,-15  Jury du Master 2 DARWIN, Univ Montpellier
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2014
2014

2012
2009

Jury du Master 2 IEGB, Univ Montpellier

Membre du Comité d’organisation du Colloque Différenciation des Gonades chez
les Vertébrés, a Montpellier (>40 pers.)

Animateur de I'atelier "Sexe & Evolution" lors des Prospectives de 'INEE CNRS

Organisateur de la Journée des Doctorants de I'ISEM

Activités pour la Collectivité

Depuis 2019

Depuis 2017

Depuis 2016

Depuis 2014

Représentant du Département B3ESTE au Conseil de Gestion des animaleries
de I'Université de Montpellier (CECEMA)

Membre de la SBEA (Structure Bien-Etre Animal) des animaleries de 1'Université
de Montpellier (CECEMA)

Responsable de la SBEA (Structure Bien-Etre Animal) de 'ISEM pour I’agrément
« Etablissement utilisateur d’animaux a des fins scientifiques »

Responsable scientifique d'un plateau technique, labélis¢é Labex CeMEB :
Plateforme de Cytogénomique évolutive

Consultance / Expertise

Depuis 2017

Membre de la Commission de I’ Avifaune Frangaise grace a ma double casquette de
chercheur et ornithologue de terrain.

Encadrement de Postdocs

2018 - 2021

2014 - 2016

2011 - 2014

PAUL SAUNDERS (financement I-site MUSE) Mus minutoides genome sequencing.
Sex and neo-sex chromosome evolution in a mammal with XY females. En postdoc

MARIE PAGES (ATER Université de Montpellier). Evolution rapide du gene du
déterminisme du sexe Sry au sein des souris naines africaines. Professeur de SVT en

college.

MASSILVA RAHMOUN (financement ANR JC SEXYMUS et Fondation Del Duca).
Identification des genes responsables de la réversion de sexe chez Mus minutoides. IR
CNRS
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Encadrement de théses

2019 - 2022

2012 - 2015

2008 - 2012

2008 - 2011

LOUISE HEITZMANN : Brain sexualization of X*Y females in the African pygmy mouse,
Mus minutoides. Encadrant principal, co-encadrement avec P. BOURSOT.

PAUL SAUNDERS : Evolution d’un nouveau déterminisme du sexe atypique chez un
mammifere. Causes et Conséquences. Encadrant principal, co-encadrement avec J.
BRITTON-DAVIDIAN. En postdoc

LUCILE SOLER : Recherche in silico de génes potentiellement associés au sexe sur le
groupe de liaison LG3 chez le Tilapia du Nil, Oreochromis niloticus. Co-directeur,
encadrement avec JF BAROILLIER, CIRAD Montpellier. Bioinformaticienne dans

le privé
BENOITE CAZAUX : Approche cytogénomique de I’évolution des séquences répétées : cas
des satellites et des génes ribosomiques au sein du genre Mus. Co-directeur,

encadrement avec ] BRITTON-DAVIDIAN, ISEM Montpellier. Professeur des
écoles

Encadrement de Masters

2022

2022

2020

2015

2014

2014

2012

MARC FICHTER (Master 1 DARWIN, Montpellier). Pourquoi les femelles
X*Y sont-elles plus agressives ? roles des hormones et des chromosomes sexuels
(co-encadrement avec L. HEITZMANN).

LEA HERPE (Master 2 Physiologie intégrée en milieux extrémes, Lyon)
Activités circadiennes locomotrice et métabolique chez Mus minutoides ; effets
du sexe génotypique et phénotypique (co-encadrement avec M. BOEL & Y.
VOITURON).

MARION D1 LIEGRO (Master 2 DARWIN, Montpellier) Recherche des causes
proximales de la distorsion de transmission conditionnelles des chromosomes
sexuels males chez Mus minutoides. En recherche d’une opportunité de
these.

VLADIMIR BAJIC (Master 2 MEME) Evolution of the pygmy mouse feminizing
X chromosome. Genomic sequence analysis (co-encadrement avec P.
BOURSOT). Classé 2eme du Master, actuellement en postdoc.

ANDRES G DE LA FILIA MOLENA (Master 2 MEME) Rapid evolution of the sex
determining gene Sry within the African pygmy mice. Classé 2eme du Master,
actuellement en postdoc

THOMAS FRANCO (Master 1 BEE Montpellier) Etude comportementale d’une
espece de mammiferes possédant des femelles XY : la souris naine africaine.

PAUL SAUNDERS (Master 2 BEE Montpellier) Evolution d un nouveau déterminisme
du sexe chez une espéce de mammiféres. Combinaison d'une analyse empirique et d ‘une
approche par modélisation.Classé ler du Master, il a réalisé une these (bourse
ministérielle de recherche) sous ma direction. Actuellement en postdoc
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2011

PAUL SAUNDERS (Master 1 BEE Montpellier). Un nouveau déterminisme du sexe
chez une espece de mammiferes. Identification du remaniement chromosomique
impliqué dans la réversion de sexe.

2010 VICTOR COLOMINA (Master 2 EPHE). Distribution de séquences répétées et leur role
au cours de "évolution chromosomique : I'exemple des souris naines africaines. Classé
2éme du Master, il a fait une reconversion

Encadrement d'ITA

2020-2022 XAVIER HAUTECOEUR, IE, Génétique moléculaire et Immuno-Histochimie
(financement ANR SEXREV) (10%)

Depuis 2016 MARIE CHALLE, Technicienne UM, Animaliere (20%)

Depuis 2014 JULIE PEREZ, IE CNRS, responsable technique de la Plateforme de Cytogénomique
évolutive, labélisée Labex CeMEB

2011-2013  JULIE PEREZ, IE, Cytogénomique et Biologie moléculaire (financement ANR JC

SEXYMUS)

* 2020 - 2021 Membre du comité éditorial (Topic Editor Board) pour le journal Genes

* Référé pour les revues : en moyenne, une tous les 3 mois pour différentes revues, spécialisées
(ex : Chromosome Res, Sex Dev) ou généralistes (ex : Heredity, Mol Biol Evol, Mol Ecol).

* Référé pour des appels d'offre : CNRS Momentum, ANRs, Project Proposals of the Czech
Science Foundation
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1. VEYRUNES F, DOBIGNY G, YANG F, O’'BRIEN PCM, CATALAN J, ROBINSON TJ, BRITTON-
DAVIDIAN | (2006) Phylogenomics of the genus Mus (Rodentia; Muridae): extensive genome
repatterning is not restricted to the house mouse. Proceedings of the Royal Society B, 273,
2925-2934.

Article de these. Cette étude de Chromosome Painting et de Phylogénomique est un cas d’école.

Les réarrangements chromosomiques identifiés par Hybridation in situ par fluorescence ont permis de
résoudre pour la premiere fois et de facon robuste la phylogénie du genre Mus restée longtemps débattue
et de retracer avec précision I'histoire évolutive du génome de la souris au cours des 8 derniers millions

d’années.

2. VEYRUNES F, WATERS PD, MIETHKE P, RENS W, MCMILLAN D, ALSOP AE,
GRUTZNER F, DEAKIN JE, WHITTINGTON CM, SCHATZKAMER K, KREMITZKI
CL, GRAVES T, FERGUSON-SMITH MA, WARREN W, MARSHALL-GRAVES JA
(2008) Bird-like sex chromosomes of platypus imply recent origin of mammal
sex chromosomes. Genome Research 18, 965-973.

Article de postdoc. Ce travail a eu un énorme retentissement de la part de la
communauté scientifique et des médias grand public.

Les dix chromosomes sexuels de l'ornithorynque ne partagent aucune homologie de génes avec les
chromosomes XY des autres mammiferes. Ce résultat completement inattendu démontre que les
déterminismes du sexe des monotrémes et des autres mammiferes (thériens) ont des origines
complétement indépendantes, ce qui rajeunit de moitié 1’dge de formation des chromosomes X et Y de
I’homme (!) apparus apreés la divergence de la lignée des monotremes datée a 160 millions d’années - et
non comme précédemment supposé apres la divergence reptiles/mammiféres il y a 310 MA. Les
répercussions théoriques sont importantes, notamment sur les taux d’évolution des genes liés au sexe et
la vitesse de dégénérescence du chromosome Y.

3. VEYRUNES F, CHEVRET P, CATALAN ], CASTIGLIA R, WATSON J, DOBIGNY G, ROBINSON T7J,
BRITTON-DAVIDIAN ] (2010) A novel sex determination system in a close relative of the house
mouse. Proceedings of the Royal Society B, 277, 1049-1056.

Le papier fondateur qui va bouleverser l'ensemble de ma carriére: la découverte d'un nouveau
déterminisme du sexe et d'un troisieme chromosome sexuel X* chez la souris naine Mus minutoides.
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4. SAUNDERS PA, PEREZ ], RAHMOUN M, RONCE O, CROCHET PA, VEYRUNES F (2014) XY females
do better than the XX in the African pygmy mouse, Mus minutoides. Evolution 68, 2119-2127

Premiere publication en tant qu’encadrant de these et également premier papier issu des données
récoltées dans I’élevage.

A notre grande surprise, I'analyse des traits d’histoire de vie a révélé que les femelles X*Y ont un
meilleur succes reproducteur que les femelles XX ou XX* et ce, pour tous les traits étudiés. A titre
d’exemples, les femelles X*Y se reproduisent plus tot, ont des tailles de portées significativement plus
grandes et engendrent plus de descendants au cours de leur vie que les autres femelles. Il existe donc des
mécanismes évolutifs qui permettent de compenser voire de dépasser le coilt de la reproduction
(notamment la perte d’un quart des embryons, les YY) et ainsi de maintenir le chromosome X* au cours
de I"évolution.

5. GIL-FERNANDEZ A", SAUNDERS PA", MARTIN-RUIZ M, RIBAGORDA M, LOPEZ-
JIMENEZ P, JEFFRIES DL, TERESA PARRA M, VIERA A, RUFAS ]S, PERRIN N,
VEYRUNES F AND PAGE ] (2020) Meiosis reveals the early steps in the evolution
of a neo-XY sex chromosome pair in the African pygmy mouse Mus
minutoides. PLoS Genetics 16, 1008959 [*These authors contributed equally to
this work]

Collaboration fructueuse avec Jesus Page sur la méiose des souris naines, avec Ana Gil-Fernandez,
doctorante a I’'Université de Madrid qui est venue passer deux mois dans le laboratoire et Paul Saunders
en postdoc. C’est aussi le premier papier issu de mes propres projets qui utilise des données génomiques
NGS.

L’approche complémentaire cytogénomique et NGS a permis de révéler les premiers signes de
différenciation sexuelle « sexualisation » de la région proximale de l'autosome 1 fusionné aux
chromosomes sexuels avec notamment un appariement méiotique retardé, une dynamique de réparation
de 'ADN perturbée et un arrét de la recombinaison. Il s’agit d'un des tous premiers cas de
différentiation de néo-chromosomes sexuels chez un mammifere.
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Mon parcours, ma carriere, je les dois a deux femmes d’exception. JANICE BRITTON-
DAVIDIAN évidemment, ma directrice de these, collegue et amie qui m’a tant appris,
c’était un immense plaisir et privilege de travailler a ses cotés. Enthousiasme,
bienveillance, générosité, bonne humeur, perfectionnisme sont quelques-unes de ses
qualités humaines et scientifiques. Je lui dois tellement (a commencer par m’avoir fait
découvrir la cytogénétique et les souris naines africaines), et modestement j’essaye
tous les jours de gérer ma recherche en prenant modele sur elle. C'est a la mémoire de
Janice, partie bien trop tot, que je dédie cette HDR.

La seconde est JENNY GRAVES, pionniere et grande prétresse de 1'évolution des
chromosomes sexuels, je suis arrivé au meilleur moment dans son équipe pour
décrypter les chromosomes sexuels de I'ornithorynque. J'ai tellement appris pendant
une petite année de postdoc. Ce fut pour moi une période d’enrichissement et
d’épanouissement personnel et scientifique intense, et mon CV également bien enrichi
et bien épanoui a facilité mon recrutement au CNRS. Je suis tellement fier de la
confiance que tu as sue me témoigner et des messages d’encouragements et de
télicitations que tu continues a m’envoyer.

Je voudrais également remercier les membres du jury de mon HDR qui ont accepté de
relire ce travail malgré leurs emplois du temps chargés.

Je tiens particulierement a remercier TOUS LES HABITANTS de I'ISEM, une maison ot on
se sent bien, ou il fait bon vivre. Bienveillance et entre-aide font partie de I’ADN de
I'ISEM. Je tiens a remercier particulierement JEAN-CHRISTOPHE AUFFRAY, AGNES
MIGNOT, NICOLAS GALTIER et LEURS EQUIPES DE DIRECTION pour avoir su entretenir et
développer cette atmosphere si chaleureuse et humaine.

Un immense merci a tous les membres actuels et passés de I'équipe SEXE & SPECIATION.
Depuis mon premier jour de DEA, il n'y a pas eu un jour ou je ne me suis pas dit que
javais de la chance d’étre dans cette équipe. Merci en particulier a GUILA GANEM,
CAROLE SMADJA, JOSETTE CATALAN, JULIE PEREZ, PIERRE BOURSOT et PIERRE CAMINADE.
Un petit mot en plus pour JULIE PEREZ tant sa présence et son implication sont cruciales
dans mes projets de recherche. Julie, merci infiniment pour ta gentillesse et tes
compétences. J'ai beaucoup de chance de pouvoir compter sur toi !
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Merci a MARIE CHALLE pour son investissement a 1’animalerie, une aide précieuse, et
XAVIER HAUTECOEUR pour son travail hors-pair d’ingénieur sur ’ANR SexRev.

Et bien sir la justification méme d’écrire son HDR est de pouvoir rendre compte de
tout ce qu’on doit a nos étudiants. Un immense merci a tous et en particulier a PAUL
SAUNDERS et LOUISE HEITZMANN, mes deux thésards qui ne cessent de
m’impressionner et a MASSILVA RAHMOUN, ma premiere postdoc pour son implication
et sa bonne humeur. Merci pour votre confiance. Quel bonheur de travailler a vos
cotés !

Merci également a tous mes collaborateurs avec qui j'ai découvert de nouveaux
horizons de recherche, et en particulier PIERRE BOURSOT, FRED BAUDAT, AGNES MARTIN,
FRANCIS POULAT, JESUS PAGE, TERRY ROBINSON, OPHELIE RONCE, EMMANUEL VALJENT et
YANN VOITURON avec qui j'ai tissé des collaborations étroites, pérennes et fructueuses.
Tellement enrichissant !

Mais ce que je préfere par-dessus tout dans ma journée de chercheur, c’est les pauses
déjeuners avec les amis. Un immense merci a tous mes AMIS CHERCHEURS ! Pas besoin
de les nommer, ils se reconnaitront.

Enfin, un petit mot pour MA FAMILLE ainsi que celles et ceux qui accompagnent ma vie
pour tout I'amour, le soutien et la confiance qu’ils m’ont témoignés. Parce que mes
parents ont su me prodiguer ce golit prononcé pour la nature et développer ma
curiosité pour le monde vivant qui nous entoure, et qu’ils m’ont toujours soutenu voire
encouragé dans mes délires naturalistes, ce n’est pas un hasard si jen suis la
aujourd’hui. Evidemment aujourd’hui, comme tous les autres jours, j’ai une pensée
émue pour MA MAMAN.
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Mes recherches s’articulent principalement autour de deux grandes
thématiques complémentaires : (i) I'évolution caryologique et (ii) I'évolution des
chromosomes sexuels et des déterminismes du sexe.

Dans le premier theme je m’intéresse plus particulierement a I'évolution de
'architecture de génomes issus d’une radiation évolutive récente, celle des souris
naines africaines (genre Mus ; sous-genre Nannomys). Ce fut I'objet principal de mon
doctorat qui m’a permis de caractériser une formidable diversité chromosomique au
sein de ce groupe. Cette thématique est encore poursuivie, mais dans une moindre
mesure. Je maintiens toutefois une activité de cytogénéticien en développant de
nouvelles approches pour le laboratoire (culture-cellulaire, BAC-mapping, Sperm-
FISH, Tunnel-ASSAY) et en animant la plateforme de Cytogénomique Evolutive.

C’est au cours de ces recherches doctorales que j'ai découvert un trait exceptionnel et
insoupgonné du génome des Nannomys, a savoir une remarquable plasticité des
chromosomes sexuels, qui va impacter de maniere déterminante mon parcours
scientifique. Je me suis donc par la suite plus particulierement intéressé a I’évolution
des chromosomes sexuels et des mécanismes de déterminisme du sexe.

Aujourd’hui, j'étudie principalement les systemes de déterminisme du sexe atypiques
comme ceux de l'ornithorynque et des souris naines africaines. La diversité des
chromosomes sexuels au sein de ces dernieres (femelles XY, males XO, apparition
multiples de néo-chromosomes sexuels) et leur proximité phylogénétique avec la
souris de laboratoire (méme genre) en font un modele unique au sein des mammiferes.
Je tache de faire le lien entre la nature des genes impliqués dans les remaniements des
chromosomes X et Y (cytogénomique / biologie cellulaire / NGS), leur mode
d’évolution (évolution moléculaire / génétique fonctionnelle), leur expression
(transcriptomique), la structure des populations (phylogénie / génétique des
populations) et les corrélats phénotypiques (élevage / comportement).

Il y a eu depuis mon recrutement un élargissement radical de mes recherches
vers deux grands domaines que je n'avais pas abordés jusqu'alors. Le premier fait suite
a la mise en place d'un élevage de souris naines africaines, Mus minutoides, d'ou
découle une multitude d'études, dont I'analyse de traits d'histoire de vie et de tests
comportementaux associ€s a des approches d’endocrinologie, de neurobiologie et de
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physiologie. Le second domaine est la génétique fonctionnelle et la biologie cellulaire
a travers l'encadrement d'une post-doc, MASSILVA RAHMOUN (2011-2014) et la
collaboration fructueuse avec l'équipe Développement & Pathologies de la Gonade de
I'Institut de Génétique Humaine (FRANCIS POULAT & BRIGITTE BOIZET) qui vise a identifier
les genes impliqués dans I'inversion de sexe chez Mus minutoides. Cet élargissement
vers des approches plus fonctionnelles se percoit également a travers mes
collaborations, davantage avec des laboratoires rattachés au Département INSB du
CNRS que INEE, et a travers les invitations aux conférences (ex : CHU de Montpellier,
Institut Cochin, Forum d’Endocrinologie, etc...).

Contrairement a la plupart de mes collegues qui adaptent leurs modeles
biologiques a leurs questions, moi j’adapte mes questions a mon modele biologique.
J'essaye par tous les moyens de comprendre la mise en place et I'évolution du systeme
de déterminisme du sexe de M. minutoides. Ma démarche est ostensiblement
multidisciplinaire et intégrative, tant il y a de portes d’entrées et de voies a explorer
pour décortiquer ce systeme. C’est tres enrichissant intellectuellement, méme si a la fin
j ai parfois le sentiment de n’étre spécialiste en rien...

La premiere fois que j'ai émis I'hypothese d’écrire mon HDR c’était en 2014, j’ai donc
fait trainer huit ans... Et ma premiere conclusion est que j’aurais dii 1’écrire bien avant,
¢a m’aurait pris moins de temps de rédaction. L’"Habilitation a Diriger des Recherches
est avant tout un diplome censé valider notre capacité a encadrer des étudiants, en se
basant sur la qualité des recherches passées et sur le succes des activités
d’encadrement. Mon rapport d’"HDR est donc assez factuel (pour plus de science se
rapporter aux articles) et accorde une large place aux travaux menés par les étudiants
de Master, doctorants, post-doctorants et ingénieurs que j'ai eu la chance d’encadrer.
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PUBLICATIONS 5,7,8,9, 10

Travaux de recherche effectués lors de mes deux postdocs, a I’ Australian National University,
Canberra, Australie (2006) et University of Cambridge, UK (2007-08).

Sans aucun doute le plus surprenant des mammiferes actuels, I’ornithorynque
est une énigme pour les évolutionnistes depuis plus de deux siecles. Lorsque le
premier spécimen fut envoyé au British Museum of Natural History, les biologistes ont
d’abord cru a une imposture : un tel animal possédant un mélange de caracteres de
mammiferes, d’oiseaux et de reptiles ne pouvait pas exister. En effet, outre une
fourrure et un bec de canard, il présente un systeme de reproduction unique
combinant des traits mammaliens (par exemple : lactation) et reptilien/avien
(oviposition). L’ornithorynque forme avec les échidnés une des trois lignées majeures
de mammiferes, les monotremes, ayant divergé précocement des thériens (placentaires
et marsupiaux). Les monotremes représentent une branche unique sur l’arbre du
vivant entre les sauropsides (oiseaux et reptiles) et les autres mammiferes, occupant
ainsi une position phylogénétique privilégiée pour mieux comprendre 1'origine et
I’évolution des chromosomes sexuels des mammiferes. Pourtant, le caryotype et les
chromosomes sexuels des monotremes sont restés controversés pendant plus d'un
demi-siecle. Apres de nombreuses incertitudes et incohérences entres les différents
auteurs —y compris dans les publications récentes-, le caryotype de I’ornithorynque a
enfin été établi et décrit de fagon définitive : il comporte 52 chromosomes dont pas
moins de 10 chromosomes sexuels (McMillan et al. 2007) ! En effet, Rens et al. (2004) et
Grutzner et al. (2004) ont découvert récemment que la femelle possede cinq paires de
X, alors que le male présente cinq chromosomes X et cinq chromosomes Y. A la méiose

male, ces dix chromosomes forment une extraordinaire chaine Xi1Y1X2Y2X3Y3XaY4X5Y5
qui ne connait aucun équivalent chez les vertébrés. Une ségrégation alternée des
chromosomes sexuels assure que chaque spermatozoide possede un jeu complet des
cing X ou cinq Y. Mais fait encore plus exceptionnel, le chromosome Xi, situé a une

29



extrémité de la chaine, partagerait a priori certaines homologies de genes avec une
partie du chromosome X mammalien (Watson et al. 1990), alors que le chromosome
Xs, situé a I’autre extrémité de la chaine, porte le gene Dmrt1 (El-Morghabel et al. 2007),
localisé sur le chromosome Z des oiseaux et qui n’est autre que le gene du
déterminisme du sexe avien (Smith et al. 2009 ; Ioannidis et al. 2021). De plus, le gene
Sry induisant le déterminisme du sexe des mammiferes est absent du génome de
I"ornithorynque (Grutzner et al. 2004).

