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1. Introduction

1.1 Evolution et environnement

La question de I’origine des espéces est une question fondamentale et de nombreuses
réponses furent apportées depuis 1’Antiquité. Durant le 4éme siécle avant J.C., Aristote et
Platon furent les premiers a mettre en place une théorie grace a I’essentialisme qui proclame
que chaque chose posséde une essence inaltérable, de méme que les espéces vivantes
présentent des caractéres fixes. A partir du 2&me siécle de notre ére, la religion chrétienne est
passée dans les mceurs instaurant I’idée de la création des espéces par Dieu. Ce qui eut pour
effet de faire disparaitre 1’idée d’une évolution des espéces car tout changement signifierait
que les espéces n’étaient pas parfaites comme elles furent créées (Douglas, 2013). Toujours
dans cette pensée, les espéces apparaitraient a partir de la matiére inerte, toujours de la méme
maniére et avec le méme aspect. Cette origine de la vie fut appelée la génération
spontanée (Brack, 1998). Cette théorie fut acceptée pendant plusieurs siecles avant que
d’autres théories fassent leur apparition. Au XVIlleme siecle, Carl von Linné et Georges-
Marie Leclerc mettent en place des idées opposées sur I’organisation du vivant. Alors que
Linné continue sur la théorie de Platon et Aristote en classant les espéces animales et
végétales dans des compartiments, Leclerc pense a une organisation plus linéaire des étres
vivants, les espéces se succédant par la reproduction en opposition a la génération spontanée.
Leclerc fut ainsi clairement ['un de ceux qui influenga les théories évolutionnistes (Cachel,
1986). De la méme maniere, Pierre Maupertuis initia I’idée que des modifications chez les
parents puissent étre transmises a la descendance a travers la reproduction (Bowler, 2003). De
nombreuses expériences furent menées et mirent peu a peu a mal la génération spontanée qui
fut définitivement abandonnée apres les travaux de Pasteur au XIXeéme siecle (Brack, 1998).

Avec ces nouvelles pensées et les systtmes de classification, des théories
évolutionnistes ont vu le jour. Apparue au début du XIXeme siecle, la théorie de Jean-
Baptiste de Lamarck est la premiére dont on va parler. Il mit en place une idée transformiste a
la base de la diversification des espéces, ce qui est vu par beaucoup comme le réel début des
idées évolutionnistes (Corsi, 2001). A la base de son raisonnement, Lamarck était opposé aux
idées de Linné, pour lui « la nature ne connait ni classes ni genres » dans la méme continuité
que Leclerc. Seuls les individus sont reconnus par la nature méme s’il est possible de les
regrouper en especes via la reproduction car celle-ci permet la constance des traits entre

parents et progéniture. Lamarck développe sa théorie transformiste dans Discours d’ouverture
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et Recherche du [’organisation des corps vivants de 1802. Il y défend le fait que le
développement des organismes est dépendant de deux facteurs : le temps et les circonstances,
qu’il définit comme les influences du milieu, des relations avec le reste du biote ainsi que
leurs variations. Ces circonstances permettent aux facultés ou caractéristiques des organismes
de se développer, se propager et se diversifier. Ainsi Lamarck déclare que le milieu et les
habitudes de vie des organismes en modifient le corps et les capacités et que ces
modifications se transmettent de génération en génération.

En 1860, Charles Robert Darwin émit la théorie qui est la base de celles utilisées
actuellement, la sélection naturelle. La théorie de Darwin est basée sur plusieurs principes, le
premier étant la présence de descendance continue avec modifications et le suivant est la
présence d’un ancétre commun a toute espéce vivante. Les changements se font de maniere
graduelle et s’appliquent aux populations. Enfin, ces changements au sein des populations
sont sélectionnés par la pression de I’environnement, c’est la sélection naturelle proprement
dite. La difficulté de cette théorie fut d’expliquer comment ces changements se transmettent a
la descendance et permettent 1’adaptation des populations. Darwin résolut ce probleme en
avangant I’existence des gemmules qui sont des particules présentent dans les organismes
parents contenant toutes leurs caractéristiques. Lors de la reproduction, les gemmules des
deux parents fusionnent et créent un nouvel organisme contenant tous les changements de
I’ascendance (Darwin, 1859 ; Douglas, 2013). Grace aux travaux réalisés sur la génétique, les
théories de Darwin trouvent un réel support dans la transmission des caracteres via les génes
et les alleles. La fusion de la connaissance de ces supports génétiques aux théories de Darwin
est communément appelée le néodarwinisme (Douglas, 2013).

