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Abstract

The genomic G+C content of prokaryotes varies from approximately 23% to 77% among
genomes. In contrast, among vertebrates, the variation is greatest within the same genome
rather than between genomes. There has been a long-standing controversy concerning the
causes of these inter- and intra-specific variations. Is it caused by natural selection,
favored by the selectionists or, conversely, is it selectively neutral (the neutralist view)?
In this study, we investigated the source of nucleotide compositional variation (nucleotide
bias) and the consequences of the bias on protein sequence and genome evolution.
Thermal adaptation is a primary example to study the effect of natural selection and has
been thoroughly studied in this project. We found that both GC content and length of
ribosomal RNA genes show positive correlations with optimal growth temperature in
prokaryotes and these correlations are not due to phylogenetic history. The correlations
are concentrated almost entirely within the stem regions of the rRNA. The rRNA loops,
however, show very constant base composition regardless of temperature optima or
genomic GC content. The loops were found to have very high amount of adenosine
nucleotides throughout prokaryotes and eukaryotes. These results clearly demonstrated
that environmental temperature is a selective force that drives rRNA gene evolution and
different segments of the same gene (i.e.,, the stems and loops of the rRNA gene)
experience differential selection, although the mutation spectrum presumably should be
similar between the loops and stems.

For protein coding genes, mutation and natural selection play a different role
compared to the rRNA genes. The neutralist predicts mutational bias would cause protein
sequence evolution, while the selectionist would predict that the protein sequence is not
related to genomic GC content. To investigate these two postulations and analyze the
consequences of nucleotide bias in eukaryotic genomes, we studied homologous genes
and their encoded proteins in two flowering plants, Oryza sativa (rice) and Arabidopsis
thaliana. While there is a relatively homogenous GC content in the Arabidopsis genes
(26% to 69%), the GC content of the rice genes is very heterogeneous (27% to 90%).
High GC rice genes encode proteins having a high frequency of GC-rich codons encoded

amino acids, i.e., glycine, alanine, arginine and proline. Low GC rice genes and



Arabidopsis genes encode proteins having a high frequency of AT-rich codons encoded
amino acids, i.e., phenylalanine, tyrosine, methionine, isoleucine, asparagines and lysine.
Furthermore, the effects of nucleotide bias on synonymous codon usage in the rice and
Arabidopsis genomes were studied. We have shown that synonymous codon usage in the
rice genome is primarily dictated by the GC content of the genes, rather than by
translational selection. This study in multicellular higher plants, together with previous
work on prokaryote and yeast, provide persuasive evidence that mutational nucleotide
bias is a cause, rather than a consequence, of protein evolution and this affects codon

usage and protein composition in a predictable way.
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Résumé

Le contenu génomique en nucléotides G+C des prokaryotes varie approximativement de
23% a 77% entre génomes. Chez les vertébrés, contrairement aux prokaryotes, cette
variation est plus élevée au sein d’un génome plutét qu’entre génomes différents. 1l existe
une controverse de longue durée concernant les causes de ces variations inter- et intra-
spécifique. Est-ce que ces variations sont le résultat de la sélection naturelle, cette
explication est favorisée par les sélectionnistes ou d'une sélection neutre (point vue des
neutralistes)? Dans cette étude, nous examinons la source des variations de la
composition en nucléotides (biais nucléotidique) et les conséquences de ce biais sur les
séquences de protéines et sur l'évolution du génome. L'adaptation thermique convient
bien a I'étude de I'effet de la sélection naturelle et nous l'avons étudié de fagon rigoureuse
dans ce projet. Nous avons trouvé que le contenu en nucléotides GC et la longueur des
genes d’ARN ribosomal (ARNr) montrent une corrélation positive avec les températures
optimales de croissance chez les prokaryotes et que ces corrélations ne sont pas le résultat
de I'histoire phylogénétique des especes. Les corrélations sont concentrées principalement
au niveau des tiges des ARNr. Par contre, les bras d’ARNT sont trés constants dans leur
composition en nucléotides et ne sont pas affectés par les températures optimales ou le
contenu en nucléotides GC. Il semblerait que les bras abondent de nucléotides
d’adénosines et ce autant chez les procaryotes que chez les eucaryotes. Ces résultats
démontrent clairement que la température environnementale exerce une force sélective
qui conduit a I’évolution des génes ARNr et que différents segments du méme géne (i.e.,
les tiges et les bras du géne d’ARNr) sont affecté par différente sélection méme si le
spectre des mutations est présumé étre similaire dans les tiges et les bras.

Pour les genes codant pour des protéines, les mutations et la sélection naturelle
jouent un role différent comparé aux génes ARNr. Les neutralistes prédissent qu’un biais
mutationnelle chez les séquences protéiques n’est pas associé au contenu en GC
génomique. L'investigation de ces deux postulats et analyser les conséquences du biais
nucléotidique, nous avons étudie des génes homologues et qui codent pour des protéines
de deux plantes a fleurs: Oryza sativa (riz) et Arabidopsis thaliana. Pendant que le

contenu en GC est relativement homogene dans les génes d'Arabidopsis (26% a 69%), le



il

contenu en GC chez le riz est trés hétérogene (27% a 90%). Les génes de riz a haute
teneur en GC codent pour des protéines dont la fréquence d'acides aminés ayant des
codons riches en nucléotides GC est élevée, i.e. glycine, alanine, arginine et proline. Chez
le riz et Arabidopsis, les geénes a plus faible teneur en GC codent pour des protéines
composé d'acide aminés ayant des codons riches en base AT, i.e, phenylalanine, tyrosine,
methionine, isoleucine, asparagines et lysine. De plus, les effets du biais nucléotidique
sur l'utilisation des codons synonymes du génome du riz est principalement controlé par
le contenu en nucléotides GC des genes, plutdt que par la sélection traductionelle. Cette
étude des plantes multicellulaires d'ordre supérieur, de méme que des recherches passées
sur les prokaryotes et levures, démontrent de fagon claire et précise que le biais
nucléotidique est une cause plutdt qu'une conséquence de |'évolution des protéines et ceci

affecte I'utilisation des codons et la composition protéique que nous pouvons prédire.



RC: (codon) redundancy class

rRNA: ribosomal RNA

RSCU: Relative Synonymous Codon Usage
ssu rRNA: small subunit rRNA

Thermo: thermophiles (thermophilic species)
tRNA: transfer RNA

TT: thymine dimer

UV: ultraviolet

VSP: (DNA repair) very short patch



IUPAC code table

Amino acid codes Nucleic acid codes
1-letter 3-letter  description code description
A me
Ala Alanine A Adenine
R A Arginine
8 remme C Cytosine
N Asn As 7i
Sparagine G Guanine
D As| Aspartic acid
P spartic ac 1 Thymine
c Cys Cysteine
d e u Uracil
Q Gin Glutamine .
R Purine (A or G)
E Glu Glutamic acid 5 5
Y Pyrimidine (C, T, or U)
G Gl Glycine
d e M CorA
H His Histidine
K T,U,orG
| lle Isoleucine
W T,U,or A
L Leu Leucine
S CorG
K Lys Lysine
¥ g B C, T, U, or G (not A)
M Met Mcthionine
D A, T, U, or G (not C)
F Phe Phenylalanine
H A, T, U, or C (not G)
P Pro Proline
\Y A, C, orG (not T, not U)
S Ser Serine
N Any basc (A, C, G, T, or U)
T Thr Threonine
W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosine
\% Val Valine
B Asx Aspartic acid or Asparagine
Z Glx Glutamine or Glutamic acid
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