Tres attendu du fait de ses particularités et de sa position phylogénétique
(lignée basale des mammiferes), le génome complet (méme si alors parcellaire et tres
fragmenté) de I'ornithorynque a été publié en 2008 (Warren et al. 2008). C’est dans ce
contexte que s’inscrivait mon sujet d’étude a 1'Australian National University (en
collaboration avecles Universités de Washington, St Louis et Adélaide). Mon approche
était double, se situant a la fois en amont et en aval du projet de séquengage du génome
de I'ornithorynque.

D’une part, j’ai participé a la reconstruction du génome complet en dressant sa
carte physique. J’étais en charge des 10 chromosomes sexuels. Ce travail a été réalisé
en localisant par hybridation in situ fluorescente (FISH) des portions du génome (de
I'ordre de 150 kilobases) inclus dans des vecteurs BACs (Chromosomes Artificiels
Bactériens) sur les différents chromosomes de 1'ornithorynque. Il s’agit d'une étape
cruciale de tout projet de séquencage de génome complet, permettant d’établir la
correspondance « caryotype - génotype », révélant ainsi I'organisation physique du
génome. A l'instar de sa morphologie, le génome de l'ornithorynque s’est révélé
comme un amalgame de caracteres mammaliens, reptiliens et aviens. Par exemple :
coexistence dans le méme génome de familles de microARN jusqu’alors spécifiques
des mammiferes ou des oiseaux ; présence d'un gene de vitellogenin pour la production
d’ceuf, comme les oiseaux ; enfin, pour la formation de la zone pellucide, il présente
les quatre genes (ZP1, ZP2, ZP3 et ZP4) partagés avec les autres mammiferes, mais
également deux genes ZPAX identifiés jusqu’alors uniquement chez les oiseaux,
poissons et amphibiens (Warren et al. 2008).

D’autre part, je me suis focalisé sur lincroyable systeme sexuel
X1Y1X2Y2X3Y3XaYaXs5Ys. Ma démarche originale était de déterminer le contenu
génétique des chromosomes Y en bénéficiant en avant-premiere du séquengage du
génome complet d'une femelle. A 1'époque, il était encore inenvisageable d’assembler
des chromosomes hétérogamétiques Y ou W extrémement riches en séquences
répétées ; aujourd’hui, avec les progres techniques de séquencage, ca commence a étre
réalisés ; e.g. Cortez et al. 2014 ; Bellot et al. 2014). J’ai commencé par identifier des
BACs sur les chromosomes X pour ensuite les hybrider (FISH) sur le caryotype d'un
male, ceci permettant de déterminer les séquences conservées entre les X et les Y
(Figure 1).
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Figure 1 : BAC-mapping sur une métaphase
d’ornithorynque mile. Le double marquage permet de
révéler la structure complexe des chromosomes sexuels
formant une chaine a la méiose.

Cette approche a contribué a :

(i) identifier pour la premiere fois le contenu génétique des différents chromosomes Y.
J'ai ainsi caractérisé des portions de génomes (plusieurs centaines de kilobases) sur
quatre des cinq chromosomes Y.

(ii) déterminer par des analyses de bioinformatique, les homologies entre les
chromosomes sexuels de 1’ornithorynque et les génomes de I’homme et du poulet.

La découverte la plus remarquable est que les 10 chromosomes sexuels de
I'ornithorynque ne partagent aucune homologie de genes avec les chromosomes XY
des mammiferes. En revanche, pas moins de cinq chromosomes (X1, Y1, Y2, X3 Xs) portent

des genes homologues au chromosome sexuel Z des oiseaux (Figure 2 ; Veyrunes et al.
2008).
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Figure 2 : Comparaison génomique entre les chromosomes sexuels du poulet, de I’humain et de
"ornithorynque.

Contrairement a toutes les précédentes études, mes travaux ont démontré que
les déterminismes du sexe des monotremes et des autres mammiferes (thériens) ont
des origines completement indépendantes et n’ont aucun gene en commun. Les
chromosomes sexuels XY de '’homme (et des mammiferes thériens) sont donc apparus
apres la divergence de la lignée des monotremes datée a 170 millions d’années - et non
comme précédemment supposé apres la divergence reptiles/mammiferes il y a 310 MA
(Lahn & Page 1999 ; revue dans Graves 2006). Ainsi, ces résultats rajeunissent de moitié
(pres de 140 millions d’années) I’age de formation des chromosomes X et Y de ’homme
(Figure 3) ! Les répercussions théoriques sont importantes, notamment sur les taux
d’évolution des genes liés au sexe et la vitesse de dégénérescence du chromosome Y,
beaucoup plus rapides que précédemment supposés (Veyrunes et al. 2008).
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Figure 3 : Phylogénie des Amniotes et évolution des chromosomes sexuels (chaque
couleur représente une apparition indépendante). A) Etat de I’art lorsque j'ai commencé mon
postdoc, B) nos connaissances a la fin de mon postdoc. Les dates de divergence sont indiquées
au niveau des nceuds de ’arbre et les genes du déterminisme du sexe a coté des schémas des
chromosomes sexuels. TSD = Temperature Sex Determination. Figure modifiée a partir de
Graves (2016).
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Au cours de mon second postdoc, je me suis davantage intéressé a
l'identification du gene du déterminisme du sexe de I’ornithorynque en construisant
une banque d’ADN spécifique des chromosomes Y contenu dans des plasmides et par
des analyses de génomique comparative homme — ornithorynque — poulet, mais aussi
en incluant 1’échidné, le seul autre représentant actuel des monotremes ayant divergé
il y a 20 MA. Nous avons ainsi montré que 1'échidné possédait non pas 10 mais 9
chromosomes sexuels (5 X et 4 Y) et qu’ils n’étaient pas tous homologues aux
chromosomes sexuels de l'ornithorynque. Ce résultat démontre 1'évolution
progressive de cette extraordinaire chaine méiotique : six chromosomes sexuels étaient
déja en place avant la divergence de I’ornithorynque et des échidnés, puis de nouveaux
autosomes ont été recrutés dans la chaine de chromosomes sexuels indépendamment
dans les deux lignées (Rens et al. 2007). En outre, plusieurs genes candidats au
déterminisme du sexe (exemple : Dax1) ont été écartés puisqu’ils sont localisés sur des

autosomes chez les monotremes (voir aussi Grafodaskaya et al. 2007; Wallis et al. 2007).

Mise a jour

Aujourd’hui encore, I'évolution de ce systeme de déterminisme du sexe reste
énigmatique et de nombreuses questions persistent. Mais il y a eu également de
grandes avancées depuis la fin de mes postdocs. Parmi les résultats les plus marquants,
il a été montré une inactivation aléatoire et partielle des genes portés par les régions
X-spécifiques, comparable au processus de compensation de dosage sur le
chromosome Z des oiseaux (Deakin et al. 2008 ; Rens et al. 2010 ; Julien et al. 2012) et
la quéte du gene du déterminisme du sexe s’est poursuivie. Le candidat le plus
prometteur est le gene de I'Hormone Anti-Mullérienne Amh (AmhY) qui est bien connu
pour étre impliqué dans la cascade du déterminisme du sexe des vertébrés et qui a déja
été recruté comme déterminant majeur (le gene au sommet de la cascade qui détermine
le sexe) chez plusieurs especes de poissons indépendamment (Hattori et al. 2012 ;
Kamiya et al. 2012 ; Pan et al. 2019). Chez I’ornithorynque, Amh (AmhY) est localisé sur
le chromosome Y5 le plus ancien, avec un pic d’expression juste avant celui de Sox9 qui
déclenche ensuite le programme male (Cortez et al. 2014).
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L’objet de mon DEA et de mon Doctorat a été de comprendre 1'évolution
chromosomique intense des souris naines africaines (genre Mus ; sous-genre
Nannomys). J'ai ainsi développé des analyses cytogénétiques, cytogénomiques et
phylogénétiques qui ont permis de caractériser cette formidable diversité
chromosomique. Ma démarche était ostensiblement comparative a différentes échelles
d’intégration : entre lignées d’especes, entre especes, entre populations et méme entre
individus. En paralléle, j’ai reconstruit des phylogénies moléculaires du genre Mus
basées sur des caracteres indépendants afin d’interpréter les différences observées
dans un cadre phylogénétique et temporel précis. Au-dela, jai découvert un trait
exceptionnel du génome des Nannomys, a savoir une remarquable diversité des
chromosomes sexuels qui m’a éloigné des questions d’origine. Mais l'évolution
caryologique des souris naines reste malgré tout un objet central de mes recherches
qui ont été rendues possibles grace a un réseau de collaborations mis en place
notamment en Afrique de 1'Ouest (collecte d’échantillons) avec LAURENT GRANJON
(CBGP), GAUTHIER DOBIGNY (CBGP), ELISABETH FICHET-CALVET (Institute for Tropical
Medicine, Allemagne) et méme MYLENE WEILL! (ISEM ; méme si DHL a tout fait
foirer...), Afrique de I'Est avec JOSEF BRYJA (Academy of Science of the Czech Republic),
RADIM SUMBERA (Université de South Bohemia, République Tcheque) et BENNY BORREMANS
et SOPHIE GRYSELS (Université d'Antwerp, Belgique) et en Afrique du Sud (collecte,
missions de terrain et laboratoire) avec TERRY J. ROBINSON et JOHAN WATSON (Université
de Stellenbosch) et LEIGH R. RICHARDS (Durban Natural Science Museum). Qu’ils soient
tous ici chaleureusement remerciés pour leur gentillesse et leur implication.
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2.1 Phylogénie et évolution chromosomique du genre Mus.

PUBLICATIONS 2, 3,4,11,14,16, 23
11 s’agit principalement de mes travaux de thése, ainsi qu’une partie des résultats du doctorat
de Benoite Cazaux dont j’ai participé a I'encadrement.

La souris domestique Mus musculus est un taxon commensal cosmopolite
adopté comme le principal modele mammalien expérimental en sciences
biomédicales. Le genre Mus a ainsi fait l'objet de tres nombreuses études
phylogénétiques (e.g. Lundrigan et al. 2002 ; Chevret et al. 2003 ; Suzuki et al. 2004).
Pourtant, malgré la quantité d’études réalisées (plus d'une dizaine) et la diversité des
marqueurs moléculaires utilisés, au début de ma these on ne disposait pas encore
d’une phylogénie robuste du genre pour interpréter nos résultats, notamment
concernant les relations de parenté entre les quatre sous-genres (Mus sensu stricto,
Coelomys, Nannomys et Pyromys). Ce manque de résolution pouvait provenir d'une
séparation quasi-simultanée des quatre sous-genres et/ou d'un biais d’échantillonnage
conduisant a des erreurs de reconstruction phylogénétique. En fait, toutes les
précédentes études faisaient apparaitre un biais taxonomique en faveur du sous-genre
Mus qui comprend la souris domestique, les trois autres sous-genres (beaucoup moins
étudiés et aux aires de répartition moins vastes) étant toujours sous-représentés, avec
tout au plus une voire deux especes.

En collaboration avec PASCALE CHEVRET qui a co-encadré ma these, nous avons
cherché a améliorer le signal phylogénétique en augmentant le nombre de taxa
appartenant aux sous-genres habituellement peu représentés, et en incluant I’analyse
de nouvelles séquences exoniques (Chevret et al. 2005; Veyrunes et al. 2005).

Toutefois, a I'instar des précédentes, ces nouvelles études de phylogénie moléculaire
n‘ont pas permis de résoudre les relations phylogénétiques entre les quatre sous-
genres. Je me suis donc orienté vers 1'utilisation de nouveaux marqueurs génétiques
en réalisant une analyse phylogénomique. A l'époque, il s’agissait d"un tout nouvel
axe de recherche qui s’était développé parallelement aux études comparatives des
génomes, avec la publication des premiers génomes complets et les progres de
séquencage. Il se base sur des Changements Génomiques Rares (RGCs sensu Rokas &
Holland 2000), donc peu soumis a convergence. Ces caracteres peuvent étre la position
des introns, les insertions de rétrotransposons, ou encore les réarrangements
chromosomiques (revues dans O’Brien et al. 1999 ; Murphy et al. 2004). Nous avons
retenu ces derniers comme caracteres et comparé 1'architecture des génomes des
quatre sous-genres par peinture chromosomique (ou Zoo-FISH, Cc'est-a-dire
I'hybridation in situ par fluorescence de chromosome entier). La peinture
chromosomique permet d’identifier deux évenements rares : les points de cassures et
les associations de blocs chromosomiques qui en résultent (i.e., synthénies
chromosomiques) ; la combinaison de ces deux évenements rares indépendants a alors
un niveau d’homoplasie extrémement faible, apportant ainsi des signatures
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cladistiques fortes. Cette méthode était révolutionnaire, elle fut une des avancées
techniques majeures de la fin du XXe siecle, permettant d’établir les homologies
chromosomiques a partir du contenu génétique et fournissant ainsi des données de
cytogénomique comparative entre taxa parfois tres éloignés (par exemple : homme —
oryctérope ; Yang et al. 2003). Au cours de ma these, j'ai effectué deux séjours dans le
laboratoire Evolutionary Genomics de 1'Université de Stellenbosch (Afrique du Sud)
sous la direction du Pr. TERRY J. ROBINSON et en collaboration avec le laboratoire
Comparative Genomics de 1'Université de Cambridge, Royaume-Uni (Dr. FENGTANG
YANG) pour apprendre la technique et réaliser cette étude. Les réarrangements
chromosomiques identifiés entre les quatre sous-genres déduits de la peinture
chromosomique, ont ensuite été codés dans une matrice de caracteres soumise a une
analyse phylogénétique (Figure 4). L’arbre phylogénomique obtenu apportait pour la
premiere fois une topologie extrémement robuste des relations de parenté entre les
quatre sous-genres, chaque nceud de l'arbre étant soutenu par cinq a huit RGCs
(Veyrunes et al. 2006). Les quatre sous-genres ont ainsi divergé quasi simultanément
il y a 7 million d’années ce qui correspond a une période ou le génome des souris a

subi d’intenses réorganisations génomiques.

1000 - A. C'
- Pr A ullg18 |5
il BT v g s
Y b() i e
g 800+ Rl\l’gﬁi ‘ 7"]19 2 3 6 _‘!’8 95‘14 a'. L ] 4
S Rb(5.8) R A ks
—% 600 Rb(2.13) 7 X8 e
e §9° BN|- §B/" o8 B8lv @8
= 4007 rei217) RbG.11) "’15 L E“‘ﬂ 23‘12
« (v ; Rb(Y.1)
200 4 f” Rb(15.16) 5
) . A ‘
e SR[c Qble 08 galc Bdlv §8)

200 400 600 800 1000

chromomycin fluorescence

ancestral Mus v _ 4 Coelomys

L)
Karyotype subgenus
D. v .
r— T v Nannomys
J t subgenus Mus
v ¢ o
wvww genus
translocation CRE R X e 440 Mus
N . see ‘A subgenus
. v ooy
v fission 98 . .
s - % v v v Pyromys
Y fusion ; ; ; 3 subgenus
* il Apodemus
svivaticus
s
inversion 63
Rhabdomys
+ NEW centromere pumilio
cmergence
Rattus
* * rattus
7.5 Mya 6.5 Mya

Figure 4 : Résumé des différentes étapes de la reconstruction phylogénomique robuste du genre
Mus. A) Obtention d'un « flow-sorting karyotype » par cytométrie en flux qui permet d’isoler
chaque paire chromosomique d'un caryotype (ici le caryotype d'une souris naine), B)
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production des sondes chromosomiques spécifiques de chaque paire et hybridation in situ sur
métaphases d’espeéces cibles (les autres sous-genres), C) comparisons génomiques a partir des
résultats de Zoo-FISH entre sous-genres, identification des remaniements chromosomiques et
construction d'une matrice de caractéres a partir des réarrangements inferrés, D) obtention
d’une phylogénie robuste a partir de la matrice de caracteres donnant des signatures
cladistiques fortes

Cette étude de phylogénomique a également permis :
(i) de retracer avec précision l'histoire évolutive de I'organisation chromosomique du
génome de la souris domestique au cours des sept derniers millions d’années.

(ii) d’identifier les réarrangements chromosomiques survenus au cours de ’évolution
du genre Mus (en majorité des translocations), parmi lesquels pas moins de 16 ont
nécessité la mise en place de nouveaux centromeres (néo-centromérisation ou
réactivation d’anciens centromeres latents). Cette étude confirme que la formation de
néo-centromeres est un phénomene récurrent (Ventura et al. 2004 ; Zhao et al. 2017).

(iii) de révéler un taux d’évolution chromosomique extrémement élevé comparé a la
plupart des autres lignées de mammiferes y compris au sein des Muridés (Wienberg
2004 ; Ferguson-Smith & Trifonov, 2007). Cette vitesse s’avere également non-
constante au cours du temps, puisque nous notons des accélérations de 10 a 30 fois
supérieur au taux moyen qui coincident avec les évenements de cladogénese des
quatre sous-genres.

(iv) de cibler des portions de génome d’intéret pour des études ultérieures sur la
formation de néo-centromeres et les points de cassure chromosomique.

(v) d’inférer le caryotype ancestral du genre Mus: 2n = 46 chromosomes
acrocentriques, dont seulement six paires autosomales sont conservées par rapport au
caryotype actuel de Mus musculus (Figure 5).
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Figure 5 : Set haploide du caryotype ancestral inféré du genre Mus (2n = 46). Les homologies
avec les chromosomes de la souris domestique sont indiquées a droite des chromosomes. Dist,
med et prox référent au segments distal, médian et proximal des chromosomes.

2.2 Phylogénie et évolution chromosomique du sous-genre Nannomys. Un modéle
biologique unique.

PUBLICATIONS 1, 2, 6,12, 13, 14, 15, 20, 23, 27, 36

Theme central de mes recherches, commencé des le DEA et qui malheureusement est devenu de
plus en plus annexe au fil du temps (le déterminisme du sexe de Mus minutoides prenant
beaucoup de place), mais que je poursuis des que j'en ai l'opportunité avec toujours beaucoup
de plaisir. Aujourd’hui, ce travail est réalisé sur la Plateforme de Cytogénomique évolutive
grice au soutien technique de JULIE PEREZ et a fait I’objet du Master 2 de VICTOR COLOMINA.
En paralléle, I’étude de la méiose des chromosomes sexuels de souris naines est assurée par une
collaboration fructueuse avec JESUS PAGE (Université de Madrid, Espagne) avec un projet
financé (2015-19) et un second déposé (fin 2021). Dans ce cadre, ANA GIL-FERNANDEZ,
doctorante, est venue passer trois mois dans le laboratoire.

Parmi les sous-genres du genre Mus, celui des souris naines africaines (sous-
genre Nannomys) est le plus diversifié ; en effet, il correspond a un complexe d’espéces-
jumelles ayant subi une radiation explosive récente dans toute 1’Afrique sub-
saharienne (Britton-Davidian et al. 2012 ; Bryja et al. 2014). Toutefois, il s’agit d'un
groupe tres peu étudié, dont la systématique reste encore floue, et pour lequel des
travaux pionniers en cytogénétique avaient montré un intérét évolutif indéniable
(Matthey 1966 ; Jotterand 1972 ; Jotterand-Bellomo 1984, 1988).
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L’évolution chromosomique des souris naines a donc été 1'objet central de mes
recherches de doctorat. Les études cytogénétiques et cytogénomiques (Veyrunes et al.
2004, 2007, 2010b, 2014 ; Colomina et al. 2017) ont révélé une étonnante diversité
chromosomique qui contraste avec la morphologie tres conservée des différentes
especes de souris naines. Cette diversité s’est mise en place essentiellement par fixation
de fusions centriques dites Robertsoniennes, Rb (comme chez la souris domestique).
D’ores et déja, plus d"un tiers (55) des 153 combinaisons possibles de fusions centriques
a été identifié, dont la grande majorité a été décrite au cours de mes recherches
(Tableau 1). La comparaison des caryotypes suggere l'existence de plusieurs
complexes d’especes cryptiques, et donc d'une diversité spécifique largement sous-
estimée. En parallele, des études de phylogénie moléculaire basées sur des séquences
nucléaires et mitochondriales ont été réalisées a partir des individus précédemment
caryotypés (Veyrunes et al. 2005 ; 2010b ; 2014). Les phylogénies obtenues ont permis,
entre autres, de confirmer la diversité spécifique inférée par les outils morphologiques
et cytogénétiques, et de tester des hypotheses d’évolution chromosomique. Ainsi, les
remaniements chromosomiques apparaissent comme de bons criteres diagnostics
pour distinguer les différentes especes-jumelles, et la plupart de nos hypotheses basées
sur 1'étude des caryotypes ont été validées. Par ailleurs, la connaissance des aires de
distribution spécifiques a été grandement affinée. A titre d’exemple, d’apres la
littérature, Mus minutoides était jusqu’ici restreinte a 1’Afrique australe, alors qu’en
réalité elle occupe pratiquement toute I’ Afrique sub-saharienne (Veyrunes et al. 2005 ;
Britton-Davidian et al. 2012). Les souris naines sont connues pour étre difficile a piéger
et pour compléter notre échantillonnage afin d’améliorer la taxonomie des especes de
souris naines présentes en Afrique australe et d’affiner les aires de distribution, nous
avons eu recours a une approche phylogéographique a partir d’ADN dégradé issus de
spécimens de musée (Chevret et al. 2014) ; ce qui a aussi permis de corriger un certain
nombre de mauvaises identifications spécifiques des spécimens. Mais surtout, toutes
ces études offrent un cadre phylogénétique et temporel (datations moléculaires)
indispensable a l'interprétation évolutive de la différenciation chromosomique chez
les souris naines permettant d’amorcer une réflexion sur les processus
chromosomiques et génomiques associés aux événements de spéciation.