D’apres la théorie de Darwin, I’environnement joue un rdle important dans la sélection
des phénotypes les mieux adaptés a leur environnement immédiat dans le temps et [’espace.
Ce rdle de I’environnement, lorsqu’il se déroule a un niveau populationnel, peut s’appliquer a
I’évolution des especes. En effet, un des exemples les plus connus pour illustrer ce
phénomene sont les pinsons de Darwin, ou pour lesquels différentes populations insulaires
présentent des morphologies de becs adaptées a leur alimentation. Méme d’un point de vue
génétique, on peut observer que la sélection du génotype tend a rendre I’individu adapté a son
environnement, avec un certain niveau de polymorphisme dii aux migrations entre
populations (Lenormand, 2002). Un exemple concret de la participation du génotype est celui
de I’épinoche (Gasterosteus aculeatus) qui suivant I’environnement, marin ou eau douce,
posseéde en plus grande majorité un alléle au locus du géne de I’ectodysplasine codant pour

des plaques latérales soit réduites soit complétes (Barret ef al., 2008).
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Mais la sélection naturelle n’est probablement pas la seule influence de
I’environnement sur 1’évolution des especes. En effet, le néodarwinisme ne semble pas
suffisant pour expliquer certains phénoménes observés comme des changements hérités au
travers des générations. Ces changements ne semblant pas pouvoir étre associés a des
modifications dans la séquence ADN, il devient donc intéressant d’étudier les transmissions
non génétiques (Bonduriansky et Day, 2009). Le nombre de cas de nouveaux mécanismes de
transmissions sans I’implication des genes et des alléles augmentent constamment et semblent
assez répandus chez les animaux. La plupart de ces mécanismes ont €té¢ regroupés sous
I’appellation d’épigénétique, ce qui signifie, étymologiquement « au-dessus de la génétique ».

Depuis I’avancée importante dans le domaine de 1’épigénétique, celle-ci semble
fournir un support intéressant pour une seconde influence de I’environnement sur 1’évolution
des espéces mais a un niveau plus individuel. Les mécanismes épigénétiques sont considérés
comme le soutien physique des théories de Lamarck qui, a I’instar des théories de Darwin, ont
été revisitées avec les connaissances actuelles pour devenir le néolamarckisme. Désormais, les
deux théories semblent nécessaires pour expliquer la plupart des phénomeénes de 1’évolution
(Figure 1) (Skinner, 2011 ; Skinner, 2015). Cet intérét croissant de 1’épigénétique dans

I’histoire évolutive est I’une des raisons qui a motivé ce travail.




Ody Jessica 19/08/2019

Unified Theory of Evolution

Adaptation
' Darwinian
Theory

Neo-Darwinian
Theory

Neo-Lamarckian
Epimutations Concept

Environment msp( Epigenetics

Figure 1: La théorie unifiée du néodarwinisme et du néolamarckisme (Skinner, 2015).
1.2 Epigénétique

1.2.1 Définition

L’épigénétique consiste en toutes modifications de I’expression du génome sans
impacter la nature de la séquence ADN, par des changements de régulation de la transcription
ou de la traduction (Holliday, 2006). A I’inverse du génome, 1’épigénome, c’est-a-dire, 1’état
épigénétique, peut étre différent pour chaque cellule selon le tissu et le niveau de
développement ou 1’age de I’organisme. L’épigénétique prend une part importante lors du
développement de la différentiation cellulaire étant donné que ce sont les mécanismes
épigénétiques qui permettent a des cellules contenant pourtant le méme génome et provenant
de la division du méme zygote, de se différencier en des types cellulaires différents tels que

des hépatocytes et des neurones (Bird, 2007 ; Reik, 2007).
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1.2.2 Mécanismes épigénétiques

Il existe de nombreux mécanismes considérés comme épigénétiques (Tableau 1). La
plupart de ces mécanismes se transmettent au sein de la lignée cellulaire comme I’illustre
I’inactivation d’un des chromosomes X par I’ARN xist qui se déroule lors des premiéres
étapes de développement et reste fixé durant la vie entiére de I"organisme (Lee et Jaenisch,
1997). La méthylation de I’ADN est I’un des mécanismes les plus connus qui sera détaillé par
aprés. Ensuite, d’autres modification de I’ADN existe comme la phosphorylation,
’acétylation qui influencent le niveau de condensation de la chromatine. Les histones (H2A,
H2B, H3 et H4) peuvent également étre modifiés et influencer 1’état de la chromatine
(Holliday, 2006 ; Keverne et Curley, 2008). Les nucléosomes (ADN et octaméres d’histones)
possedent des queues N-terminal qui peuvent étre modifiées a chaque acide aminé. Chaque
modification méne a une réaction particuliere de 1’état de liaison du nucléosome, ce code
extrémement complexe est encore mal connu (Jenuwein et Allis, 2001). La paramutation est
également considéré comme |’un des mécanismes d’épigénétique. Il s’agit d’un état
particulier des alleles qui semble étre transmissible d’un alléle paramutagéne a un autre
paramutable. La paramutation semble li¢ a la méthylation des cytosines (Brink, 1973 ; Stam et
Scheid, 2005). Ces nombreux mécanismes sont souvent associés a des ARN non codant tel
que les piwi-interacting RNA (piRNA), qui forment un complexe empéchant la transcription
en association avec des protéines PIWI (Iwasaki ef al., 2015), et les micro-RNA (miRNA), de
court ARN se fixant au ARNm afin d’en empécher la traduction (Cai et al., 2009).

Tableau 1: Mécanismes épigénétiques ainsi que leurs cibles et leur fonction (liste non-exhaustive).

Mécanisme Cible Fonction Littérature
épigénétique
Méthylation ADN/histone | Influence la condensation de | Holliday, 2006 ; Keverne
la chromatine et Curley, 2008
Phosphorylation | ADN/histone | Influence la condensation de | Holliday, 2006 ; Keverne
la chromatine et Curley, 2008
Acétylation ADN/histone | Influence la condensation de | Holliday, 2006 ; Keverne
la chromatine et Curley, 2008
Paramutation Allele Etat particulier transmissible | Brink, 1973 ; Stam et
entre alléles Scheid, 2005.
Piwi-interacting | Complexe de | Empéche la transcription Iwasaki et al., 2015
RNA Transcription
Micro-RNA ARNm Empéche la traduction Cai et al., 2009

La plupart de ces mécanismes semblent se transmettre au sein d’une méme lignée

cellulaire chez les organismes multicellulaires et permettent la plasticité développementale,




Ody Jessica 19/08/2019

processus qui permet, a partir d’'un méme génotype, de modifier son phénotype en fonction de
conditions environnementales (Moczek et al., 2011). Mais pour relier ces mécanismes a
I’évolution, il faudrait que ceux-ci soient transmissibles a travers les générations (Bird, 2007 ;
Jablonka et Raz, 2009). Pour certains, il semblerait que ce soit le cas, par exemple chez
Drosophila ou une modification de I’expression d’une protéine liée a la conformation de la
chromatine, est maintenue pendant les 11 générations testées (Dorn et al., 1993). Une autre
expérience plus récente a été réalisée chez C. elegans, ou une inhibition de la transcription

d’un géne par une injection de piRNA en F1 se poursuit jusqu’a la F20 (Ashe, 2012).

1.2.3 Le mécanisme de méthylation

La méthylation de ’ADN consiste en [’ajout d’un groupe méthyl sur les bases
cytosines au niveau du cinquiéme carbone, soit sur les sites CpG (grande concentration en
cytosines et guanines) soit sur d’autres cytosines. La méthylation des ilots CpG semble étre
liée a la régulation de I’expression de geénes (Holliday et Pugh, 1975 ; Riggs, 1975), en
inhibant leur transcription, et pourrait méme agir sur le comportement (Day et Sweatt, 2010).
La concentration en CpG chez les vertébrés est inférieure a celle attendue et certaines régions
présentent une plus grande concentration en CpG que d’autre sur le génome (Gardiner-Garden
et Frommer, 1987). Ces régions sont appelées ilots CpG.