Table 1 : Liste des fusions centriques identifiées chez les souris naines africaines Nannomys
(ci-apres)
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Parmi les résultats cytogénétiques les plus marquants :
* Une incroyable éventail chromosomique au sein de I'espece Mus minutoides, avec un
nombre diploide qui varie entre 2n = 36 et 2n = 18 (Veyrunes et al. 2014).

¢ La mise en évidence de trois clades mitochondriaux en Afrique du Sud qui refletent
la diversité chromosomique de M. minutoides, avec notamment deux clades-freres, 'un
a 2n = 18 et I'autre a 2n = 34 au contraste saisissant (Figure 6). Le premier regroupe
toutes les populations qui ont subi une intense activité caryologique, ou tous les
chromosomes sont fusionnés mais dans des combinaisons différentes entre
populations, l'autre au contraire semble en «stase caryologique » (évolution
chromosomique nulle) (Veyrunes et al. 2014 ; Chevret et al. 2014). Les différences
chromosomiques observées sont largement suffisantes pour initier un isolement
reproductif non seulement entre les deux lignées, mais aussi entre populations du
clade a 18 chromosomes (Veyrunes et al. 2010b). Mais ces interprétations sont a
nuancer puisque nous avons trouvé dans la nature un hybride F1 entre ces deux
lignées et nos données caryologiques laissent envisager qu’il existe un continuum
entre les nombres diploides 18 et 34 qui pourrait assurer la continuité du flux génique.
Quoiqu’il en soit, ces deux lignées aux trajectoires évolutives diamétralement
opposées incitent a rechercher des facteurs génomiques (par exemple, degré
d’homologie des séquences centromériques favorisant un appariement illégitime de
différents chromosomes; Cazaux et al. 2011), méiotiques (par ex, distorteur de
ségrégation qui favorise la fixation de chromosomes métacentriques ; Pardo Manuel
de Villena & Sapienza, 2001) ou démographiques (par ex, petite taille de population
soumise a une forte dérive ou consanguinité) pour expliquer une telle différence de
patron entre ces deux lignées.
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Figure 6 : Exemples de caryotypes en Banding-G de Mus minutoides, a) individu de Kuruman
(Afrique du Sud) 2n = 34, b) individu de Caledon (Afrique du Sud) 2n =18

® Occurrence de WARTs (Whole Arm Reciprocal Translocations), il s’agit d'un
remaniement chromosomique rare, tres peu décrit, qui consiste en un échange de bras
chromosomiques entre paires non-homologues. J’ai pu montrer par des approches
directes (observations d’individus hétérozygotes ; Veyrunes et al. 2007 et donnée non
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publiée) ou indirectes (inféré par des méthodes probabilistes a partir de phylogénies
moléculaires ; Veyrunes et al. 2010b) que des WARTSs sont apparus de maniere
récurrente dans I'histoire évolutive du génome de Mus minutoides et ont contribué de

maniere déterminante a I'incroyable diversité chromosomique de cette espece.

* L’exploration de la distribution des séquences télomériques a révélé un patron
singulier : chez les especes avec un caryotype de type ancestral (c’est-a-dire sans
tusions; Mus mattheyi et M. indutus), seuls des télomeres terminaux ont été observés
(comme chez tous les mammiferes), alors que chez les especes connaissant une
évolution chromosomique intense (M. minutoides, M. musculoides), une importante
amplification des séquences télomériques a également été identifiée dans la région
péricentromérique des acrocentriques et de la plupart des métacentriques (Figure 7 ;
Colomina et al. 2017). Nous avons conclu que :

- La forte amplification des séquences télomériques péricentromériques chez les
acrocentriques peut favoriser la formation de fusions Rb.

- L'intensité du signal d'hybridation des séquences télomériques interstitielles
pourrait étre une signature de 'age de formation de la fusion Rb (hypothese de
I’érosion des séquences télomériques interstitielles au cours du temps).

— Le mécanisme de fusion Rb chez les souris naines africaines est différent de
celui mis en évidence chez la souris domestique (Garagna et al. 2014). En effet,
alors que le premier retient des séquences télomériques, le second implique la
perte totale des télomeres (Figure 8). En conséquence, les fissions Rb sont
hautement improbables chez la souris domestique, car elles nécessiteraient la
formation de novo de télomeres, alors que la persistance de séquences
télomériques apres fusions Rb chez les souris naines augmenterait la probabilité
de fission et donc pourrait participer a la diversification chromosomique.

Figure 7 : FISH d’une sonde télomérique sur des métaphases de a) madle de Mus mattheyi 2n =
36, b) femelle X*Y de Mus minutoides de Kuruman 2n = 34 et c¢) mile de Mus minutoides de
Stellenbosch 2n = 18. Barres d’échelle = 10um
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Figure 8 : Représentation schématique des mécanismes de fusion centrique chez la souris
domestique et les souris naines.

Mais les résultats les plus étonnants ont été la découverte de la variabilité associée aux
chromosomes sexuels. Alors que les chromosomes X et Y correspondent a la partie la
plus conservée du caryotype des mammiferes, ils présentent ici une diversité unique,
jusque-la insoupgonnée (Veyrunes et al. 2004, 2007, 2010a, 2014 ; Britton-Davidian et

al. 2012). En effet, les chromosomes sexuels des souris naines possedent pas moins de
trois caractéristiques tout a fait exceptionnelles :

* Absence d’appariement du X et du Y a la méiose (asynapse). Chez la plupart des
mammiferes euthériens, au cours de la méiose male, les chromosomes sexuels
s’apparient (ils forment un complexe synaptonémal) et recombinent dans une petite
région encore homologue, appelée Région Pseudo-Autosomale (PAR), pour assurer
une bonne ségrégation des chromosomes sexuels dans les gametes. En revanche, chez
quelques rares especes, comme les gerbilles ou les campagnols (de la Fuente et al. 2007,
2012 ; Borodin et al. 2012), les chromosomes X et Y sont completement différenciés (pas
de PAR) et ne s’apparient plus. C'est également une des particularités des souris
naines africaines (Jotterand-Bellomo 1981 ; Britton-Davidan et al. 2012). En

44



collaboration avec JESUS PAGE (Université de Madrid), nous tentons de comprendre
comment ces chromosomes parviennent a maintenir une bonne ségrégation (Figure 9).
Chez Mus mattheyi, nous avons montré que la ségrégation était assurée par un
meécanisme alternatif, analogue a celui connu chez les autres especes de mammiferes
possédant des chromosomes sexuels asynaptiques, impliquant des filaments de
protéines SYCP3 du complexe synaptonémal qui connectent les chromosomes X et Y
(Gil-Fernandez et al. 2021). Quant a M. minutoides, chez qui la fusion entre I’autosome

1 et les chromosomes sexuels X et Y a restauré une néo-PAR, la ségrégation est assurée
a la fois par chiasma dans la région néo-PAR et par des filaments dans la région X et Y
spécifiques. A notre connaissance, il s’agit de la premiere fois qu'une coexistence de
deux mécanismes soit démontrée, 1'association achiasmatique étant une relique
évolutive du mécanisme ancestral qui précede la fixation des fusions sexe-autosome
(Gil-Fernandez et al. 2020).

Figure 9: Chromosomes sexuels
asynatiques. Formation de bivalents,
a l'exception des chromosomes
sexuels X et Y qui ne sont pas
appariés dans un spermatocyte au
stade pachytene de Mus mattheyi.
FISH de la protéine SYCP3 qui
marque le complexe synaptonémal
(bleu), des séquences centromériques
(rouge) et de la protéine MLHI
révélatrice  des  événements de
crossing-overs (vert).
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* Multiples fusions sexe-autosome. Les translocations sexe-autosome sont beaucoup
plus déléteres que celles entre autosomes, provoquant d’importants
disfonctionnement de la gamétogénese et de l'expression génique, ce qui les fait
considérer comme un mécanisme d’isolement reproductif conséquent (revue dans
Ashley 2002 ; Dobigny et al. 2004). Ces perturbations sont notamment liées a (i) des
exigences de temps de réplication conflictuelles entre les compartiments sexuel et
autosomal lors de la division cellulaire, (ii) 'intrusion de matériel autosomal dans la
vésicule sexuelle («sex body») entrainant d’importantes interférences lors de
lI'inactivation transcriptionnelle des chromosomes sexuels (« Meiotic Sex Chromosome
Inactivation » ; voir Turner 2007) et enfin (iii) la propagation de I'inactivation d'un des
deux X chez la femelle sur la partie autosomale transloquée rendant ainsi inactifs les
genes autosomaux. L’étude de Schanz & Steinbach (1989) est la meilleure illustration
de ce troisieme phénomene. Ces auteurs rapportent le cas clinique d’un nourrisson
possédant de légeres malformations congénitales : 1’observation caryologique révele
une trisomie 14 qui n’est pourtant pas compatible avec une survie postnatale.
Cependant, le troisieme chromosome 14 est transloqué sur le X préférentiellement
inactivé, inactivation qui s’est répandue sur l’autosome, le rendant a son tour inactif.
Ainsi l’association de deux évenements chromosomiques tres déléteres, une trisomie
14 normalement létale chez 'homme et une translocation sexe-autosome, a permis la
survie de cette jeune patiente. La littérature médicale déborde de cas cliniques dus a
des fusions sexe-autosomes. Les translocations Y-autosomes engendre généralement
une stérilité, les fusions X-autosomes provoquent les mémes effets mais associés a
d’autres symptomes plus graves encore, tels que des retards de croissance,
malformations congénitales, déficiences mentales, dystrophies de Duchenne, etc
(revue dans Waters et al. 2001). Chez d’autres especes animales, des pathologies
similaires ont été détectées (e.g. Barasc et al. 2011). Etant donné leur cofit tres élevé, les
fusions sexe-autosome sont un des remaniements chromosomiques les plus rares chez
les mammiferes (e.g. Deuve et al. 2008 ; Yoshida & Kitano 2012 ; Steinberg et al. 2014 ;
Vozdova et al. 2016 ; Rahn et al. 2016 ; Gladkikh et al. 2016 ; Oliveira da Silva et al.
2019), a I'exception des souris naines africaines... Les souris naines représentent en
effet la lignée de mammiferes avec la plus grande diversité de ce type de remaniement
connue a ce jour, impliquant pas moins de cinq autosomes différents, dont deux décrits
au cours de ma these (Veyrunes et al. 2004, 2007) : (X.1), (Y.1) et (X*.16) chez M.
minutoides, (X.7) chez M. musculoides, (X.12) chez M. triton et (X.15), (Y.15) chez M.
oubanguii. Nous avons d'une part montré qu’a l'exception de la fusion (X*.16),
survenue par WART entre les fusions (X*.1) et (13.16) (Veyrunes et al. 2007), toutes les
autres fusions sexe-autosome étaient apparues de maniere indépendante (Veyrunes et

al. 2005 ; Bryja et al. 2014). Il existe donc chez les souris naines, une caractéristique
génomique qui favorise ou qui permet de tolérer ce type de remaniement normalement
tres délétere. Plusieurs auteurs ont suggéré que 1'accumulation d’hétérochromatine
entre le chromosome sexuel et le segment autosomal puisse servir a isoler les deux
compartiments et ainsi jouer le role de barriere a la propagation de l'inactivation
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(revue dans Dobigny et al. 2004). Nos résultats soutiennent fortement cette hypothese,
puisque nous avons identifié a chaque fois un gros bloc d’hétérochromatine au niveau
du centromere des fusions sexe-autosome, et qui n’est pas présent lorsque les
chromosomes ne sont pas fusionnés (Veyrunes et al. 2004). Nous avons aussi montré
que d’autres types de séquences répétées pouvait servir d’isolant entre les deux
compartiments, telle qu'une amplification des télomeres -dans ce cas, le bloc
d’hétérochromatine est absent- (Colomina et al. 2017). Au-dela, la fixation et le devenir
des fusions sexe-autosome suscitent un intérét grandissant de la part des biologistes
de l'évolution, puisque les portions autosomales transloquées aux chromosomes

sexuels peuvent acquérir progressivement des caractéristiques de néo-chromosomes
sexuels (néo-sexualisation). Leur étude permet ainsi d’avoir acces aux premieres
étapes évolutives de la différenciation des chromosomes sexuels (e.g. Charlesworth et
al. 2005 ; Bachtrog 2006 ; Wei & Bachtrog 2019), ce que ne permet pas les chromosomes
sexuels des mammiferes, des oiseaux ou des drosophiles, trop anciens et trop
dégénérés et qui ne retiennent de ce fait que peu d’information sur les processus qui
ont initié leur différenciation et dégénérescence. La diversité exceptionnelle de fusions
sexe-autosome rencontrée chez les souris naines offre une opportunité unique
d’étudier ces mécanismes évolutifs et caractéristiques génomiques impliqués dans la
formation et 1'évolution de ces remaniements (néo-chromosomes sexuels). En ce qui
concerne les processus sélectifs et les forces évolutives a I'origine des fusions sexe-
autosome, plusieurs études théoriques ou corrélatives ont invoqué la contribution de
la sélection antagoniste entre sexes (Charlesworth & Charlesworth 1980 ; Ironside
2010 ; Kirkpatrick & Guerrero 2014), de ’avantage hétérozygote (Charlesworth & Wall
1999) ou de la distorsion méiotique (Yoshida & Kitano 2012). De rares études
empiriques ont conforté l'effet de la sélection antagoniste entre sexes (Kitano et al.
2009 ; Roberts et al. 2009), mais lorsque celle-ci est véritablement testée par génétique
des populations dans un cadre conceptuel solide, les résultats ne sont pas si évidents
(e.g. Toups et al. 2019). Il s’agit d"une question encore aujourd hui hautement débattue.
Par deux fois, j'ai déposé en tant que PI des projets de bourse Marie Curie pour tenter
de tester la contribution de la sélection antagoniste dans I"émergence des fusions sexe-
autosome. Nous voulions rechercher si les autosomes impliqués dans de tels
remaniements étaient enrichis en genes a effet antagoniste ou a expression biaisée
entre sexes (I'expression biaisée résolvant en partie les conflits génomiques entre
sexes). Une limitation est qu'une fois la fusion mise en place, nous ne pouvons pas
déterminer si ces caractéristiques sont la cause ou la conséquence de la fusion sexe-
autosome elle-méme. Pour s’en affranchir, nous voulions utiliser M. mattheyi qui
possede un caryotype ancestral de Nannomys (sans fusion) comme modele biologique,
et ainsi tester si les chromosomes 1,7, 12, 15 et 16 (non-fusionnés, mais impliqués dans
des fusions sexe-autosome dans d’autres especes de souris naines) étaient
significativement enrichis pour ces types de genes. Malheureusement, les projets n’ont
pas été retenus et je n’ai pas eu d’autres occasions d’y travailler dessus. En revanche,
jai le plaisir de travailler sur le devenir évolutif, la sexualisation, des autosomes
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fusionnés aux chromosomes sexuels. Cette partie sera détaillée dans le troisieme
chapitre.

* Turnovers et émergences de nouveaux systemes de déterminisme du sexe. Enfin,
alors qu’il n’existe qu'une dizaine de cas de déterminisme du sexe atypiques chez les
mammiferes (Fredga 1994 ; Parma et al. 2016 ; Saunders & Veyrunes 2021), deux
appartiennent aux souris naines africaines : M. triton avec un fascinant modele XO/XO,

males et femelles ont un seul X, perte du chromosome Y chez les males et du second X
chez les femelles (Jotterand-Bellomo 1988) et M. minutoides, systeme décrit pendant ma
these ou une tres forte proportion de femelles sont XY et fertiles dt a un troisieme
chromosome sexuel féminisant, appelé X* (chapitre 3).
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Des ma premiere publication de these (Veyrunes et al. 2004), nous avions
identifié la présence de deux chromosomes sexuels morphologiquement tres différents
chez des femelles de M. minutoides d’ Afrique du Sud. L'un d’eux était de taille normale,
le second était deux-tiers plus court. En outre, ce dernier se révélait entierement
hétérochromatique comme un chromosome Y. A I'époque, nous les avions déterminés
comme X «normal » et X «délété » (Xa) d’apres la littérature existante. En effet,
I'occurrence d’un Xa hétérochromatique n’était pas rare chez les Nannomys et des cas
similaires avaient été rapportés dans plusieurs populations (Matthey 1967 ; Jotterand
1972 ; Castiglia et al. 2002). Dans tous les cas, le Xa n’était observé que chez des femelles
a I'état hétérozygote, jamais chez un male ou chez une femelle homozygote pour cette
mutation. Ce n’est que plus tard, a la fin de ma these et au début de mon recrutement,
que j’ai réinterprété ces observations a la lumiere de nouveaux résultats. ]’ai d'une part
hybridé par Zoo-FISH les chromosomes X et Y de la souris domestique sur des
meétaphases de femelles possédant les deux types de Xs, alors que la sonde X n’a pas
hybridé le X4, la sonde Y a donné un signal non-ambigu (Figure 9a). D’autre part, ces
résultats ont été confirmés par PCR en amplifiant le gene Sry spécifique du

chromosome Y chez ces femelles. Le chromosome Xa est en fait un chromosome Y. Par
la suite, nous avons étendu nos recherches a d’autres populations de M. minutoides
d’Afrique australe et avons trouvé des femelles XY dans toutes les populations, parfois
en tres forte proportion (Veyrunes et al. 2010a). II s’agissait du premier cas de
déterminisme du sexe atypique décrit depuis pres de 30 ans chez une espece de
mammiferes thériens. Cette étude a recu un grand intérét de la part des médias (ex:
BBC; Science & Vie; Le Monde, etc...).

Les mammiferes thériens (marsupiaux et placentaires) possedent un
déterminisme du sexe extrémement conservé. Les femelles ont deux chromosomes X
(XX) et les males un seul X et un chromosome Y (XY) ; toute variation s’écartant de ce
patron dichotomique XX/XY entraine inévitablement une infertilité/stérilité. Le sexe
est déterminé par un seul gene porté par le chromosome Y : Sry (Sex determining Region
of Y chromosome). Le gene Sry est au sommet de la cascade génique qui initie le
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développement du sexe male (« l'interrupteur on/off »), en I’absence de ce gene, une
autre voie génétique se met en place et les gonades se développent en ovaires.
Pourtant, quelques rares especes de mammiferes ont échappé a la regle et présentent
des systemes de déterminisme du sexe atypiques (Parma et al. 2016 ; Saunders &
Veyrunes 2021), dont la souris naine africaine Mus minutoides. Cette espece présente
en effet une tres grande proportion de femelles fertiles XY (~75%). Les analyses
caryologiques et moléculaires ont montré que l'inversion de sexe était due a une
mutation sur le chromosome X. En effet, deux chromosomes X morphologiquement
distinguables sont présents (X et X*), I'un d’eux, désigné X*, est invariablement associé
aux femelles avec le sexe inversé (Figure 9b). Il s’agit d’'un des rares cas de
déterminisme du sexe polygénique (Moore & Roberts 2013), avec trois chromosomes
sexuels, Y, X et X*, et deux déterminants génétiques, Sry sur le Y et un déterminant
femelle qui domine Sry (encore inconnu) porté par le X* (Veyrunes et al. 2010a).
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Figure 9 : a) Peinture chromosomique (Zoo-FISH) du chromosome Y de Mus musculus sur
une métaphase femelle M. minutoides indiquant la présence de femelles X*Y. b) Les quatre
génotypes et les chromosomes sexuels (fusionnés a la paire 1) associés.

Il existe une dizaine d’especes de mammiferes au déterminisme du sexe
atypique, toutes des rongeurs, Mus minutoides étant la derniere a avoir rejoint ce
groupe tres spécial. Etonnamment, un chromosome X* féminisant, comme celui de la
souris naine, est apparu pas moins de quatre autres fois indépendamment au cours de
I'évolution, chez les lemmings Myopus schisticolor et Dicrostonyx torquatus, chez des
rongeurs sud-américains du genre Akodon, et chez le campagnol chinois Lasiopodomis
mandarinus. Pour plus de détails et d’informations sur ces déterminismes du sexe, se
rapporter a la revue complete que Paul et moi-méme venons de publier (Saunders &
Veyrunes, 2021).

Les systemes sexuels atypiques sont peu étudiés, pourtant ils représentent des
modeles biologiques exceptionnels dans deux domaines de recherche :

* Etre capable d'observer les transitions de systemes de déterminisme du sexe peu
apres qu'elles se soient produites (en termes évolutifs) offre I'occasion unique de mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans les transitions, d’identifier les forces
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évolutives a l'origine de l'apparition et de 1’évolution de nouveaux chromosomes
sexuels, et de tester les prédictions théoriques des causes et conséquences évolutives
de l'architecture génétique des chromosomes sexuels, un sujet encore tres débattu.

e Les voies génétiques de détermination du sexe de ces especes sont encore un
mystere. Les mécanismes sous-jacents d’expression et de régulation des genes sont
quasi-inconnus. Ces lacunes sont elles-mémes essentiellement dues a un manque de
connaissance de la complexité du déterminisme du sexe classique des mammiferes. En
effet, nous savons encore tres peu sur le mode d’action et I'identité des genes impliqués
dans l'initiation du déterminisme du sexe (revue dans Capel 2017). En contrepartie,
I'étude des systemes sexuels aberrants pourrait permettre de mieux comprendre le
déterminisme du sexe classique des mammiferes. Ainsi, I'étude de 1'évolution du
déterminisme du sexe chez la souris naine M. minutoides s’annonce prometteur du fait
de la proximité génétique avec la souris de laboratoire, le principal modele mammalien
utilisé en sciences biomédicales. Ceci pourrait permettre de déterminer de nouveaux
genes impliqués dans le déterminisme du sexe des mammiferes en général, et
d’identifier des genes candidats aux inversions de sexe pathologiques chez I’homme
en particulier.

Mes recherches abordent ces deux thématiques.

1. Mise en place d’un élevage au laboratoire

Aujourd’hui la maintenance de I'élevage est entierement assurée par MARIE CHALLE (CDD
UM) et la générosité de I'équipe Metapop qui me permet de bénéficier de 20% du temps de
travail de Marie. Par le passé, j'ai également recu l'aide technique de MIARCO PERRIAT-
SANGUINET et JULIE PEREZ. Qu'ils soient ici tous chaleureusement remerciés pour leur travail
et leur soutien remarquables. Mais pendant plusieurs années, faute d’animalier, la maintenance
de I'élevage a été entierement assurée par moi-meme, ce qui représente un volume de 1 a 2 jours
par semaine ! Encore aujourd’hui, en fonction des manips en cours, j'estime mon temps a
'animalerie entre 0.5 et 1j/semaine.

Une des pierres angulaires de mes recherches a été la possibilité de ramener des
animaux vivants et de les reproduire au laboratoire. Il s'agit de I'unique élevage de M.
minutoides au monde. Au sein de I'Université de Montpellier, nous possédons toutes
les infrastructures pour mener a bien un tel projet (animalerie CECEMA ; numéro
d’agrément : D3417223). En revanche, il a été plus difficile d'obtenir les autorisations
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d'importation et d'exportation et les certificats vétérinaires, ce qui a demandé plusieurs
mois de logistique. Ce projet a été effectué grace a l'obtention d'un financement sur
projet du Conseil Scientifique de 1'Université de Montpellier.

J'ai donc réalisé une mission de terrain en juin 2010 en Afrique du Sud dans la
réserve de Caledon, Province du Free State, en collaboration avec JOHAN WATSON (Free
State Department of Environmental Affairs, Bloemfontein) et bénéficiant du soutien
technique et logistique de TERRY ROBINSON (Univ. of Stellenbosh) et JANICE BRITTON-
DAVIDIAN. Cette mission a permis de capturer et ramener vivantes au laboratoire 14
souris naines africaines M. minutoides (9 femelles, 5 males ; permis de capture :
AAA004-00295-0035). Les souris ont été installées a 1'animalerie CECEMA, d'abord
isolées en quarantaine ou elles ont fait I'objet de nombreux tests viraux qui se sont tous
révélés négatifs (collaboration avec REMI CHARREL, UMR 190 "Emergence des Pathologies
Virales", Université de Médecine de Marseille). Les neuf femelles ont par la suite été
génotypées par PCR du gene Sry et/ou caryotypage (méthode non-invasive de culture-
cellulaire): cinq femelles X*Y, trois femelles XX* et une femelle XX.

Aujourd’hui, 1'élevage est un véritable succes avec plusieurs milliers de
naissances. Tous les individus sont marqués individuellement (poing¢ons aux oreilles)
afin de connaitre le pedigree et d’estimer les niveaux de consanguinité et
d’apparentement, et toutes les femelles sont génotypées (PCR ou caryotypage) pour
déterminer leur génotype sexuel (XX, XX* ou X*Y). Toutes les procédures
expérimentales sont évaluées et approuvées par un comité d’éthique (No. CEEA-LR-
12170 et APAFIS#23541). En parallele, je conduis également un second élevage depuis
2009, d'une autre espece de souris naine africaine, Mus mattheyi en provenance
d’Afrique de I'Ouest et qui possede un déterminisme du sexe classique XX/XY. Les
animaux sont originaires d'une colonie du zoo de Berlin.

Outre mes propres recherches, un certain nombre de publications (e.g.
PUBLICATIONS 14, 29, 32, 34, 35, 42 ; Ginot et al. 2018 ; Boél et al. 2019) et collaborations
découlent de ces élevages : collaborations avec FRANCIS POULAT et BRIGITTE BOIZET
(IGH, France), FREDERIC BAUDAT (IGH, France), EMMANUEL VALJENT et AGNES MARTIN
(IGF, France), YANN VOITURON et MELANIE BOEL (Université Lyon 1, France), JESUS PAGE
(Universidad de Madrid, Espagne), MANUEL AVILES (Universidad de Murcia, Espagne),
DAVID THYBERT (Earlham Institute, Angleterre).
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2. Comprendre l'apparition et l'évolution d'un tel systéme.
Une approche multidisciplinaire.

PUBLICATIONS 6,12, 19, 21, 22, 25, 28, 29, 30, 33, 36, 39, 43, 44, 45

Ce programme a bénéficié de financements jusqu’en fin 2014 (ANR JC SEXYMUS et
subvention scientifique de la FONDATION DEL DUCA DE L’INSTITUT DE FRANCE), puis
seulement a nouveau en septembre 2018 (projet I-Site MUSE et ANR SEXREV). Pendant les
quatre années, j'ai survécu uniquement avec le soutien de base, de quoi simplement maintenir
I’élevage. ..

Cette partie du projet a été développée a travers les Master 1 et 2 (2011-12), la these (2012-15)
et le postdoc (2018-21) de PAUL SAUNDERS, la thése de LOUISE HEITZMANN (2019-2022), les
Master 1 de THOMAS FRANCO (2014), le Master 2 de MARION DI LIEGRO (2020) et l'aide
technique précieuse de JULIE PEREZ.

Il a également bénéficié de plusieurs collaborations, PIERRE BOURSOT (ISEM, Montpellier),
GUILA GANEM (ISEM, Montpellier), OPHELIE RONCE (ISEM, Montpellier), SAMUEL GINOT
(ISEM, Montpellier), PIERRE-ANDRE CROCHET (CEFE, Montpellier), EMMANUEL VALJENT
(IGF, Montpellier), AGNES MARTIN (IGF, Montpellier), TANGUI MAURICE (Univ.
Montpellier), LAURENT GIVALOIS (Univ. Montpellier), ELI SELLEM (INRA/Société Allice,
Jouy-en-Josas), MANUEL AVILES (Universidad de Murcia, Espagne).

Sans aucun doute la partie la plus importante de mes recherches : identifier les
causes ultimes responsables de 1’évolution de ce déterminisme du sexe atypique et
comprendre les conséquences évolutives de "apparition du chromosome X*.

Pour tenter de répondre a ces questions, je mene wune approche
multidisciplinaire combinant des études comportementale, de biologie de la
reproduction, de biologie moléculaire, de cytogénomique, de génomique et
transcriptomique a partir de données NGS, théoriques (modélisation), de
neurobiologie, d’endocrinologie, d’analyse de traits d’histoire de vie, etc...

2.1 Les causes de I’évolution de ce systeme :
11 s’agit pour l’essentiel des résultats de these de PAUL SAUNDERS, complété par le Master 2 de
MARION DI LIEGRO.

L’objectif est de comprendre comment un tel systeme de déterminisme du sexe
a pu évoluer a partir d’un systeme classique XX/XY. En effet, il s'agit en quelque sorte
d’un paradoxe évolutif puisque ce systeme est associé a un tres fort cotit reproductif :
importantes perturbations de la gamétogénese qui engendrent dans la plupart des cas
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une stérilité (Vernet et al. 2014), et pour les femelles XY qui parviennent a outrepasser
les problemes méiotiques, s’ajoute la perte d'1/4 des embryons, les YY. Il existe donc
des mécanismes évolutifs favorisant sa diffusion que nous recherchons. La théorie
prédit au moins deux hypotheses pour expliquer l’apparition et le maintien du
chromosome X* :

- Hypothese 1: Une mutation féminisante sur le chromosome X peut
augmenter en fréquence si les porteurs de la mutation ont un avantage
sélectif (Bull & Bulmer 1981).

- Hypothese 2 : Une modification du déterminisme du sexe peut se produire
en réponse a un conflit génomique ayant un impact sur le sexe-ratio
(Beukeboom & Perrin 2014). Plus spécifiquement, une mutation féminisante
pourrait apparaitre en réponse a I'invasion d’'un distorteur de transmission
du chromosome Y provoquant la production d"un exces de males (Kozielska
et al. 2010).

Afin de tester ces deux hypotheses, une approche empirique a été combinée a
une approche théorique : des données de traits d’histoire de vie et de sexe-ratio ont été
récoltées dans 1'élevage et des modeles mathématiques ont été développés pour tester
différents scénarios évolutifs pour expliquer la transition de déterminisme du sexe, en
accord avec les données empiriques.

Ainsi, en populations contrdlées, nous avons estimé ce cofit a la reproduction et
testé si les femelles X*Y compensent cette perte d’embryons par une
técondation/ovulation plus élevée et/ou par une distorsion méiotique en comparant
différents traits d"histoire de vie entre les femelles XX, XX* et X*Y (e.g. taille de portée,
age a la premiere reproduction ; nombre de descendants au cours de la vie ; temps
entre deux portées ; sexe-ratio de la descendance, etc...). Ces données ont été récoltées
pendant pres de 3 ans et représentent plus de 500 portées. A notre grande surprise, les
résultats mettent en évidence que les femelles X*Y ne souffrent pas d"une diminution
des capacités reproductives, méme au contraire (Saunders et al. 2014). Entre autres, les
femelles X*Y se reproduisent plus souvent, engendrent beaucoup plus de descendants
au cours de leur vie, ont une premiere portée pres d'un mois plus tot que les autres
femelles. Mais surtout, et ce malgré la perte des embryons YY, les femelles X*Y
produisent des portées significativement plus grandes (presque un petit en plus par
portée) que les XX et XX¥, grace a un taux d’ovulation plus fort, estimé par le comptage
des corps jaunes (les cicatrices des ovules expulsées) sur les ovaires (Figure 10).
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Figure 10 : a) Nombre de descendants au cours de la vie et régressions linéaires pour les trois
génotypes femelles. Comparaisons de traits d’histoires de vies : b) 4ge a la premiére portée, c)
taille de portée, d) taux d’ovulation estimé

Ces résultats suggerent que le maintien du chromosome X* pourrait étre assuré
par une meilleure fitness des femelles X*Y (hypothese 1). Mais lors de l’apparition du
X* il est probable que les femelles X*Y avaient une valeur sélective réduite (comme
pour toutes les femelles XY des mammiferes ; e.g. Vaiman & Pailhoux 2000 ; Vernet et
al. 2014 ; Parma et al. 2016) et que leur succes reproductif ait évolué graduellement
avec 'accumulation de mutations bénéfiques pour les femelles sur le chromosome
femelle-spécifique X*.
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L’analyse a également mis en évidence que les femelles des trois génotypes
produisaient significativement plus de males que sous l'attendu de transmission
aléatoire des chromosomes sexuels: les femelles XX, XX* et X*Y produisent
respectivement 80%, 37% et 42% de descendants males (contre 50%, 25% et 33% sous
ségrégation mendélienne ; Tableau 2). En génotypant 1’'ensemble des individus issus
des croisements, il a été mis en évidence que I'exces de males est lié a une distorsion
de transmission des chromosomes sexuels des males, et de maniere surprenante, la
force et le sens de la distorsion sont dépendants du génotype de la femelle (la
distorsion est dite « conditionnelle ») (Tableau 3). Accouplé a une femelle XX ou XX¥,
le male transmet a 80% son Y a sa progéniture, accouplé a une femelle X*Y, c’est son X
qui est préférentiellement transmis (64%) (Saunders et al. 2022).

Tableau 2 : Sex-ratios attendus vs. observés des descendances des trois génotypes femelles
(exprimés en proportions de mdles)

Female genotype XX XX* X*Y

Expected sex-ratio 0.5 0.25 0.33

Observed sex-ratio 0.79 +/- 0.13 0.37 +/-0.17 0.42 +/-0.14
(overall number of offspring) (206) (370) (670)

Departure from expected sex-ratio (Binomial

test) p=<2.2¢-16 p=1.967¢-07 p=6.701e-05

Le sex-ratio attendu dans les descendances des femelles XX* et X*Y est différent de 0,5 car elles produisent des
descendants viables de quatre (XX, XX*, X*Y et XY) et trois génotypes (XX*, X*Y, XY), respectivement
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Tableau 3 : A) Résultats du génotypage, nombre de chaque génotype dans la descendance des

trois croisements. B) Ratios de transmissions des chromosomes sexuels et p-value

A.
Female genotype XX XX* X*Y
Sex chromosomes X X X* X* Y
X 43 37 52 248 283
Males
Y 163 135 146 139 T
B.
transmission ratio p-value (binomial test)
Males with XX females Y: 0.791(95% CI: 0.730-0.845) <2.2e-16
Males with XX* females Y: 0.760 (95% CI: 0.712-0.802) <2.2e-16
Males with X*Y females' Y: 0.359 (95% CI: 0.311-0.409) 3.28e-08
XX* females X: 0.465 (95% CI: 0.413-0.517) 0.19
X*Y females' X*: 0.467 (95% CI: 0.434-0.511) 0.14

Comme pour I'hypothese 1, ces résultats empiriques soutiennent aussi et de
facon tangible I'hypothese 2 : invasion d'une mutation féminisante (dans notre cas un
X*) dans un systeme XY en réponse a un élément génétique égoiste biaisant la
transmission du chromosome Y, afin de rétablir un sexe-ratio populationnel équilibré
(Kozielska et al. 2010).

Ainsi, I'ensemble de ces résultats nous a poussé, en collaboration avec
OPHELIE RONCE (ISEM), a développer des modeles de génétique des populations (en
prenant en compte les résultats empiriques, a savoir meilleur succes reproducteur des
femelles X*Y et distorsion conditionnelle des chromosomes sexuels paternels) afin de
tester différents scénarios pour expliquer 1'évolution du déterminisme atypique de M.
minutoides (Saunders et al. 2022). Les modeles montrent (i) que le X* aurait bel et bien

pu évoluer en réponse a un distorteur de transmission du chromosome Y, mais (ii) que
le(s) élément(s) génétique(s) égoiste(s) aurait également pu évoluer suite a I’apparition
du chromosome X*, a condition que les femelles X*Y aient déja un meilleur succes
reproducteur que les autres femelles. Ces modeles nous ont également permis (iii)
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d’investiguer les conditions et les compartiments génomiques (X, Y, autosomes)
permettant 1'évolution de la curieuse distorsion de transmission conditionnelle des
chromosomes sexuels males, (iv) de faire des prédictions sur 1’équilibre du systeme et
(v) de montrer que le systeme est évolutivement stable, protégé de l'invasion de
suppresseurs notamment grace a la distorsion conditionnelle. Enfin, nos résultats
suggerent que les intéréts des différents compartiments génomiques qui sont
généralement en conflit sur la transmission des chromosomes sexuels sont modifiés
avec l'apparition d'un troisieme chromosome sexuel, rendant ce genre de systeme
relativement tolérant a I'apparition de distorteurs de transmission des chromosomes
sexuels. Les systemes polygéniques sont donc d’excellents modeles pour étudier les
transitions de déterminisme du sexe, mais aussi les conflits génomiques.

De maniere extraordinaire, une semaine avant notre premiere soumission de
l'article, un systeme en tout point similaire a été décrit chez le campagnol chinois
Lasiopodomys mandarinus, une des quatre autres especes possédant un chromosome X*
téminisant et des femelles X*Y (Romanenko et al. 2020 ; Roy 2021). Les directions et les
forces de distorsions étaient méme remarquablement similaires entre les deux
modeles ! Passés la mauvaise surprise de s’étre fait doublés, nous avons su en tirer
profit. Nous ne décrivions pas juste une nouvelle bizarrerie de la nature, mais un
mécanisme complexe apparu a au moins deux reprises pouvant expliquer le succes
évolutif du chromosome X*. De plus, Roy (2021) proposait un scénario et des
prédictions théoriques sur I'évolution de ce systeme que nous avons pu tester (et en
partie infirmer) par nos modeles.

En parallele, nous essayons actuellement de mieux comprendre cette
exceptionnelle distorsion de transmission conditionnelle en s’intéressant aux causes
proximales générant les biais observés. Etant donné que les sexe-ratios sont mesurés
lors du sevrage, divers mécanismes peuvent étre responsables de ces biais, allant d'une
distorsion méiotique a une mortalité différentielle des juvéniles porteurs du X ou du
Y. Le fait que la distorsion de transmission soit dépendante du génotype de la femelle
suggere méme que plusieurs mécanismes physiologiques puissent étre impliqués.
L’objectif de cette étude est d’identifier le compartiment biologique au sein duquel les
biais se produisent: (i) dans le compartiment male par une distorsion méiotique
menant a une production non équilibrée des spermatozoides porteurs du X ou du 'Y
ou une mortalité différentielle des spermatozoides dans le tractus male, (ii) dans le
compartiment femelle pré-fécondation, a cause de différences de performances entre
les spermatozoides X et Y ou d’un choix cryptique de la femelle lors du transport des
spermatozoides dans le tractus femelle ou lors de la fécondation, et (iii) dans le
compartiment post-fécondation, lié a une mortalité embryonnaire ou juvénile
différentielle.

Plusieurs expériences sont réalisées et les premiers résultats montrent que les
distorsions de transmission des chromosomes sexuels males n’ont ni lieu
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(i) dans le compartiment male : pas de distorsion méiotique male puisqu’autant
de spermatozoides X et Y sont produits et transmis a la femelle (Figure 11),

(ii) ni dans le compartiment post-fécondation : pas de mortalité embryonnaire
tardive ou juvénile différentielle puisque le sexe-ratio embryonnaire (autour de 12
jours post-coitum) est déja identique a celui mesuré au sevrage ; pas non plus lié a de
la mortalité embryonnaire précoce puisqu’il n'y a pas de corrélation entre le taux de
mortalité embryonnaire et le ratio de transmission (en d’autre terme, pas de mortalité
préférentielle d’un type d’embryon).

Ce qui signifie que les mécanismes agissent dans les voies génitales femelles
dans le compartiment pré-fécondation par un mécanisme de choix cryptique de la
femelle. Selon le génotype de la femelle, les spermatozoides X et Y pourraient avoir
une survie ou des capacités motiles différentielles lors de 1’acheminement jusqu’a
I'ovule, ou une probabilité différente d’étre impliqué dans la syngamie.

Figure 11 : Sperm-FISH. Tétes spermatiques hybridées par
un BAC-spécifique du chromosome X (FITC, vert) et un
BAC-spécifique du chromosome Y (CY3, rouge)

Pour aller plus loin, nous avons fait des tentatives d’inséminations artificielles
et de fécondations in vitro (en collaboration avec MANUEL AVILES, Université de Murcia)
qui n‘ont malheureusement rien donné. A présent, nous nous concentrons sur
I’'acheminement des spermatozoides dans le tractus femelle en comparant les
performances in vitro des spermatozoides X et Y dans les fluides génitaux des trois
génotypes femelles (survie évaluée par TUNNEL-Assay —Figure 12- et motilité évaluée
par la méthode CASA Computer-Assisted Semen Analysis et par le test du Swim-Up).
Cette partie a fait 1'objet du Master 2 de MARION DI LIEGRO, en collaboration avec ELI
SELLEM (Société Allice, Jouy-en-Josas). Les approches mises en ceuvre sont exploratoires
et demandent encore des mises au point et vont étre poursuivies tres prochainement
en collaboration avec FRANCK PELLESTOR (CHU de Montpellier).

59



Figure 12 : Spermatozoides traités a la technique
de TUNNEL-Assay. Bleu (DAPI), tétes de
spermatozoides non-dégradées ; rouge (CY3),
tetes de spermatozoides rentrées en apoptose

2.2 Les conséquences évolutives de ce systéme :
Theses de PAUL SAUNDERS et LOUISE HEITZMANN, une partie de la these de SAMUEL GINOT et
le Master 1 de THOMAS FRANCO.

En parallele, jai également étudié les conséquences évolutives de cette
modification de déterminisme du sexe. Nous avons notamment conduit les premieres
études comportementales sur un mammifere avec un déterminisme du sexe atypique.