Le phénomene de méthylation est assez répandu chez les eucaryotes. Les champignons
ainsi que les plantes et les métazoaires possedent des régions méthylées (Suzuki et Bird,
2008). Les patterns de méthylation sont nombreux et vari€s, les plantes possédant parfois
jusqu’a 50% de cytosines méthylées (5SmC) afin de contrdler les €éléments transposables. Les
animaux peuvent avoir un niveau de méthylation faible comme chez C. elegans ou de maniere
plus importante pour d’autres invertébrés. La méthylation peut également étre différente selon
la disposition des sites méthylés, soit ceux-ci sont groupés et la méthylation est appelée
globale, soit ils sont dispersés au travers du génome et la méthylation est mosaique (Bird,
2002 ; Suzuki et Bird, 2008). La méthylation chez les vertébrés apparait presque
exclusivement sur les sites CpG et les ilots CpG avec une estimation de sites méthylés a 80%
(Maegawa et al., 2010). La méthylation globale chez les mammiferes tend a diminuer avec
I’dge tandis que la méthylation plus locale tend a augmenter sur certains génes (Cruickshanks
etal.,2013).

La méthylation de ’ADN est assurée par des enzymes particulieres, les DNA
methyltransferases (DNMT). 1l existe deux types de méthylation (Figure 2), soit une DNMT
réalise une méthylation de novo, la DNMT3A et DNMT3B, soit une autre DNMT entretient la

8
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méthylation aprés la division de la cellule, la DNMTI, car I’ADN fille est seulement hémi-
méthylé (Day et Sweatt, 2010 ; Jones, 2012 ; Suzuki et Bird, 2008), ce qui assure la
transmission du pattern de méthylation entre les cellules d’'une méme souche (Holliday,
2006). Le taux de maintenance pour la méthylation de la cellule mere aux cellules filles des
sites CpG pour des lymphocytes sur des alleles hyperméthylés, a été estimé a 96% (Laird,
2004). Cela signifie que lors de la réplication de I’ADN, 96 cytosines sur 100 qui étaient
méthylées chez la cellule mere le sont toujours dans les cellules filles. Des expériences
menées sur un site CpG particulier ont mis en évidence une différence de 4% entre chaque
génération de cellule (Riggs, et al.,1998). 1l semble donc tout a fait possible que la
méthylation soit une modification transmissible entre les générations de cellules (Bird 2007 ;
Holliday, 2006). Cependant, lors de la prolifération cellulaire, le profil de méthylation peut
fortement changer entre les cellules issues d’une méme lignée, dii aux erreurs de maintenance
mais surtout a la méthylation de novo (Bird, 2002). De ce fait, les cellules possedent une
méthylation différente pour chaque CpG méme au sein du méme tissu, avec certaines régions
privilégiées pour la méthylation, probablement importantes pour la régulation de la
transcription (Bird, 2002 ; Cedar et Bergman, 2012 ; Laird, 2004 ; Pfeifer et al., 1990). La
différence de méthylation peut se voir sur I’ensemble d’un organisme comme chez Apis
mellifera. DU a une différence d’alimentation lors du développement, les ouvriéres ont un
profil de méthylation global et géne spécifique différents des reines provenant pourtant du

méme génome (Foret et al., 2012).

a b DN A mathylation
Cytosine i
N"a NHy
E\N o .
N&O 3 N &0
H H
C
§ --CGCGCG-- &
3’ --GCGCGC-- &
5 -..CGCGCG---¥
3 . GCGCGC---5
De novo Maintenance
methylation methylation

Figure 2: Meéthylation d'’ADN. (A) les nucléosomes sont présents au sein des cellules. (B) La
méthylation est catalysée par les DNMT. (C) Deux types de méthylation existent, la méthylation de
novo ef celle de maintenance (Day et Sweatt, 2010).