Entre autres, nous avons montré que les femelles X*Y avaient des
comportements masculinisés. En particulier, elles sont plus beaucoup agressives que
les deux autres génotypes femelles (Figure 13) et elles montrent des réponses
comportementales, en termes d’anxiété et d’exploration, identiques a celles des males
(Figure 14 ; Saunders et al. 2016). Fort de ces résultats, nous avons également étudié

une performance, la force de morsure (un autre indicateur de I’agressivité), qui faisait
I'objet d'une partie de la these de SAMUEL GINOT (ISEM), a l'instar des résultats
précédents : les femelles X*Y mordent plus fort que les femelles XX ou XX* et ont méme
une tendance mais non-significative a mordre plus fort que les males (Figure 15 ; Ginot
et al. 2017).
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Figure 15 : Force de morsure des différents génotypes.
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Nous avons complété ce phénotypage comportemental en nous intéressant a
des comportements parmi les plus sexuellement dimorphiques, a savoir les soins
parentaux. Cet aspect fait I'objet de la these actuelle de LOUISE HEITZMANN. Chez les
mammiferes, les soins parentaux sont fondamentaux pour la survie de la progéniture.
Du fait de la lactation, les soins parentaux sont largement biaisés vers les femelles (95%
des especes de mammiferes ne faisant preuve que de soins maternels ; Clutton-Brock
1991). Ils représentent donc des comportements importants pour le succes
reproducteur (e.g. Zilkha et al. 2017). IIs sont donc particulierement importants pour
comprendre 1'évolution du nouveau déterminisme du sexe de M. minutoides : les
femelles X*Y sont-elles de « bonnes meres », a l'instar des traits d’histoire de vie
(Saunders et al. 2014) et qui pourrait encore davantage expliquer le succes évolutif des

femelles X*Y, ou au contraire les femelles X*Y ayant des comportements masculinisés
(Saunders et al. 2016 ; Ginot et al. 2017) montrent de pietres soins maternels ? Afin
d’englober au maximum 1’éventail des soins maternels, nous avons réalisés différents
tests : pup retrieving (pour mesurer l'efficacité de la mere a venir chercher les petits qui
ont été déplacés et les replacer dans le nid), grooming (pour quantifier les interactions
mere-progeniture, ex : nettoyage, nutrition, temps passé avec les petits), nesting (pour

évaluer la qualité des nids).

Parmi les résultats les plus significatifs, les femelles X*Y se révelent beaucoup plus
rapides et ont une plus grande probabilité a aller récupérer les petits (Figure 16a et b),
en revanche elles construisent des nids de moins bonnes qualités que les femelles XX
et XX* (Figure 16c). Enfin, le temps passé a I’animalerie a les observer m’a permis de
me rendre compte d'une tres grande hétérogénéité dans 1’accomplissement et le
partage des soins parentaux : une fois la mise bas, certaines femelles ne tolerent plus
le male et ’agressent voire le tuent, alors qu'au contraire d’autres femelles acceptent
le male sous le méme gite ou il participe activement a I'élevage des petits (protection,
déplacement des petits). Ces observations nous ont poussés a mettre au point un test
pour évaluer la stratégie reproductive adoptée par la mere en fonction de son génotype
(soins maternels uniquement vs. soins biparentaux). Les résultats montrent une
réponse dichotomique diamétralement opposée, avec d'un coté les femelles X*Y et de
I'autre les femelles XX et XX*. Les femelles X*Y ont une probabilité beaucoup plus
grande d’évincer le pere (en 1’agressant voire le tuant) et de s’occuper seules des petits,
alors que les femelles des deux autres génotypes sont impliquées préférentiellement
dans des soins biparentaux (Figure 16d). Ces résultats mettent en évidence deux
stratégies de soins parentaux tres différentes et qui dépendent des chromosomes
sexuels de la mere (Heitzmann et al. 2022).

62



250 b
1.00 *
_. 2001 +
0, Py
= E 0.75
n
< 150 f:
e] o
> Q. 0.50
S 100+ s
o) >
T =
- 50 &’ 0.25+
0{ == . . 0.00-
XX XX* X*Y XX XX* X*Y
Cc d
0.8
XX*
A
0.4
0.6
Py >
= = 0.31
< 0.4 3
S g
o i 0.2
0.2
0.1
0.0+
3 3.5 4 45 5 i > 3 4 5 6
Nesting score Parental care strategy

Figure 16 : Les chromosomes sexuels faconnent les comportements maternels. Test du Pup
retrieving a) latence de visite, b) probabilité de ramener les petits sous le gite (modele bayesien,
median-based contrasts with 89% HPD intervals, astérisque indique une différence
significative). c) courbe de vraisemblance de la qualité du nid en fonction du génotype. 3 =
« cuvette » ; 5 = nid complexe, entierement fermé. Les femelles X*Y construisent un nid de
moins bonne qualité que les femelles XX (p=0,002) et XX* (p<0,0001). nXX=27 , nXX*=29,
nX*Y=34. d) Courbes de vraisemblance des stratégies de soins parentaux concernant
I'implication des péres en fonction du génotype de la mere ; 1 = peres écartés, voire agressés ou
tués, 6 = soins biparentaux. nXX=29, nXX*=39, nX*Y=37. Les femelles ont des stratégies de
soins maternels différents, les femelles X*Y sont plus susceptibles de montrer une agression
maternelle que les femelles XX (p = 0,005) et XX* (p = 0,004).

Quel que soit le caractere que nous étudions, des traits d’histoire de vie
(Saunders et al. 2014), des comportements d’agressivité (Saunders et al. 2016), de soins
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maternels (Heitzmann et al. soumis) ou de performance de morsure (Ginot et al. 2017),
les femelles X*Y sont systématiquement différentes des femelles XX et XX*, alors que
ces dernieres sont tres similaires entre elles (Figures 10, 14-16).

Ce qui nous emmene a se questionner sur les causes proximales de ces

différences phénotypiques, sont-elles dues a des effets des chromosomes sexuels ou a
des effets hormonaux ?
Chez les mammiferes, les différences phénotypiques entre les sexes sont
principalement controlées par les hormones stéroides gonadiques, mais des travaux
récents sur des souris transgéniques ont montré que les chromosomes sexuels peuvent
avoir une influence directe sur des comportements sexuellement dimorphiques,
comme pour certains aspects de l'agressivité, des interactions sociales, des soins
parentaux (revue dans Arnold 2019). Nous profitons ainsi du modele unique qu’offre
la souris naine africaine ou les sexes gonadiques et chromosomiques sont
partiellement dissociés (males XY vs. femelles X*Y and femelles XX vs. femelles X*Y)
pour étudier pour la premiere fois la relation entre chromosomes sexuels, hormones
et comportements chez une espece sauvage. Avec JULIE PEREZ et LAURENT GIVALOIS,
nous avons ainsi comparé les taux circulants de trois hormones stéroides (testostérone,
corticostérone et estradiol) dans les quatre génotypes sexuels (males XY et femelles
XX, XX* et X*Y) pour clarifier l'influence des chromosomes sexuels et des sécrétions
hormonales sur le comportement et le dimorphisme sexuel (Veyrunes et al. soumis).
Dans l'ensemble, les profils hormonaux obtenus pour chaque génotype mettent en
évidence que la plupart des comportements sexuellement dimorphiques sont
déterminés par des facteurs génétiques plutdt que par des concentrations d’hormones
(Figure 17). IlIs soulignent également la nécessité de considérer les déterminismes du
sexe atypiques faconnés par des millions d’années d’évolution et présentant des
phénotypes alternatifs afin de mieux appréhender le large spectre des comportements
sous influence directe des chromosomes sexuels et ainsi revoir notre vision
dogmatique de la prédominance des hormones stéroides dans le contrdle du
dimorphisme sexuel.
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Figure 17 : A. aucune différence de concentration de testostérone dans les trois génotypes
femelles, bien que les femelles X*Y soient notoirement plus agressives (Saunders et al. 2014).
B. les concentrations d'estradiol sont identiques entre génotypes femelles et n’expliquent donc
pas les différences observées de performances reproductives et de soins maternels entre les
génotypes femelles (Saunders et al. 2014 ; Heitzmann et al soumis). C et D. en accord avec une
anxiété réduite (Saunders et al. 2016), les femelles X*Y affichent une concentration basale de
corticostérone identique a celle des males XY et inférieure a celle des femelles XX et XX*. En
revanche, au lieu d'une influence hormonale directe, ce résultat suggere plutdt que les
chromosomes sexuels (présence d'un chromosome Y ou d'un seul chromosome X) peuvent avoir
un impact sur le niveau basal de corticostérone, qui a son tour peut influencer les
comportements.
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Ainsi, I'effet de la mutation X* va bien au-dela de la seule inversion du sexe, et
est a l'origine d'un troisieme phénotype sexuel, X*Y, on pourrait méme dire un
troisieme sexe, caractérisé par de nombreux traits d’histoire de vie et comportements
spécifiques. Plus particulierement, le X* semble avoir des effets opposés sur la
détermination (différenciation des gonades) et la différenciation sexuelle (mise en
place des caracteres sexuels secondaires), avec féminisation totale des gonades et
masculinisation partielle du cerveau (agressivité, anxiété, etc). Le sexe des gonades et
du cerveau sont donc partiellement dissociés, un trait unique chez un mammifere
sauvage ! Ce troisieme phénotype sexuel est amené a étre régulierement redéfini,
étoffé par 1'observation d’autres traits.

A présent, nous étudions cette sexualisation du cerveau des femelles X*Y (these
en cours de LOUISE HEITZMANN) par des approches de transcriptomique et de
neurobiologie dans le cadre de I’ANR SEXREV en collaboration avec PIERRE BOURSOT
(ISEM) et EMMANUEL VALJENT et AGNES MARTIN (IGF, Montpellier).

Il existe en effet des différences notables entre les sexes dans de nombreux
aspects du développement, des structures et des fonctions du cerveau (revues dans
Ngun et al. 2011 ; de Vries & Forger 2015 ; Arnold 2019). Quand on parle de « cerveau
sexuellement dimorphique », I'Histoire justifie une approche prudente. Depuis les
premieres études jusqu'a aujourd'hui, malheureusement, les différences sexuelles dans
le cerveau ont régulierement été interprétées a tort comme des différences dans les
capacités cognitives et utilisées pour légitimer un rdle limité des femmes dans la
société. La persistance déprimante des préjugés sexistes dans la plupart des sociétés
modernes nous montre que ¢a reste un probleme actuel. Cependant les études qui
mettent en évidence les différences entre les sexes dans la structure, les fonctions et la
chimie du cerveau ne peuvent étre ignorées. A l'instar des comportements, le dogme
central était que ces différences étaient en grande partie, sinon exclusivement, dues
aux sécrétions d’hormones gonadiques. Au cours des deux dernieres décennies,
plusieurs études ont contesté ce point de vue, soulignant I'influence directe des genes
des chromosomes sexuels sur les différences sexuelles dans le cerveau (e.g. Lentini et
al. 2012 ; Corre et al. 2016). Il existe également de plus en plus de preuves du role direct
des genes liés au chromosome Y, comme Sry, dans des fonctions cérébrales masculines
(Dewing et al. 2006 ; Czech et al. 2012, 2014), mais leurs actions sont encore clairement
sous-estimeées (Sekido 2014). Une limitation majeure est que ces études sont restreintes
au cerveau male en raison de l'absence de modele avec un Sry fonctionnel dans un
cerveau femelle. Le systeme minutoides apparait donc comme un modele approprié
puisque nous avons d’ores-et-déja montré que les femelles X*Y présentaient des
comportements masculinisés (Saunders et al. 2016 ; Ginot et al. 2017) et que le gene Sry
s’exprime dans le cerveau de ces mémes femelles (Rahmoun et al. 2014).
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Ainsi, nous avons tout d’abord comparé I'expression globale du cerveau dans
les quatre génotypes (XY, XX, XX*, X*Y et cinq réplicats par génotype). Le mapping
sur notre génome de référence Mus minutoides (voir paragraphe 4) permet de détecter
>13000 genes qui s’expriment dans le cerveau d’au moins un individu. Les
comparaisons multiples par paires de génotypes ont ensuite permis d’identifier 1310
genes avec une expression différentielle dans au moins un génotype (Fold-change > 1.5
& FDR < 0.05). Pour visualiser les patrons globaux d’expression nous avons procédé a
deux techniques de clustering hiérarchique. Les heat maps permettent de voir
I'expression globale dans son ensemble, si on s’intéresse aux 1310 genes, les trois
génotypes femelles sont regroupés, ce qui suggere que les expressions biaisées
dépendent essentiellement du sexe phénotypique ; en revanche, si on analyse que les
100 genes dont l'expression est la plus biaisée, alors les heat maps regroupent les
femelles X*Y avec les males XY (association en fonction du sexe génotypique et non
phénotypique) (Figure 18). Pour aller plus loin, nous avons employé la méthode
WGCNA (Langtelder & Horvath 2008) qui permet d’identifier des modules de genes
dont les patrons d’expression sont extrémement corrélés. L’analyse révele ainsi huit
modules de genes, trois corrélés au sexe phénotypique (XX, XX* et X*Y vs. XY) pour
un total de n =909 genes, deux plus intéressants corrélés au sexe génotypique (XX et
XX* vs. XY et X*Y ; n =77 genes), et trois plus complexes qui révelent respectivement
un effet dose du X (n= 35), un effet X* (n = 35), et un dernier avec une interaction
génotype x phénotype (n = 244). Les cinq derniers clusters refletent la singularité des
femelles X*Y et nous avons tout de méme >6% des genes dont I'expression est
dépendante du sexe génotypique (Figure 19). Ces résultats nous renseignent sur la part
relative de chaque chromosome sexuel dans la formation des trois phénotypes sexuels.

Enfin, il est toujours bon de noter que malgré le fait qu’on ait utilisé le cerveau
entier, ce qui dilue largement le signal de genes qui ne s’expriment que dans des
régions spécifiques du cerveau, nous identifions tout de méme des genes candidats
(MaoA, Th, Pah) du systeme dopaminergique qui peuvent étre impliqués dans les
comportements observés. Par exemple, 1'agressivité accrue est supportée par une
baisse d’expression de MaoA (Cases et al. 1995) et les niveaux d’anxiété faibles comme
chez les males sont cohérents avec les niveaux d’expression similaire entre males et
femelles X*Y de Pah et la surexpression de Th. Ces genes candidats feront 1’objet
d’études plus approfondies pour investiguer les bases moléculaires des divergences
phénotypiques (voir ci-apres).
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Figure 18: Heat map des 100 genes a expression la plus biaisée. Femelles X*Y et males XY
sont regroupés ensemble.
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Figure 19 : 8 Clusters identifiés par la méthode WGCNA pour les genes a expression biaisée
dans au moins un des génotypes (n =1310) et dont le patron d’expression entre génotypes est
fortement corrélé. Clusters C, E et F refletent l'effet du sexe phénotypique, clusters A et H le
sexe génotypique, cluster D un effet dose du chromosome X, cluster F un effet du X* et enfin
cluster B une interaction entre génotype et phénotype.

En parallele a la transcriptomique, Louise réalise des analyses de neurobiologie.
Etant donné que les femelles X*Y présentent des phénotypes tres marqués, en
particulier une agressivité accrue et des soins maternels spécifiques, nous nous
sommes intéressés a ’hypothalamus, une zone cérébrale connue pour étre impliquée
dans l'expression de ces deux comportements. Nous tentons de faire le lien entre
comportements, genes et circuits neuronaux sous-jacents. Dans une premiere étude,
nous nous sommes focalisés sur les comportements de soins maternels en étudiant
deux neuropeptides cruciaux pour l'initiation des soins parentaux, I'ocytocine et la
vasopressine dans un noyau spécifique de I’hypothalamus, le noyau paraventriculaire
(PVN). Chez la souris domestique, il est connu que 1’expression d’ocytocine dans le
PVN induit le comportement de « pup retrieving » et I’agression maternelle (Scott et al.
2015), et la vasopressine module 1’agressivité maternelle et inhibe la construction du
nid (Bendesky et al. 2017). Nous avons également complété par ’analyse de la Tyrosine
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hydroxylase (TH) dans un autre noyau de 'hypothalamus, le noyau anteroventral
périventriculaire (AVPV), puisqu’il a été montré que les neurones exprimant la TH
dans’AVPYV stimulent les neurones exprimant 1’ocytocine dans le PVN et ainsi initient
le comportement de pup retrieving (Scott et al. 2015).

Compte tenu de nos comportements observés, nous avions des attendus tres
forts avec notamment une augmentation de la vasopressine, de I’ocytocine et de la TH
chez les femelles X*Y. Les analyses ont été réalisées par immunofluorescence
(marquage de la protéine) et comptages des neurones marqués, ainsi que par RNAscope
Technologie pour visualiser les ARNmessagers (Figure 20). Les résultats se sont révélés
un peu « décevants », avec une seule tendance nette mais non-significative pour une
densité en neurones exprimant la TH dans I’AVPV plus forte chez les femelles X*Y.
L’absence de résultat marqué est peut-étre a mettre en lien avec nos faibles tailles
d’échantillons et I'utilisation de femelles vierges (Heitzmann et al. 2022).
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Figure 20 : Nombre total de neurones a ocytocine (a) et vasopressine (b) comptés dans le VPN,
c) immunofluorescence dans le VPN pour les génotypes XY, XX, XX* et X*Y

Dans les prochaines semaines, nous allons réaliser le méme genre d’analyse en se
focalisant cette fois sur le comportement d’agressivité et en étudiant 1'expression de
genes candidats, tels que Sry et MaoA dans le cerveau (immunofluorescence, RT-qPCR
et RN Ascope) (Master 1 de MARC FICHTER). Comme cité précédemment, il existe de
plus en plus d’études suggérant un role direct des genes du chromosome Y et
notamment Sry dans les comportements agressifs (Lovell-Badge 2005 ; Miczek et al.
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2007) et nous savons que le gene Sry s’expriment dans le cerveau des femelles X*Y
(Rahmoun et al. 2014 ; Figure 21). Quant au gene MaoA, il est un candidat de premiere
importance, connu des journalistes sous le nom du « géne de la violence » ou « géne du
guerrier » voire méme « du serial killer», son KO chez la souris entraine une agressivité
accrue (Cases et al. 1995), et il a été montré chez '’homme, des fréquences de mutations

sur ce gene beaucoup plus élevées chez les prisonniers qui ont perpétré des meurtres
ou des agressions extrémement violentes, que dans tout autre population. De
nombreuses autres publications ont retrouvé cette corrélation entre agressivité /
comportements antisociaux et mutations sur MaoA (e.g. Caspi et al. 2002 ; Guo et al.
2008 ; McDermott et al. 2009 ; Dorfman et al. 2014 ; Ficks & Waldman 2014). Par ailleurs,
nous avons déja montré que le gene MaoA se trouvait dans la région non-recombinante
du X et X* et en nombre de copies plus faible sur le X* que sur le X, ce qui pourrait
expliquer la plus forte agressivité des femelles X*Y.
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Figure 21 : Quantification des transcrits Sry
b dans le cerveau (normalisée par le géne Rps29)
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In fine pouvoir connecter phénotype et génotype est loin d’étre simple,
notamment quand on regarde des phénotypes complexes comme des comportements,
et de surcroit dans des especes sauvages non-modeles (e.g. Elipot et al. 2014 ; Metz et
al. 2017), mais cette prospective est tres attrayante, notamment quand on y rajoute les
circuits neuronaux sous-jacents. La these de Louise a amorcé de nouvelles voies
d’investigations et a I’avenir je souhaiterais co-encadrer avec I'IGF une thése dédiée a
100% a la neurobiologie de M. minutoides.
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3. Le génome de Mus minutoides

11 s’agit pour l’essentiel du postdoc de PAUL SAUNDERS (2018-2021), rendu possible grice aux
contrats MUSE (2018-2020) et I’ANR SEXREV (2019-2022). Ce projet a également été
développé a travers la these de LOUISE HEITZMANN (2019-2022), le Master 1 de NICCOLE
PORRAS ALVAREZ (2020) et le Master 2 de VLADIMIR BAJIC (2015).

1l a bénéficié de la collaboration avec DAVID THYBERT (Earlham Institute, UK) avec le projet
financé TGAC, mais surtout et avant tout du soutien motivé et des compétences génomiques
inégalables de PIERRE BOURSOT (ISEM, Montpellier).

Lorsque le sexe est déterminé génétiquement, des architectures
chromosomiques similaires ont été utilisées a de nombreuses reprises au cours de
I'évolution (e.g. Charlesworth & Mank 2010 ; Wright et al. 2016). Elles ont en commun
que des régions du génome se différencient et se spécialisent sous 'effet de l’arrét de
la recombinaison, aboutissant a la formation de chromosomes sexuels
hétéromorphiques (e.g. Charlesworth & Charlesworth 2000 ; Bachtrog 2013 ; Graves
2016 ; Lenormand et al. 2020). L'un des deux chromosomes sexuels est généralement
conservé, riche en genes et en double copie chez un sexe (X ou Z), alors que l'autre
chromosome est petit, fortement hétérochromatique, pauvre en genes et en unique
copie dans un des sexes (Y ou W). L’arrét de la recombinaison est a I'origine de deux
processus, spécialisation et dégénérescence, qui impactent l'évolution des
chromosomes sexuels. De maniere générale, I'arrét de la recombinaison associé au
mode de transmission des chromosomes sexuels et a leur différence de ploidie
entrainent (i) I'accumulation de genes a expression biaisée entre sexes et d’alleles
sexuellement antagonistes (spécialisation), et (ii) I'accumulation d’éléments répétés, de
mutations et de délétions (dégénérescence du chromosome hémizygote) (Bachtrog et
al. 2014 ; Lenormand et al. 2020). Ces processus et cette architecture sont également a
l'origine de nouveaux conflits génomiques (Parsch & Hellegren 2013 ; Dean & Mank
2014 ; Moretti et al. 2020). Une des grandes questions évolutives est donc de
comprendre comment 'architecture génomique, le contenu en genes et la fonction des
chromosomes sexuels sont impactés par de telles contraintes, et comment ils
contribuent a y faire face. La recherche de telles preuves de spécialisation des
chromosomes sexuels (évolution du contenu génétique, fonction des genes portés,
expression biaisée liée au sexe) a fait 1’objet d'intenses recherches, aboutissant a des
résultats contradictoires selon les genes considérés, les systemes de chromosomes
sexuels et les modeles biologiques étudiés (e.g. Bachtrog et al. 2011 ; Ellegren 2011 ;
Reinius et al. 2012 ; Allen et al. 2013 ; Mank 2017). Ces patrons contradictoires
soulignent la nécessité d'élargir les observations a autant de systemes de déterminisme
du sexe différents que possible. De tels modes alternatifs de transmissions des
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chromosomes sexuels sont en effet des modeles précieux pour mieux comprendre les
différentes forces a l'origine de l'évolution des chromosomes sexuels. De plus, la
plupart des études ont porté sur des organismes chez lesquels les chromosomes
sexuels sont tres anciens (XY des mammiferes ou des Drosophiles, ZW des oiseaux) et
une grande partie des informations sur les processus qui ont initié leur évolution ont
disparu. Etre capable d'observer les transitions de systémes de détermination du sexe
peu apres qu'elles se produisent (en termes évolutifs) offre l'occasion unique
d'identifier les forces évolutives en jeu (de la naissance a la différenciation des
chromosomes sexuels) et de tester les prédictions théoriques des causes et des
conséquences de l'architecture génétique du déterminisme du sexe.