Différents mécanismes semblent étre liés pour agir sur la condensation de I’ADN (Li,
2002). Ainsi, la méthylation de novo semble nécessiter la présence de nucléosome, qui

condense une premiére fois I’ADN et empéche la transcription, rendant le géne silencieux,

9
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avant que celui-ci soit silencé par la méthylation (Jones, 2012). D’autres éléments semblent
nécessaires pour cette méthylation, comme certaines protéines ou séquences ADN. La
DNMT1 méthyle plus probablement les séquences particuliéres comme celles générées par
les transposons, afin de protéger la cellule de dégats pouvant étre provoqués par ceux-ci (Bird,
2002). La présence de petits ARNs interférents correle avec des régions méthylées de ’ADN
en plus d’une interaction avec RNA polymerase V chez les plantes (Matzke et Mosher, 2014).
La méthylation de novo se déroule principalement durant les phases de développement mais
peut aussi avoir lieu chez les adultes, cependant il s’agit d’'un phénomeéne plus long car la
prolifération cellulaire est moins active (Bird, 2002).

La déméthylation se réalise soit de maniére passive entre chaque division en absence
de DNMT (Teperek-Tkacz, 2011) soit de maniére active par I’enzyme déméthylase, I’ADN
glycosylase ou par oxydation des SmC par les enzymes TET (Gu et al., 2011 ; Jones, 2012 ;
Kohli et Zhang, 2013 ; Morgan et al., 2004 ; Rai et al., 2008 ; Wu et Zhang, 2017). La
déméthylation passive existe chez tous les organismes possédant des SmC et la déméthylation
active existe chez de nombreux eucaryotes, comme les plantes, les poissons et les
mammiferes (Gu et al., 2011 ; Hajkova et al., 2002 ; Jones, 2012 ; Rai et al., 2008). Une
grande diminution de la méthylation se réalise lors des stades précoces de développement et
dans les cellules germinales (Bird, 2002 ; Jones, 1999). Par aprés, la méthylation de novo
rétablit un certain niveau de méthylation. Cette période est déterminante pour le profil de

méthylation de I’organisme, on parle de reprogrammation (Bird, 2002).

1.2.4 Lareprogrammation

La reprogrammation contient deux phases. La premiére consiste en une suppression
des marques épigénétiques entre deux générations afin de récupérer la totipotence du zygote
et permettre la prolifération correcte des cellules durant le développement. La seconde permet
la différentiation des cellules et la diminution de leur potentiel de division via une nouvelle
méthylation (Cantone et Fisher, 2013 ; Huang et Fan, 2010 ; Youngson et Whitelaw, 2008).

Il existe deux moments durant lesquels se déroule la reprogrammation : lors de la
fusion des gameétes chez le zygote et plus tard, lorsque les cellules germinales primordiales
migrent et formeront les gameétes suivants (Cantone et Fisher, 2013).

Avant la fécondation, le niveau de méthylation est différent entre les oocytes et les
spermatozoides. Chez Danio rerio par exemple, les oocytes sont méthylés entre 75 et 80%
alors que les spermatozoides sont méthylés a 91-95% (Hackett et Surani, 2015 ; Jiang ef al.,

2013). Durant la fusion des gamétes, il existe des différences de déméthylation des génomes

10
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suivant leur origine. Chez Danio rerio, la reprogrammation est plus profonde pour le génome
provenant de la femelle que pour le génome provenant du male. Du coup, les marqueurs
épigénétiques sont principalement hérités par la lignée paternelle (Jiang e al., 2013 ; O'Neill,
2013). En plus, le processus de déméthylation est différent selon 1’origine du génome avec
une déméthylation passive du génome maternel et une déméthylation active du génome
paternel (Blewitt et al., 2006 ; Gu et al., 2011 ; Hackett et Surani, 2015 ; Mayer et al., 2000).
Ces différences selon 1’origine induisent probablement un bon développement de I’embryon
et la pluripotence des cellules (Cantone et Fisher, 2013). Aprés quelques divisions, ces
différences s’effacent car le génome est essentiellement déméthylé pour permettre une grande
activité transcriptionnelle nécessaire au développement de I’embryon (Cantone et Fisher,
2013 ; Huang et Fan, 2010; Smith er al., 2012). Il est possible de visualiser par
immunofluorescence 1’évolution de 1’état de la méthylation des cytosines qui diminue apres le
stade quatre cellules (Rougier ef al., 1998).