Le systeme de déterminisme du sexe de M. minutoides présente des
caractéristiques uniques par rapport aux autres modeles biologiques. Le X* est un
nouveau type de chromosome sexuel : un troisieme chromosome sexuel, féminisant,
qui se comporte comme un chromosome sexuel hémizygote femelle (en quelque sorte,
comme un W, mais chez un mammifere !). L'ensemble de forces évolutives agissant
sur les chromosomes sexuels ont dii ainsi étre bouleversées lorsque le chromosome X*
est apparu il y a un million d’années (Veyrunes et al. 2013), modifiant les trajectoires

évolutives des trois chromosomes sexuels. Le X* a acquis une transmission
uniparentale femelle et a cessé de recombiner sur une grande partie de sa longueur.
La taille efficace du X a été réduite (en raison de la faible proportion d'individus XX)
le rendant plus vulnérable a la dérive génétique, et le ratio de temps passé
respectivement dans un contexte femelle ou male a été radicalement modifié puisqu'il
passe désormais plus de temps chez des males que des femelles. Enfin, le chromosome
Y est désormais transmis par les deux sexes, ce qui est également exceptionnel. Ces
changements dramatiques du régime de sélection devraient générer des modifications
du contenu des genes (féminisation de X*, masculinisation du X), de leur expression
(biais d’expression en fonction du sexe), et de 'évolution de leurs séquences (sélection
positive ou dégénérescence apres l'arrét de la recombinaison). Nous allons tester ces
prédictions théoriques avec I'assemblage et 1’analyse de génomes complets de M.
minutoides. Ces génomes serviront également de base de travail pour l'identification
de la mutation entrainant I'inversion de sexe.

Dans un premier temps, Paul est parti se former 3 mois au Earlham Institute
(Norwich, UK) dans I’équipe de DAVID THYBERT, un institut dédié a la bioinformatique
et aux techniques de NGS. Deux génomes de M. minutoides, une femelle X*Y et une
femelle XX, ont été séquenceés, assemblés et annotés.

- Leséquencage a été réalisé en paired-end 2x250bp par la technologie Illumina,
pour une profondeur de couverture de ~80x.

- L’assemblage de novo, associé a la technique Bionano Optical mapping, a été
réalisé par Paul au niveau scaffolds.

- L’annotation (a partir de transcriptomes de cerveau et de foie) a été effectuée
par I’European Bioinformatics Institute.
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- Les génomes sont accessibles sur le site Ensembl :
https://rapid.ensembl.org/Mus minutoides GCA 902729475.1/Info/Index
https://rapid.ensembl.org/Mus minutoides GCA 902729485.1/Info/Index

Les statistiques de séquencages et d’annotation sont résumées ici :

# Scaffolds N50 (Mbp) Y (Gbp) # Génes annotés
X*Y 17731 6,56 2,67 25789
XX 66 350 1,07 2,83 23 257

Les résultats sont bons, mémes si I’assemblage du génome XX est plus fragmenté que
le X*Y. Une prochaine étape sera de compléter avec un séquencage long-reads afin
d’obtenir un assemblage au niveau chromosomique.

Nous avons complété I'étude des génomes par une analyse de génomique des
populations afin d’identifier les régions qui montrent des signes de suppression (ou
diminution) de la recombinaison; pour cela nous avons procédé au reséquencage a
taible couverture (8x) d'individus sauvages, 14 males XY et 11 femelles X*Y.

Je vais dans une premiere partie vous présenter les résultats concernant les
chromosomes X et X*, ensuite je développerai le cas des néo-chromosomes sexuels.

Comparaisons génomiques X vs. X*

Les scaffolds ont été mappés sur le génome de référence de Mus musculus (Mm10)
(>95% des séquences mappées) pour identifier ceux correspondant au chromosome X
(ou X¥), soit respectivement 94 et 311 scaffolds pour les génomes X*Y et XX.

Les assemblages trop fragmentés ne permettent pas d’identifier les
réarrangements structuraux qui différencient le X et le X*. Nous avons donc opté pour
une approche par hybridation fluorescente in situ réalisée par JULIE PEREZ (en utilisant
une banque de BACs de souris domestique). Le BAC-mapping a ainsi permis d’inférer
des réarrangements multiples et complexes (en particulier des inversions) entre le X et
le X* (Figure 22) qui sous-tendent les résultats de génomique des populations.
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Figure 22 : Exemple de BAC-mapping sur une
métaphase XX*.

La combinaison d’individus XY et X*Y a permis de s’affranchir d'une étape
laborieuse de la génomique des populations : le phasage des haplotypes X et X*. La
mesure du Fst entre males et femelles permet d’estimer la différenciation génétique le
long des chromosomes X et X* et ainsi d’identifier les régions qui ont cessé de
recombiner. Les résultats sont non-équivoques (Figure 23 & Tableau 4):
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Figure 23 : Mesure du Fst entre XY et X*Y le long du chromosome X (coordonnées génomiques
sur la référence Mus musculus). Chaque couleur représente un scaffold.
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Table 4: Estimations de la region non-recombinante (NR) et recombinante (R) des chromosomes
Xet X*

total NR Regions R Regions
X* estimated lenght (in Mbp) 142 317 90 036 52280
number of scaffolds 94 54 40
X estimated lenght (in Mbp) 143 439 92 637 50 802
number of scaffolds 311 168 143

Les fortes valeurs de Fst (Figure 23) révelent les régions qui ne recombinent plus
entre le X et X*, ce qui représente plus de 90 Mbp, soit deux-tiers du chromosome !
Nous avons donc trois régions génomiques sur le X et X* avec des taux de
recombinaison tres contrastés: une région qui ne recombine plus du tout sur le
chromosome X* (et donc susceptible de dégénérer), la région homologue sur le X qui
recombine que tres peu (uniquement chez les rares femelles XX) et enfin une région
recombinante entre le X et X* qui recombine chez toutes les femelles.

L'absence de recombinaison réduit l'efficacité de la sélection purificatrice, ce qui
engendre l’accumulation d’éléments répétés et de délétions/duplications qui
contribuent au processus de dégénérescence (Bergero & Charlesworth 2009 ; Kent et
al. 2017 ; Jay et al. 2018). Nous avons donc testé ces prédictions en analysant la densité
des éléments transposables et la fréquence des CNVs (Copie Number Variation) dans les
différentes régions du chromosome X (et d'une région autosomale comme controle).
Comme attendu, une corrélation négative entre le taux de recombinaison et la charge
d’éléments transposables est observée... a I'exception de la région non-recombinante
du X* (qui a la méme charge en éléments transposables que la région homologue sur
le X) (Figure 24). Les données sur les CNVs ne permettent pas non plus de détecter
davantage de délétions dans la région non-recombinante du X* ; En revanche nous
avons obtenu un résultat surprenant : plus de duplications sur le X que sur le X*.

A Figure 24 : Proportion d’éléments transposables
par région analysée. Chaque point correspond a un
scaffold dont sa taille est proportionelle a la
longueur du scaffold. En bleu: la région de contrdle
autosomale (chromosome 8) chez une femelle XX et
une femelle X*Y; en jaune, la région recombinante
du X et du X*; en rose, la région non-recombinante
du X et X*. Les losanges correspondent aux

* 8 moyennes pondérées.

TE content
4
) 2
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Ces résultats (dont une partie est encore en cours d’analyse) ne permettent pas de
déceler les premiers signes de dégénérescence de la région non-recombinante du X*.
Mais ils peuvent s’expliquer par une sélection forte pour empécher la dégénérescence
du X*. Chez les femelles X*Y, le X* est déja hémizygote et de ce fait sa dégénérescence
serait beaucoup plus délétere que pour un chromosome Y dans un systeme XX/XY
classique dans lequel la copie X peut compenser pour la perte ou l'altération
d’expression de genes. Une autre hypothese est que la région non-recombinante du X*
intervienne occasionnellement dans des évenements de recombinaison chez les
femelles XX*, ce qui suffirait pour purger les alleles déléteres et empécher sa
dégénérescence (voir Grosselet et al. 2012).

Les prochaines étapes (en cours) sont :
e Tester si nous pouvons détecter des strates évolutives dans la région non-
recombinante du X et X*.
e Etudier en détail les fonctions des genes. En d’autres termes, pouvons-nous observer
une féminisation du contenu en genes dans la région X* spécifique et une
masculinisation dans la région X spécifique? Dans un premier temps, nous
rechercherons les genes qui ont été potentiellement perdus (par pseudogénéisation ou
délétion) ou recrutés (par transposition). Dans un second temps, nous ferons des tests
d’enrichissement, une attention particuliere sera portée sur les genes potentiellement
impliqués dans la différenciation gonadique (inversion sexuelle), ceux impliqués dans
les fonctions féminines ou masculines (spécialisation), et ceux liés a certains des effets
phénotypiques associés au syndrome XY* (ou évocateurs d'autres phénotypes encore
non-étudiés).
e Dans la méme démarche de test des prédictions d'une féminisation du X* et d'une
éventuelle masculinisation du X, nous étudierons I'expression biaisée entre sexes pour
vérifier si les régions X et X* spécifiques accumulent respectivement plus de genes a
expression biaisée vers les males et femelles. Mus mattheyi, I’autre souris naine que je
possede en élevage, servira de groupe externe pour cette expérience.
e Enfin analyser les séquences des genes. Nous chercherons des traces de
dégénérescence (codons stop, indel / décalage du cadre de lecture, etc.) et nous
examinerons le rapport des substitutions non-synonymes aux substitutions
synonymes le long des branches X et X* afin de détecter des changements dans le
régime de sélection (sélection positive ou relachement de la sélection purificatrice).

Au-dela des considérations évolutives, cette région non-recombinante est de
fort intérét puisqu’elle héberge la mutation encore inconnue qui entraine l'inversion
de sexe. Malheureusement cette région est tres grande et riche en genes, ce qui ne va
pas faciliter la tache (voir paragraphe 4).
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Les néo-chromosomes sexuels

Comme si trois chromosomes sexuels ne suffisaient pas, nous avons également
des fusions d’autosomes avec ces chromosomes sexuels, et (cerise sur le gateau) dans
la population étudiée un réarrangement chromosomique supplémentaire rare, un
Whole Arm Reciprocal Translocation (WART) impliquant le chromosome (X*.1) et
I'autosome (13.16) (Figure 25), ce qui a donné naissance a encore davantage de néo-
chromosomes sexuels (Veyrunes et al. 2007 ; Baudat et al. 2019 ; voir chapitre 2).

Figure 25 : Schéma représentant
le WART entre les chromosomes

X oo mm) e o (X*.1) et (13.16), donnant
WART naissance a deux nouvelles
(X.1) (X*1)  (13.16)  (X.1)(X*.16) (1.13) (13.16) combinaisons chromosomiques

(X*.16) et (1.13)

Les males se caractérisent par les chromosomes sexuels et néo-chromosomes sexuels
(X.1) (Y.1), les femelles XX par (X.1) (X.1), les femelles XX* par (X.1) (1.13) (13.16) et
(16.X%), et les femelles X*Y par (Y.1) (1.13) (13.16) et (16. X*). Ainsi de nombreuses
régions auparavant autosomales sont aujourd’hui physiquement liées ou co-ségrégent
avec les chromosomes sexuels. Par exemple, 'autosome 16 fusionné au X* ne se
retrouve aujourd’hui que chez des femelles, de méme que le chromosome néo-formé
(1.13). Les configurations méiotiques prédites (Baudat et al. 2019) et la nomenclature
adoptée pour les néo-chromosomes sexuels sont les suivantes (Figure 26) :

Femelle XX Femelle XX* Femelle X*Y Male XY

X X X X* X* X

13 13 y 13 13

“ l ; I “

o0 o0 I ® o 16° 1Y—! o ol ®o
I I e ® onmis  ix °eo l I

16 16 I ' 16 16
o 13%* 13 13 13

Figure 26 : configurations méiotiques prédites des chromosomes sexuels et néo-chromosomes
sexuels pour chaque génotype et nomenclature adoptée

Ces configurations méiotiques et cette diversité de néo-chromosomes sexuels sont tout
a fait inédites dans le monde animal et nous avons voulu investiguer si ces néo-
chromosomes sexuels montraient des traces de « sexualisation ». Contrairement aux
chromosomes sexuels anciens et tres différenciés, tels que ceux des mammiferes ou des
drosophiles, qui ne retiennent que peu d’information sur les processus qui ont initié
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leur évolution et leur dégradation, les fusions sexe-autosomes permettent de suivre le
devenir d’autosomes qui acquierent progressivement un comportement de néo-
chromosomes sexuels (Charlesworth et al. 2005 ; Bachtrog 2006). Nous avons donc
étudié si ces autosomes fusionnés montraient les premiers stades d’évolution de
chromosomes sexuels. Différents processus sont attendus: un arrét de la
recombinaison, une modification de 1'expression génique, une spécialisation ou une
dégénérescence du contenu en genes, suivi de la mise en place d'une compensation de
dosage. Je ne vais vous présenter les résultats que pour les deux premiers.

Contrairement aux données du X et X*, nous n’avons pas les haplotypes phasés
pour les néo-chromosomes sexuels. Pour identifier les régions qui ont cessé de
recombiner, Paul a donc recherché dans les données de génomique des populations
(pour rappel 14 XY et 11 X*Y)

- un enrichissement de SNPs hétérozygotes chez tous les males et chez toutes

les femelles pour le néo-Y (1Y)

- un enrichissement de SNPs hétérozygotes chez tous les males uniquement

pour le néo-X (1%)

- un enrichissement de SNPs hétérozygotes chez toutes les femelles

uniquement pour les néo-X* (1%, 13X, 16X)

Voici les résultats pour le néo-chromosome sexuel 1 qui nous renseignent sur les arréts
de la recombinaison sur les copies 1Y, 1X et 1¥, respectivement (Figure 27).
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Figure 27 : Proportion de SNPs hétérozygotes le long du néo-chromosome sexuel 1 chez tous

les miles et femelles, chez toutes les femelles uniquement, et enfin chez tous les miles
uniquement (scaffold mappés sur le génome de référence Mus musculus).

Nous avons donc un autosome 1 fusionné au Y qui a cessé de recombiner sur pres de
la moitié de sa longueur, soit 64 Mbp depuis le centromere, peu importe qu’il soit
apparié avec un 1* ou avec un 1¥"! Ces résultats sont parfaitement cohérents avec nos
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données méiotiques chez les males ou nous observons un délai de synapse jusqu’au
stade pachytene tardif qui entraine un arrét de la recombinaison sur la moitié du
chromosome 1 (Gil-Fernandez et al. 2020 ; voir Figure 28).

Late zygotene neo-PAR

Figure 28 : Synapse des chromosomes X et Y chez les miles du stade zygotene au stade
pachytene tardif. La protéine du complexe synaptonémal SYCP3 qui permet de révéler les axes
des chromosomes est marquée en vert, les centromeres en rose, et le YH2AX (histone qui
marque les régions qui n’ont pas terminé de synapser) en bleu. On observe un délai de synapse
de toute la région proximale du néo-chromosome sexuel jusqu’au stade pachytene tardif
(indiquée par les fleches). Nous avons également montré que ce délai empéchait la mise en place
de crossing-overs dans la région considérée.

De méme, nous détectons des arréts de recombinaison autour de 19 Mbp entre
les néo-chromosomes 1* et 1X, et entre 13X et 13. En revanche pas de trace
d’interruption de la recombinaison entre le 16 et le 16X". Encore une fois, ces résultats
sont en parfaite cohérence avec nos données meiotiques ou nous observons chez les
femelles dans la quasi-totalité des noyaux des appariements (synapses) non-
homologues pres des centromeres des néo-chromosomes sexuels 1 et 13 (mais jamais
le 16), révélateur d'une absence de recombinaison (Baudat et al. 2019 ; voir Figure 29).
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Figure 29 : Quadrivalents méiotiques chez des femelles XX* et X*Y. FISH avec des anticorps
contre les protéines du centromere (bleu), et des proteinés du complexe synaptonémal (SYCP3
en rouge et SYCP1 en vert). Les fleches indiquent des synapses non-homologues entre différents
chromosomes. Dans ces régions, la recombinaison y est impossible.

Les résultats génomiques sur l'interruption de la recombinaison sont résumés dans la
tigure suivante :

Femelle XX Femelle XX* Femelle X*Y Male XY
X X X X* X* X
13 13 y 13 13
7 Y
Z * % * %
o0 o0 1 ye~ e 16* 1 pe e 16* OO
Xk ,
1 () 16 0%0 16 7
16 16 16 16
X 13¥ 13 13¥ 13 st

Figure 30 : les régions avec interruption de la recombinaison sont indiquées par les hachures.

Louise et Paul ont ensuite investigué I'expression des genes portés par les néo-
chromosomes sexuels. Ils sont repartis de 1'analyse de clustering des 1310 genes du
cerveau différentiellement exprimés (Figure 31) et ont recherché s’il existait un
enrichissement de ces genes sur les néo-chromosomes sexuels. De fagon intéressante,
alors qu’il n'y a pas d’effet pour les genes non-biaisés (n = 11976) ni pour les genes
baisés en fonction du sexe phénotypique (clusters 1 et 2 ; n=715 + 194), on remarque
un tres fort enrichissement sur le néo-chromosome 1 (1Y, 1X et 1) des genes compris
dans les clusters 3 et 4 qui correlent avec le sexe génotypique (n = 42 + 35) et dans le
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cluster 5 qui reflete la dose de chromosome X (n = 35). On note également un léger
enrichissement sur le chromosome X notamment dans le cluster 5 (ce qui est attendu
puisqu’il rassemble les genes dont le patron d’expression entre génotypes est corrélé
au nombre de chromosomes X). On en déduit que 'arrét de la recombinaison sur les
néo-chromosomes sexuels, et en particulier le néo-chromosome 1, s’est accompagnée
de profondes modifications d’expression de genes. Les changements de régime de
sélection ont eu un effet fort sur les néo-chromosomes sexuels, a I'inverse 1'expression
des génes portés par les chromosomes X et X* a globalement été peu impacté. On émet
I'hypothese que les genes portés par le X et X* sont déja tres spécialisés, soumis a des
contraintes d’expression fortes, et peuvent de ce fait que peu changer, a 'opposé les
genes portés par des autosomes sont comme « vierges ». Des lors qu’ils se retrouvent
dans un contexte de néo-chromosomes sexuels, avec arrét de la recombinaison et
modifications des forces de sélection, leur expression peut évoluer tres vite. C'est
comme si les néo-chromosomes sexuels montraient un potentiel adaptatif plus
important et avaient pris le relais sur les chromosomes X et Y trop contraints. Une
autre hypothese : modifier I'expression est aussi une facon de résoudre certains
conflits génomiques qui ont pu émerger avec la formation des néo-chromosomes
sexuels (e.g. Parsch & Ellegren 2013 ; Moretti et al. 2020). D’apres ces résultats, il est
fort a parier que les bases génétiques d’une partie des comportements propres aux
femelles X*Y seront a rechercher sur les néo-chromosomes sexuels et pas seulement
dans la région non-recombinante du X*.
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Figure 31 : Analyse d’enrichissement des genes a expression biaisée. Les clusters sont ceux
identifiés dans l'analyse WGCNA (Fig 19), le patron d’expression entre génotypes est figuré
en-dessous des noms des clusters.
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Au-dela des différences génomiques entre le X et le X*, I'étude des néo-chromosomes
sexuels, en particulier le néo-1 (qui a cessé de recombiner sur pres de la moitié de sa
longueur et qui montre d’importantes modifications d’expression génique) se révele
tout aussi excitante et riche d’enseignements.

C’est vraiment le modele parfait, d'un c6té un vieux chromosome X qui change
completement de trajectoire évolutive en devenant un troisieme chromosome sexuel,
femelle-spécifique, hémizygote et non-recombinant, et d"un autre, des autosomes qui
montrent les premiers signes d’évolution de chromosomes sexuels.

4. Fonctionnement du systeme et identification de la
mutation entrainant l'inversion de sexe.

PUBLICATIONS 17, 22, 26, 28, 30, 33, 36

4.1 Identification et caractérisation de la mutation féminisante.

Ce programme est réalisé en collaboration étroite avec FRANCIS POULAT & BRIGITTE BOIZET de
I"équipe Développement et Pathologies de la Gonade de I'Institut de Génétique Humaine
(IGH, Montpellier), financé par trois contrats dont je suis le PI : ANR SEXYMUS et FONDATION
DEL DUCA, tous les deux terminés en 2014, il n’a pu reprendre qu’en 2020 avec I'obtention de
I’ANR SEXREV. Il constitue le sujet postdoctoral de MASSILVA RAHMOUN (2011-14) et il
bénéficie de I'aide technique de XAVIER HAUTECOEUR (CDD IE ANR 2020-22, IGH).

Depuis la découverte du gene Sry au début des années 90 (Sinclair et al. 1990),
une connaissance considérable a été accumulée sur les genes impliqués dans la cascade
de détermination du sexe des mammiferes (revue dans Capel 2017), mais de nombreux
acteurs clés attendent encore d'étre caractérisés (e.g. Bashamboo & McElreavey 2016).
Mus minutoides, phylogénétiquement tres proche de la souris de laboratoire, fournit un
modele inestimable pour déchiffrer de potentiels mécanismes moléculaires méconnus.
Nos recherches ont d’ores-et-déja mis en évidence une région du chromosome X des
mammiferes portant un gene d'inversion sexuelle encore inconnu. Nous tentons ici
d'identifier cette mutation par des approches de biologie cellulaire et de RNAseq.
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Chez les mammiferes, une modification d’expression (absence d’expression
ou dérégulation) d'un gene impliqué dans la cascade génétique du déterminisme du
sexe mene généralement a des problemes de différenciation sexuelle qui se traduisent
par des caracteres sexuels primaires et secondaires ambigus plus ou moins prononcés
si la mutation est tres en amont ou en aval de la cascade (Jimenez et al. 2013). Dans
I’élevage, les femelles X*Y sont indistinguables des autres femelles par la morphologie
externe. Dans une premiere étude, nous avons donc effectué une comparaison
anatomique et histologique des gonades (et de l'appareil génital) adultes des trois
génotypes femelles et investigué par immunofluorescence et RT-qPCR I'expression de
plusieurs genes d’importance impliqués dans les voies de détermination male et
femelle. Nous confirmons une inversion de sexe complete des femelles X*Y. Elles
présentent des ovaires identiques a ceux des autres femelles, exprimant les genes
marqueurs des tissus ovariens, tels que FoxI2 et Wnt4, sans aucune trace de
différenciation testiculaire (Figure 32 et 33), renseignant ainsi sur le fait que la mutation
responsable de I'inversion du sexe sur le X* doit affecter la cascade du déterminisme
génétique du sexe tres en amont, tres précocement : un acteur proche de Sry et Sox9
(Rahmoun et al. 2014).

Fernale X*Y Fernale XX Fernale XX* Figure 32 : Marquage par
Immunofluorescence de FOXL2
dans les cellules de la granulosa
des ovaires adultes. Pas de
différence entre génotypes.
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Figure 33 : Quantification d’expression de génes dans les gonades adultes (normalisé par
'expression de Rps29). Les gonades X*Y expriment FoxI2, Wnt4 et Sox 9 a des niveaux
similaires que les autres femelles.
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Nous avons commencé par la caractérisation des gonades adultes car c’était
le plus facile a étudier, mais évidemment le plus important est d’analyser 'expression
des genes impliqués dans le déterminisme du sexe au moment de la différenciation
des gonades embryonnaires qui se produit chez la souris domestique entre les jours
11.5 et 13.5 post-coit (jpc). Pendant ces 48h critiques, les gonades non-différenciées se
développent en testicules ou ovaires sous l'action de cascades de genes initiées par la
présence ou non du gene Sry. La voie male est caractérisée par un pic d’expression de
Sry et Sox9 a 11.5 jpc et 12.5 jpc respectivement, suivis par de nombreux genes (ex :
Ptdgs, Amh, Sf1) ; en 1’absence de Sry, la voie femelle se met en place avec l'activation
de nombreux genes (ex : Wint4, Rspol, FoxI2) (revue dans Capel 2017).

Dans un premier temps, nous avons vérifié que le développement
embryonnaire de M. minutoides au cours du temps soit similaire a celui de la souris
domestique en terme de durée et de processus majeurs. Pour cela, nous avons di
mettre au point des expériences de fécondations datées (mise au point > 6 mois et
manip de prélevement étalée sur plusieurs années, car le systeme d'appariement et la
formation du couple sont chez cette espece sauvage beaucoup plus complexes que
chez la souris de laboratoire, nous avons meéme tenté des injections de
gonadotrophines LH et FSH et méme des échographies sur nos souris naines !). Nous
en avons conclu que le nombre de somites de la queue (qui permet d’ager 'embryon)
et les pics d’expression des genes majeurs du déterminisme du sexe sont équivalents
entre les deux modeles biologiques pour la période d’intérét (11.5 et 13.5 jpc). Nous
avons ainsi récolté (et nous sommes d’ailleurs toujours en train) des gonades
embryonnaires des quatre génotypes a tous les stades de développement entre 11 et
15 jpc. Chaque échantillon est genotypé par PCR ou culture-cellulaire! et traité pour
des expériences d’histochimie (immunofluorescence) ou d’expression (RT-qPCR ou
RNAseq).

Nos premiers résultats de RT-qPCR montrent qu’a 12.5 jpc, les individus X*Y sont déja
des femelles a part entiere, avec un pic d’expression de Sox9, le gene cible principal de
Sry, uniquement observé chez les males XY (Figures 34 et 35). Concernant Sry : a 11.5
jpc, dans la fenétre d’activation du gene, on observe un petit pic qui disparait des 12.5
jpc chez les males comme attendu ; en revanche, il y a une importante accumulation
de transcrits Sry dans les gonades X*Y qui diminue avec le temps mais encore
perceptible a 13.5 jpc. Comme si en présence du X*, Sry ne faisait pas son «job » avec
interruption d’une boucle de rétroaction négative (Figure 34). Nos résultats
préliminaires indiquent la présence d'un gene encore inconnu localisé sur le X des
mammiferes, indispensable au programme de différenciation sexuelle et qui s’exprime
tres tot dans la cascade génétique du déterminisme du sexe, interagissant directement
avec Sry en amont de Sox9.

1 Ce n’est que trés récemment (2021), grace aux génomes complets, que nous avons pu mettre au point un test
PCR qui permette de distinguer les chromosomes X et X*. Cette petite avancée technique est immense au point
de vue stratégique puisqu’elle nous affranchit des étapes fastidieuses de culture-cellulaire et caryotypage.
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Figure 34 : Expression de Sox9 et Sry (normalisé par l'expression de Rps29) dans les gonades
embryonnaires a 11.5, 12.5 et 13.5 jpc
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Figure 35 : Marquage par Immunofluorescence de SOX9 et AMH dans les gonades
embryonnaires a 12.5jpc.

En parallele, nous avons investigué les genes connus pour entrainer des
inversions de sexe pathologiques chez 'homme et la souris lorsqu’ils sont mutés, et en
particulier ceux localisés sur le chromosome X des mammiferes.

- Notamment le gene Dax1 (Nr0b1) dont la duplication entraine une inversion de sexe
XY chez I'’humain et chez la souris (Swain et al. 1996 ; Garcia Acero et al. 2019). Dax1
est exprimé pendant la fenétre de temps critique de la détermination du sexe
gonadique. Apres l'arrét de I'expression de Sry, Dax1 est régulé a la baisse dans le
testicule en développement mais maintient ses niveaux d'expression dans l'ovaire. En
cas de duplication, I'exces d’expression de Dax1 entraine une downrégulation des
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genes Sf1, Wt1 et Sox9 et perturbe le développement testiculaire. Les souris femelles
XX, KO pour Dax1 développent des ovaires fonctionnels, ce qui suggere que Dax1 n'est
pas un gene du déterminisme ovarien, mais s’il est dupliqué alors celui-ci agit comme
un gene antagoniste a Sry en tant que gene anti-testiculaire (Ohnesorg et al. 2014).
Nous avons donc recherché une éventuelle duplication du gene DaxI sur le
chromosome X*. Les investigations par qPCR et RT-qPCR n’ont pas décelé de
différence entre la copie X et X¥, en outre les études génomiques ont montré que Dax1
était situé dans la région recombinante du X et X* faisant de lui un pauvre candidat a
I'inversion de sexe.

- Un autre gene porté par le chromosome X des mammiferes a attiré notre attention
tres récemment, il s’agit de SDX, découvert I’an dernier, dont la fonction précise n’est
pas connue mais qui serait requis pour la détermination sexuelle male. Il a été montré
que le KO de ce gene entrainerait dans 25% des cas (5 sur 20) une inversion sexuelle
XY complete, les autres phénotypes montrant des petits testicules et des perturbations
de la spermatogénese (Zhan et al. 2022). Il est a noter que la faible pénétrance du
phénotype des KO (seulement 25% des KO XY ont un phénotype femelle) est pour la
moins curieuse et sujette a caution. Néanmoins, nous avons cloné et séquencé les
copies X et X*, réalisé des quantifications par qPCR et RT-qPCR, et recherché ce gene
dans nos génomes de référence XX et X*Y de M. minutoides. Comme pour Dax1, nous
n’avons détecté aucune différence de séquence, de nombre de copie ou d’expression,
et nous avons localisé ce gene dans la région recombinante du X et X*.

- Les autres genes candidats portés par le chromosome X sont moins intéressants, il
s’agit de Atrx dont les mutations chez '’humain entrainent de séveres pathologies :
retards psychomoteurs, malformations congénitales et des dysgénésies gonadiques
partielles (dont le spectre des phénotypes va de testicules anormalement petits, a un
appareil génital ambigu, jusqu’a une assignation de genre femelle). En revanche,
I’analyse histologique des gonades montre toujours des ovo-testicules et jamais une
inversion de sexe complete, suggérant que Atrx joue un rdle dans la différenciation
sexuelle précoce et non dans la détermination du sexe (Ohnesorg et al. 2014). Le KO
chez la souris XY du Récepteur aux Androgenes (AR) entraine un phénotype féminisé,
mais les gonades restent des testicules, il n’intervient donc pas dans le déterminisme
du sexe (Kerkhofs et al. 2009). Enfin, la duplication de Sox3 entraine bien une inversion
de sexe complete chez I'humain et la souris, mais dans le sens femelle vers male
(inversion du sexe XX) (Sutton et al. 2011). Quoiqu’il en soit, chez la souris naine
africaine, ces genes ont tous été écartés, soulignant la nécessité de rechercher d’autres
genes candidats a I'inversion sexuelle sans fonction connue dans la détermination du
sexe.

Pour se faire, nous sommes en train de séquencer les transcriptomes des
gonades embryonnaires des quatre génotypes a trois stades clés de différenciation
sexuelle (11.5, 12.5 et 13.5jpc) (en triplicate). Les séquences seront ensuite mappées sur
nos génomes de références annotés (femelles XX et X*Y). Grace a nos résultats
préliminaires de RT-qPCR, nous savons déja que la mutation d’inversion sexuelle
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touche un gene qui s’exprime tres tot dans la cascade du déterminisme du sexe, un
acteur proche du réseau de genes Sry / Sox9, autour de 11.5-12.5 jpc. L’analyse des
transcriptomes sera réalisée par LOUISE HEITZMANN a la fin de I’année, une fois sa these
terminée.

Différents scénarios sont envisageés :

- Une perte de fonction sur le chromosome X* d'un gene du déterminisme male
(mutation ou délétion affectant le gene ou ses régions régulatrices).

- Un effet dose di a une CNV (Copy Number Variation) : un nombre de copies plus
faible sur le chromosome X* d'un gene du déterminisme male pourrait entrainer une
expression génique plus faible qui n'atteint pas un seuil.

- Un gain de fonction, avec un gene du déterminisme femelle surexprimé sur le
chromosome X*, ou un gene ayant une activité anti-testiculaire normalement réprimée
par le programme male dérégulé sur le X*.

Ainsi, les genes qui ont (i) le méme niveau d'expression dans les quatre génotypes, ou
(ii) une expression différente entre les males et les femelles mais similaire entre les
génotypes femelles, sont considérés comme de tres mauvais candidats. Les meilleurs
candidats seront ceux (i) exprimés uniquement chez les males (hypothese de perte de
fonction sur le X* ; mais cette catégorie comprend également tous les genes male-
spécifiques), (ii) avec un niveau d'expression différent entre les génotypes XY et X*Y
uniquement (hypotheses de perte de fonction ou de dosage d’expression), (iii) avec un
niveau d'expression différent entre X*Y et les deux autres génotypes femelles
(hypothese de gain de fonction). Une attention particuliere sera également portée aux
genes ayant un niveau d'expression similaire entre XY et X*Y mais différent de XX et
XX*, c'est-a-dire qu'ils sont en amont de la mutation d'inversion du sexe dans la
cascade du déterminisme du sexe. Notons que les mutations ponctuelles conduisant a
un décalage du cadre de lecture ou a un codon-stop prématuré ne pourront pas étre
détectées par cette approche : I'expression pourrait étre identique a celle de la copie X,
mais la protéine correspondante serait non-fonctionnelle. Dans ce cas, 1'approche
complémentaire d’immunofluorescence pourra nous permettre de détecter I’absence
de protéine. Le cas le plus complexe a envisager est une substitution non-synonyme
modifiant la fonction protéique. Et dans ce cas, beinh ¢a peut nous prendre encore pas
mal d’années avant de l'identifier... Nous pensons toutefois qu'un gene porté par le
chromosome X* perdant sa fonction apres une substitution non-synonyme devrait
accumuler d'autres mutations qui devraient faciliter sa détection par l'approche
génomique en tant que gene candidat.

Nous établirons ainsi une liste de genes candidats potentiels a I'inversion de
sexe sans fonction connue dans la détermination ou la différenciation sexuelle. Nous
nous focaliserons sur les genes portés par le chromosomes X et plus particulierement
ceux localisés dans la région non-recombinante entre le X et le X*. Le profil
d’expression de chacun de ces genes sera comparé a celui de la souris domestique lors
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de la différenciation gonadiques (Munger et al. 2013 ; Lindeman et al. 2015) pour
identifier les meilleurs candidats. Ces candidats seront ensuite confirmés par RT-qPCR
et immufluorescence sur coupes histologiques de gonades embryonnaires.

4.2 Etude moléculaire du géne Sry.

Ce travail, dont une partie est toujours en cours, a été réalisé par MARIE PAGES (postdoc
ATER), ANDRES DE LA FILIA MOLENA (Master 2) et JULIE PEREZ, en collaboration avec
ELISABETH FICHET-CALVET (Bernhard Nocht Institute of Tropical Medicine, Allemagne) et
JOSEF BRYJA (Academy of Science of the Czech Republic) et LIANG ZHAO et PETER KOOPMAN
(Univ. of Queensland, Australie).

Les souris naines africaines sont un vaste complexe d’especes a répartition
strictement sub-saharienne (une vingtaine d’especes dont M. minutoides). Parmi celles-
ci, plusieurs ont « expérimenté » des systemes de déterminismes atypiques (femelles
XY, males XO), ce qui en fait une exception chez les mammiferes. Nous avons cherché
a savoir si ces modifications impactaient -ou inversement, résultaient de- I'évolution
moléculaire du gene du déterminisme du sexe Sry. Pour cela, nous avons réalisé une
analyse moléculaire de la totalité du gene (un exon unique?) chez un grand échantillon
d’individus et d’especes de souris naines (collab. ELISABETH FICHET-CALVET et JOSEF
BRYjA).

(i) Cela a permis d’identifier pour la premiere fois la présence de femelles X*Y
dans des populations de M. minutoides d’Afrique de I'Ouest (jusqu’alors la présence
de femelles X*Y n’était connue que d’Afrique australe), mais dans des prévalences
variables, 12% (Guinée), 7% (Cote d’Ivoire) et 33% (Ghana), bien loin des 75% observés
en Afrique du Sud. Ces résultats permettent notamment de mieux comprendre
l'évolution, la distribution géographique et I'origine temporelle (datée a 0.9 MA grace
a des phylogénies et datations moléculaires) de la mutation d’inversion sexuelle
(Veyrunes et al. 2013).

(ii) Les résultats de clonage et séquencage ont révélé la présence de multiples
copies polymorphes du gene Sry chez toutes les especes de souris naines (avec un
minimum d’une dizaine de copies différentes par individu). La majorité des copies
semblent intactes et fonctionnelles (mais voir plus bas pour Mus triton). Chez la plupart
des mammiferes, le gene Sry est en copie unique (dont 'humain et la souris
domestique), mais des duplications ont été rapportées chez plusieurs rongeurs (e.g.
Nagamine 1994 ; Lundrigan & Tucker 1997 ; Acosta et al. 2010 ; Prokop et al. 2020) et

2 pendant prés de trente ans, nous avons cru que le géne Sry était composé d’un seul exon, mais une étude
récente a mis en évidence de la présence d’un second exon cryptique chez la souris domestique et c’est la
combinaison des deux exons qui est indispensable au développement du sexe male (Miyawaki et al. 2020)
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curieusement, parmi ces especes, une proportion notable concerne les rares especes
avec un déterminisme du sexe atypique, comme Microtus oregoni et M. cabrerae
(Bullejos et al. 1997 ; Acosta et al. 2010), Akodon sp. (Sanchez et al. 2010) ou Tokudaia
muenninki (espece sceur de T. osimensis ; Murata et al. 2010).

(iii) de fagon plus inattendue, une proportion extrémement élevée de
remplacement d'acides aminés dans la région normalement tres conservée HMG (High
Mobility Group), ce qui suggere une évolution tres rapide sous sélection positive du
gene Sry. Nous avons également montré que le gene Sry était tronqué (mais
fonctionnel) chez M. minutoides et pseudogénéisé dans certaines populations de M.
triton. Ces résultats préliminaires doivent étre poursuivis et approfondis par des
approches plus performantes de NGS.

Fort des résultats précédents (ii et iii), en collaboration avec PETER KOOPMAN et
son étudiant en these LIANG ZHAO (University of Queensland, Australie), nous avons
réalisé des analyses d’expression in vitro et des Luciferase Reporter Assays avec le gene
Sry de M. minutoides, M. mattheyi et M. musculus, mais également en incorporant des
constructions chimériques entre les différents Sry. Ces résultats ont permis de
confirmer la structure particuliere du gene Sry de M. minutoides, avec une région
glutamine-riche (poly-Q) tronquée et tres dégradée (cette région est pourtant
considérée comme essentielle pour la stabilité de la protéine ; Zhao et al. 2014) et de
démontrer une baisse de l'activité de Sry chez M. minutoides. Cette baisse d’activité
aurait pu ainsi rendre vulnérable la cascade génétique du déterminisme du sexe a
I'invasion d'un élément féminisant (X*) et ainsi entrainer 1’évolution du systeme
atypique que I'on connait (Zhao et al. 2017).

4.3 Une espéce avec trois chromosomes sexuels. Etude de linactivation du
chromosome X.

Etude réalisée sur la Plateforme de Cytogénomique évolutive par JULIE PEREZ. En
paralléle, j'ai été contacté par un collegue (REINER VEITIA, Institut Jacques Monod, Paris) pour
co-rédiger une revue sur le mécanisme de compensation de dosage et d'inactivation du X chez
les mammiferes.

Chez les mammiferes, males (XY) et femelles (XX) n’ont pas le méme nombre
de copies du chromosome X. Ainsi, pour restaurer un équilibre de dosage d’expression
génique entre les deux sexes, I'un des deux chromosomes X de la femelle est inactivé
par un mécanisme complexe appelé Inactivation du chromosome X. Le chromosome
X inactivé est choisi de maniere aléatoire et subi d’importantes modifications
épigénétiques (recouvrement d'un long ARN non-codant Xist, recrutements
d’histones, méthylation, etc...) (revue dans Veitia et al. 2015). Si ce processus est
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aujourd’hui relativement bien connu chez la souris ou '’homme, il n’a jamais été étudié
chez une espece qui s’écarte du patron classique XX/XY, telle que M. minutoides qui
possede trois chromosomes sexuels X, X* et Y. Ce systeme pose en effet plusieurs
questions : (i) le chromosome X* mutant est-il préférentiellement inactivé chez les
femelles XX*? (ii) que se passe-t-il chez les femelles X*Y ? Par une approche
d’immunofluorescence sur métaphases, nous avons décrit les modifications
épigénétiques de plusieurs histones, certaines spécifiques de la chromatine active et
d’autre de la chromatine inactive, et montré (i) que linactivation des deux
chromosomes X restent aléatoire chez les femelles XX*, et (ii) une absence
d’inactivation chez les femelles X*Y, comme attendu (Veyrunes & Perez 2018 ; Figure
36).

De plus, M. minutoides possede une autre particularité : les chromosomes X et X* sont

fusionnés a des autosomes (voir chapitre 2). Les translocations X-autosome sont
considérées comme l'un des réarrangements chromosomiques les plus déléteres chez
les mammiferes, car elles peuvent générer d'importantes perturbations de la
gamétogenese et de l'expression des genes, notamment en raison de la propagation de
l'inactivation du X sur la région autosomale adjacente, provocant le silencing des genes
autosomaux (revue dans Dobigny et al. 2004). Ce phénomene a été démontré chez
I'homme et la souris (e.g. Schanz & Steinbach 1989, White et al. 1998, Popova et al.
2006) et conduit généralement a des effets phénotypiques séveres (Waters et al. 2001).
Dans notre étude, par des techniques modernes d’immunofluorescence, nous
montrons que l'inactivation du X ne se propage jamais sur le segment autosomal
fusionné. Ce qui peut permet d’expliquer la fixation de ce remaniement chez M.
minutoides, et qui suggere qu’il existe des caractéristiques génomiques (que nous
recherchons) empéchant la diffusion de I'inactivation (Veyrunes & Perez 2018 ; voir
aussi chapitre 2, paragraphe 1.2).
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4.4. Un systéme complexe. Etude de la méiose.

Travail réalisé en collaboration avec FREDERIC BAUDAT (IGH, Montpellier) et JESUS PAGE
(Universidad de Madrid, Espagne). Dans ce cadre, une thésarde, ANA GIL-FERNANDEZ, de
I'université de Madrid est venue passer trois mois au laboratoire (sept-dec 2018)

Dans le chapitre 2, nous avons montré que les souris naines du sous-genre
Nannomys présentaient un mécanisme méiotique original puisque les chromosomes
sexuels sont asynaptiques et achiasmatiques, c’est-a-dire que les chromosomes X et Y
ne possedent pas de région pseudo-autosomale (PAR), ils ne s’apparient pas et ne
forment pas de chiasma a la méiose. L’association et la ségrégation des chromosomes
X et Y est assurées par des protéines du complexe synaptonémal qui relient les
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chromatines des deux chromosomes sexuels (Gil-Fernandez et al. 2020, 2021). Des

meécanismes méiotiques similaires, mais homoplasiques, sont connus d’une poignée
de lignées de mammiferes (e.g. marsupiaux, campagnols, gerbilles). Mais dans le cas
de M. minutoides, une autre particularité vient complexifier le systeme : la présence de
trois chromosomes sexuels et davantage encore de néo-chromosomes sexuels ! (voir
partie 3 le génome). Ainsi, selon les populations, le X est fusionné ou non a la paire 1, et
le X* fusionné au chromosome 1 ou 16, tandis que le Y est toujours fusionné au
chromosome 1. Cette diversité sans précédent chez les mammiferes engendre des
configurations méiotiques complexes chez les femelles qui sont décrites pour la
premiere fois et qui permettent de mieux comprendre le comportement méiotique des
chromosomes sexuels des mammiferes.

Nota bene : Autant 'analyse méiotique est simple chez les miles mammiféres puisque la
spermatogénese est continue et tres abondante pendant toute la vie reproductive, autant I'étude
de la méiose chez les femelles est difficile et laborieuse puisque le développement des ovocytes
est marqué par une pause au stade diplotene de la premiere division méiotique qui se produit
pendant la vie feetale (chez la souris et la souris naine, la méiose débute autour de 13.5 jpc et se
met en diapause a 17.5 jpc) pour ne reprendre ensuite qu’a la puberté, au moment de l'ovulation
(avec seulement un a quelques ovocytes par cycle d’ovulation). C’est donc un important travail
de prélévement d’embryons femelles des trois génotypes au bon stade de développement qu’il a
fallu entreprendre pour pouvoir étudier la méiose femelle de M. minutoides.

Nous avons pu confirmer la présence de quadrivalents méiotiques chez les
femelles XX* et X*Y. De telles configurations méiotiques complexes sont décrites pour

la premieres fois chez des femelles de mammiferes (Baudat et al. 2019).

A la prophase I, chez les femelles XX*, le quadrivalent présente en tres forte
proportion une structure fermée en forme de « X » dans laquelle tous les bras
chromosomiques homologues sont entierement appariés (synapsés) avec
suffisamment de chiasma (minimum un par bras chromosomique) pour assurer une
ségrégation correcte des chromosomes lors de la premiere division méiotique (Figures
37 et 38).

A l'inverse, chez les femelles X*Y, le quadrivalent adopte généralement une
structure ouverte en forme de « H » qui révele la présence de plusieurs régions avec
appariement non-homologue entre bras chromosomiques. De plus, dans une
proportion significative de noyaux (>25%), le nombre de chiasma est insuffisant pour
assurer une ségrégation correcte des chromosomes impliqués dans le quadrivalent
(Figures 37 et 38).

On se retrouve face a un paradoxe. La méiose des femelles X*Y semblent donc
nettement compromise :
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D)

2)

3)

4)

5)

Normalement (comme chez la plupart des mammiferes), les femelles XY font
face a d'importantes perturbations de la gamétogénese du fait de 'absence d'un
second chromosome X (absence de partenaire pour I'appariement qui résulte
en un silencing transcriptionnel du chromosome X) et de la présence d'un
chromosome Y (expression ectopique des genes du Y), ce qui entraine une
fertilité tres réduite voire une stérilité totale (Vernet et al. 2014)

Elles subissent également le colit important de la perte des embryons non-
viables YY.

A cela s’ajoutent les problemes spécifiques a M. minutoides inhérents a la chaine
meiotique de 4 chromosomes (impliquant les chromosomes sexuels),
généralement tres déléteres. Il n'y a pas d’équivalent chez les autres femelles de
mammiferes.

La configuration méiotique complexe implique des appariements non-
homologues

Dans >25% des noyaux, le nombre de chiasma insuffisant devrait mener a la
production importante de gametes aneuploides.

Pourtant, les femelles X*Y ont un succes reproductif bien meilleur que les deux autres

génotypes femelles (Saunders et al. 2014) ! avec notamment des tailles de portées plus

grandes et un plus grand nombre de descendants au cours de la vie. Ces résultats

soulevent de nombreuses questions quant aux mécanismes permettant de compenser

voire méme de surpasser tous ces cofits !
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Figure 37 : Caryotype et configuration méitotique des femelles XX, XX* et X*Y. a) Caryotype
en banding-G d’une femelle XX (avec les chromosomes sexuels des femelles XX* et X*Y en
insert). b) Représentation schématique. c-e) étalements chromosomiques d’oocytes au stade
pachyténe et FISH avec des anticorps contre les protéines du centromeére (CEN, bleu clair), les
axes chromosomiques (SYCP3, rouge) et le complexe synaptonémal (SYCP1, vert). f-h) zoom
sur les chromosomes sexuels, avec représentation schématique. les fléches colorées indiquent les
bras chromosomiques avec le méme code couleur qu’en b). Barre d’échelle= 10 um

96



XX*

Figure 38 : a) Synapse complete et homologue au stade pachytene dans un quadrivalent XX*
(a U'exception d'une petite boucle d’inversion), b) synapse non-homologue (fleches) sur un
quadrivalent X*Y.
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Depuis 2014, je suis responsable scientifique de la plateforme de de
Cytogénomique Evolutive que je co-dirige avec JULIE PEREZ, responsable technique.

NB : dans la suite de ce chapitre, chaque fois que j'emploierai « nous » il faut
comprendre « surtout Julie ».

C’est un service mutualisé de I'ISEM, labellisé Labex CeMEB, dédié al’étude des
chromosomes, depuis le classique caryotypage jusqu’aux dernieres techniques
d’hybridation in situ. Sa vocation est de permettre des recherches sur l'architecture, le
fonctionnement et 1'évolution du génome aux niveaux des genes, de la chromatine et
des chromosomes. Il cible principalement I'organisation chromosomique pour
élucider les processus évolutifs liés aux changements de la structure des chromosomes
et la conséquence de ces changements en termes d'adaptation et de spéciation.

Nous assurons la maintenance et le fonctionnement d'un laboratoire de
cytogénomique, d"une salle de microscopie, et dernierement nous avons activement
participé a l'installation d"une salle de culture-cellulaire.

Le fonctionnement de cette petite structure est particulier, nous accueillons peu
de projets (moins de 5 par an), mais 1'ensemble des manips est réalisé par Julie, ce qui
peut prendre plusieurs semaines a temps plein. La provenance des projets est assez
équilibrée : 1/3 ISEM, 1/3 communauté CeMEB et 1/3 académiques extérieurs. De fagon
générale, nous apportons conseils et expertise pour la définition, la mise en ceuvre et
la conduite des projets. Puis dans I'immense majorité des cas, Julie réalise seule les
expériences, ce qui demande beaucoup de travail bibliographique et de mise aux
points, tant les modeles biologiques sont variés (e.g. phasme, lézard, humain, moule,
éponge, souris, physe, poissons, et méme plante!). Régulierement des publications
sont issues de cette activité (e.g. Thybert et al. 2018 ; L"Honoré et al. 2021 ; Imarazene
et al. 2021).

98



C’est une de mes principales activités pour la communauté, la seconde est mon
investissement au niveau du bien-étre animal, en raison de mes recherches et de ma
sensibilité a cette cause. Ainsi, en accord avec la réglementation européenne, I'ISEM
s’est doté en 2016 d"une Structure Bien-Etre Animal (SBEA) dont je suis le responsable.
J’anime cette SBEA avec GUILA GANEM et ELISE HUCHARD (et pendant plusieurs années
avec notre regretté FRANCOIS CATZEFLIS dont la motivation et 'engagement ont été
moteurs). Les missions de la SBEA sont l'obtention d'un agrément Etablissement
Utilisateur d’animaux sauvages a des fins scientifiques, d’aider le personnel dans la mise
en ceuvre de projets de recherche impliquant des procédures expérimentales sur des
animaux sauvages, de veiller a leur conformité par rapport a la législation actuelle, et
de conseiller sur des questions éthiques. Depuis 2017, je suis également membre de la
SBEA des animaleries de 'Université de Montpellier (CECEMA), et enfin depuis 2019
je suis représentant du Département BBESTE au Conseil de Gestion des animaleries de
I"Université de Montpellier.

Enfin, j’enseigne 2 x 3h dans des Masters, je fais occasionnellement parti de jurys
de Masters et je suis chef de I'équipe Sexe & Spéciation depuis 2019.
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Des lors qu'un gene candidat a I'inversion sexuelle de Mus minutoides sera
identifié, je souhaiterais développer un premier projet a l'interface entre la recherche
fondamentale et appliquée (collaboration avec I'IGH: FRANCIS POULAT et le CHU de
Montpellier: PASCAL PHILIBERT). Le but premier est de cribler une cohorte de patients
humains atteints de pathologies du développement testiculaire et autres Désordres de
Développement Sexuel (DDS) afin de tester la présence éventuelle de mutations sur le
gene identifié chez M. minutoides.

En parallele, je souhaiterais produire une lignée transgénique de souris de laboratoire
Mus musculus, KO pour le gene en question.

Ces deux approches ont pour vocation d’apporter des preuves génétiques a

I'identification d’'un nouveau gene porté par le chromosome X indispensable au
programme de développement testiculaire.

PROJET 1 : VERS UNE RECHERCHE PLUS APPLIQUEE.

En plus de leur importance primordiale pour la théorie de 1'évolution, les
systemes atypiques, comme celui identifié chez la souris naine africaine, fournissent
également des modeles inestimables pour déchiffrer les mécanismes moléculaires
encore peu connus impliqués dans la cascade de la détermination du sexe des
mammiferes. La plupart des avancées majeures dans le domaine (y compris
l'identification du gene déterminant le sexe SRY) sont issues de l'analyse de cas
pathologiques d'inversion du sexe chez des patients humains et des souris de
laboratoire génétiquement manipulées, avec un transfert de connaissances continu
entre ces deux modeles. Mais de nombreux genes clés de la cascade attendent encore
d'étre caractérisés, limitant ainsi notre compréhension des mutations causales de la
plupart des Désordres de Développement Sexuel (DDS) (e.g. Bashamboo &
McElreavey 2016). Le terme DDS regroupe un large éventail de pathologies de
différenciation sexuelle allant de 1égeres (ex: cryptorchidie) a séveres (ex: femmes XY),
elles peuvent se manifester a la naissance par des organes génitaux ambigus, ou étre
diagnostiquées qu’a la puberté par l'apparition retardée des caracteres sexuels
secondaires. L'inversion sexuelle et d'autres DDS chez I'humain provoquent divers
problemes graves, notamment l'infertilité, les insuffisances hormonales, les cancers
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gonadiques et de graves problemes psychologiques. Bien que certains déterminants
environnementaux soient connus ou suspectés (ex : perturbateurs endocriniens), une
majorité des DDS sont causés par des mutations de genes impliqués dans les
événements clés du développement des testicules embryonnaires. Cependant, a ce
jour, la mutation causale reste inconnue chez plus de 50% des patients femmes XY
DDS, en grande partie en raison d'un manque de connaissances de la complexité de la
cascade du déterminisme du sexe des mammiferes (e.g. Capel 2017). L'évaluation d'un
diagnostic est pourtant de premiere importance pour les patients et leurs familles mais
aussi pour les cliniciens, pour évaluer les risques de cancers, optimiser les traitements
et adapter le soutien psychologique.

Ainsi je propose de dépister la présence d'évenements mutationnels de(s)
gene(s) impliqués dans l'inversion sexuelle chez M. minutoides sur une cohorte de
patients humains atteints de pathologies du développement testiculaire et autres DDS.
Le but est double : 1) Proposer de nouveaux genes candidats qui seront dépistés chez
les patients DDS qui attendent toujours un diagnostic; 2) Si nous parvenons a
identifier le méme gene muté a la fois chez les femelles souris naines X*Y et chez une
patiente XY DDS, cela constituerait une preuve génétique irréfutable du role de ce gene
dans le déterminisme du sexe des mammiferes.

Dans ce cadre, grace a une collaboration avec le Dr PASCAL PHILIBERT du
service d'Hormonologie du CHU de Montpellier, nous aurions acces a une cohorte de
patients inexpliqués 46 XY, DSD, dont leur ADN a été collecté pendant une trentaine
d’années au cours de consultations pédiatriques ou gynécologiques en vue d'un
diagnostic moléculaire®. Il s’agit pour la plupart de femmes avec une discordance entre
caryotype et phénotype et/ou dysgénésies gonadiques, ne présentant aucune mutation
sur les principaux genes connus jusqu’ici (SRY, SF1, WT1).

En parallele, je souhaiterais développer une souche transgénique de souris de
laboratoire KO pour le gene identifié. Cette démarche permettra de valider de maniere
irréfutable nos résultats par une approche indépendante, mais elle aura aussi
potentiellement 'immense avantage de fournir a la communauté scientifique une
souche de souris avec inversion de sexe XY sans perte de fertilité (a la condition que
les phénotypes associés soient similaires entre M. minutoides et M. musculus). En effet,
une des limitations des ressources actuelles, c’est que les individus génétiquement
manipulés au sexe inversé sont généralement stériles.

Sans rentrer dans les détails (que je ne maitrise de toute fagon pas encore),
I'approche sélectionnée s’appuiera probablement sur les ressources génomiques de
I'IMPC (International Mouse Phenotyping Consortium) qui possede le plus vaste
catalogue de genes ciblés contenus dans des cellules ES. Soit notre gene candidat est
d’ores-et-déja disponible, soit il faudra alors le commander. Une approche de KO

3 Les patients ou leurs parents ont évidemment donné leur consentement éclairé.

101



conditionnel (systeme Cre-LoxP) sera sans doute favorisée. La lignée ES obtenue de
I'IMPC sera ensuite transférée a 1'Institut de la Clinique de la Souris pour créer la lignée
de souris avec l'allele « floxé » pour notre gene candidat. Les souris seront ensuite
transférées a I’animalerie CECEMA et seront alors croisées avec la lignée SF1-Cre déja
disponible au laboratoire de 1'IGH (collab: FRANCIS POULAT, souche issue du
laboratoire de MC CHABOISSIER). Cette lignée a la particularité d’exprimer tres tot la
recombinase Cre chez les progéniteurs somatiques des gonades indifférenciées avant
la détermination du sexe (Lavery et al. 2011), elle permettra ainsi 1'invalidation de
notre gene candidat spécifiquement dans les gonades. Nous comparerons ensuite le
phénotype observé chez la souris transgénique a celui de la souris naine africaine X*Y
(anatomie de la gonade et traits d’histoire de vie). Si cela fonctionne, cette souche
pourrait devenir une ressource formidable pour des études futures (déterminisme du
sexe, développement, comportement, neurobiologie, etc)

PROIJET 2 : TOUT RECOMMENCER A ZERO & EXPLORER L’AFRIQUE.

Non ce n’est pas le craquage des dernieres pages, I'aveu de vouloir tout
plaquer, prendre un nouveau départ a la recherche de spiritualité, mais bien mon
projet scientifique.

Une fois les secrets du déterminisme du sexe de M. minutoides et de son
évolution décryptés, je souhaiterais 1) tout recommencer depuis le début et refaire la
méme chose avec une autre espece de souris naine, M. triton, et 2) explorer la diversité
des caryotypes et des chromosomes sexuels chez l'ensemble des souris naines
africaines qui recelent sans nul doute encore beaucoup de surprises !

Partie 2.1 : le déterminisme du sexe de Mus triton.

Une seule étude ancienne a rapporté des caryotypes extraordinaires dans une
population du Burundi de M. triton qui suggerent un déterminisme XO/XO ou males
et femelles possedent le méme caryotype XO, avec perte du second X chez les femelles
et du Y chez les males (Jotterand-Bellomo 1988). Mus triton est endémique d’Afrique
de I'Est et représente tres certainement un complexe d’especes (Krasova et al. 2019).
Chez les mammiferes, un tel type de déterminisme du sexe n’est connu que d'un
rongeur du Caucase, Ellobius lutescens et de deux rats épineux du Japon, Tokudaia
osimensis et T. tokunoshimensis. Dans les deux cas, on ne connait pas le gene du
déterminisme du sexe qui a remplacé Sry disparu du génome (pour plus de détails
voir revue Saunders & Veyrunes 2021). Le premier modele a été longtemps bien étudié

et est d’ailleurs le premier mammifere décrit avec un déterminisme du sexe atypique
(Matthey 1954), mais curieusement il ne fait plus 1’objet de recherches suivies depuis
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un certain temps, le second modele est quant a lui toujours bien étudié, mais le statut
IUCN «en danger critique d’extinction » (moins d’une cinquantaine d’individus
sauvages pour les deux especes, chacun endémique d'une petite ile de I’archipel de
RiyKyu) empéche toute capture et tout élevage a but scientifique.

Apres avoir consacré toute la premiere moitié de ma carriere au systeme
minutoides avec un troisieme chromosome sexuel (X*) et présence du chromosome Y
chez les femelles, pour la seconde moitié j'envisage de consacrer du temps au systeme
triton avec perte du chromosome Y chez les males. Je m’intéresserai aux mémes
questions qui m’animent depuis le début mais a travers un autre modele :

- Comprendre l'évolution des chromosomes sexuels et les transitions de
déterminismes du sexe (évolution génomique, et causes et conséquences
évolutives)

- Identifier les bases génétiques de ces nouveaux systemes.

Grace a une collaboration avec JOSEF BRYJA (Academy of Science of the Czech Republic), de
nombreux échantillons de Mus triton sont d’ores-et-déja disponibles et certains font
I’objet de premieres analyses (y compris séquencage de génome a faible couverture par
PAUL SAUNDERS ; étude en cours).

Dans un premier temps, il sera crucial de confirmer les résultats
chromosomiques et d’identifier les lignées/population du complexe triton qui
possedent ce déterminisme (s’agit-il uniquement du Burundi ou le systeme est-il
répandu a plus grande échelle ?) par des approches caryologiques et/ou génomiques
(ratio de couverture X / Autosomes). Malheureusement, les premiers essais de PCR Sry
ne semblent pas suffisants pour y répondre et suggerent méme un systeme encore plus
complexe ; Sry serait encore présent mais a priori non-fonctionnel (Master 2 de ANDRES
DE LA FILIA MOLENA et Post-doc ATER de MARIE PAGES). Dans un second temps, je
réaliserai une approche similaire a celle employée pour minutoides : élevage, mesure
de traits d’histoire de vie, comportement, phénotypage, séquencage et assemblage de
novo des génomes complets, génomique des populations, évolution moléculaire,
transcriptomique des gonades embryonnaires, immunofluorescence et test genes
candidats.

Partie 2.2 : la diversité des chromosomes sexuels des Nannomys

Une vingtaine d’especes de souris naines africaines sont reconnues actuellement
(Britton-Davidian et al. 2012) mais il en existe probablement bien davantage encore
(Bryja et al. 2014). Les chromosomes sexuels ont été décrits chez seulement la moitié
d’entre elles et ces études ont d’ores-et-déja montré une diversité tout a fait
exceptionnelle, unique chez les mammiferes: XY asynaptiques, multiples néo-
chromosomes sexuels, femelles X*Y et males XO (revue dans Britton-Davidian et al.
2012 et chapitre 2). Il est fort a parier que 1'étude des autres especes réserverait encore
beaucoup de découvertes. Chaque fois que nous avons eu acces a une nouvelle espece,
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voire méme population, nous avons eu des surprises. Dans ce contexte, je souhaiterais
monter un programme exploratoire dans toute I’Afrique sub-saharienne afin d’aller
échantillonner le maximum d’especes / populations. Ce projet bénéficiera des
nombreuses collaborations que j'ai pu tisser depuis le début de ma carriere pour
I'obtention de nouveaux échantillons et de la nouvelle salle de culture-cellulaire de
I'ISEM que JULIE PEREZ, EMILIE LE GOFF et moi-méme avons emménagée. Une priorité
sera donnée aux especes pour lesquelles aucune information caryologique n’est
disponible, mais également aux nouvelles populations/lignées des especes M.
minutoides et M. triton dont on connait leur variabilité caryologique et leur propension
a faire tout et n'importe quoi avec leurs chromosomes sexuels (Veyrunes et al. 2007,

2010, 2014), et les especes avec des fusions sexe-autosome (a ce titre, M. baoulei au Bénin
est intéressante car nous savons que les chromosomes X et Y sont fusionnés, mais sans
que la paire autosomale n’ait été identifiée; Happold & Happold 2013). Bien
evidemment lors de ces prospections, nous ne sommes pas a I’abri d’'une autre bonne
surprise et découvrir encore un nouveau déterminisme du sexe au sein des Nannomys.
De nombreux concepts théoriques et modeles sur les transitions de déterminismes du
sexe, sur les turnovers de chromosomes sexuels et sur l’évolution des néo-
chromosomes sexuels restent a tester empiriquement (e.g. Bachtrog et al. 2014 ; Pennell
et al. 2015). Pour tester ces prédictions, nous avons besoin de décrire et d’estimer au
mieux la diversité des déterminismes du sexe et des chromosomes sexuels et la
retranscrire dans un cadre phylogénétique et temporel connu (e.g. Kratochvil et al.
2021 ; Stock et al. 2021), et pour cela, les souris naines africaines Nannomys apparaissent
comme un modele de choix.
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