La deuxieéme phase de déméthylation se déroule chez les cellules germinales
primordiales, qui formeront plus tard les gameétes de la prochaine génération. Il existe chez
ces cellules des régions imprimées qui résistent a la déméthylation et permettraient une
transmission de pattern de méthylation a la génération suivante (Hajkova et al., 2002 ;
Seisenberger ef al., 2012).

La reprogrammation lors du développement a principalement été étudiée chez les
mammiféres (Hajkova et al., 2002 ; Santos et Dean, 2004), mais d’autres vertébrés ont eu leur
profil de reprogrammation étudié tel que le Kryptolebias marmoratus ou la méthylation des
ilots CpG diminue vers les stades blastula et gastrula pour ensuite augmenter vers un niveau
stable peu apres la formation du foie (Fellous ef al., 2018). La reprogrammation a également
été étudiée chez Danio rerio et Oryzias latipes ou le niveau de méthylation était plus faible
apres la fécondation pour remonter lors du stade de gastrula (Jiang ef al., 2013 ; Maegawa et
al., 2010 ; Potok et al., 2013 ; Wang et Bhandari, 2019). O. latipes et K. marmoratus présente
des pourcentages de méthylation faible du zygote par rapport a D. rerio (22.91% et 27.8%
contre 83% respectivement) témoignant d’une reprogrammation plus profonde. Il existe une
reprogrammation induite in vitro (Jaenisch et Yobung, 2008). Cette technique a été mise au
point afin de recréer des cellules pluripotentes a partir de cellules somatiques et ainsi mieux
comprendre la reprogrammation.

Certaines influences de I’environnement, agissant sur les parents, peuvent impacter les
générations futures (Benayoun et al., 2015 ; Dias et Ressler, 2014 ; Sultan, 1996 ; Painter et

al., 2008 ; Tobi et al., 2014). Chez les souris, un contact avec une molécule olfactive
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I’acétophenone, qui traduit la présence de prédateurs, associé a un conditionnement chez les
parents peut induire une reconnaissance chez la progéniture sans contact préalable (Dias et
Ressler, 2014). Chez I’organisme modele C. elegans, des marqueurs épigénétiques age-
dépendent semblent étre transmis entre les générations, comme la longévité, la gestion du
stress oxydatif et des maladies neurodégénératives (Benayoun et al., 2015). Ces modifications
accumulées au cours de la vie des parents ne peuvent étre transmises que par des mécanismes
d’origine épigénétique car les influences de I’environnement agissent lorsque les organismes
sont matures et ces influences ne peuvent alors agir sur le génome. Si la transmission existe,
alors des régions de I’épigénome doivent résister aux reprogrammations (Youngson et
Whitelaw, 2008). 11 existe beaucoup de régions résistantes a la reprogrammation comme les
centromeres (Rougier e al., 1998), des transposons et certaines régions imprimées tel que le

chromosome X (Reik, 2007).
1.3 Nothobranchius furzeri

1.3.1 Description morphologique

Le killifish turquoise, Nothobranchius furzeri, est un poisson mesurant en moyenne 5
cm et présentant un dimorphisme sexuel comme les autres représentants du genre (Figure 3).
Les males sont en général plus grands que les femelles, avec une moyenne de 4,9 cm pour les
premiers et 4,3 ¢cm pour les secondes (Polacik et al., 2011), et plus colorés. D’ailleurs, La
différenciation des espéces se fait principalement par la différence entre les males. Il existe
deux colorations différentes chez les males selon la souche. Les méles GRZ du Zimbabwe
(Figure 3B) possédent des écailles gris bleuté avec des bords rouge ainsi qu'une bande de
couleur jaune et une noire sur la queue. Les males de I’autre souche MZM du Mozambique

(Figure 3C) ont une queue de couleur rouge (Dorn ef al., 2011).
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Figure 3 : Femelle N. furzeri (A) et mdle N. furzeri (B) aux environs de 4 semaines apreés l'éclosion
(crédit photo : F. Silvestre). Mdle MZM (C) (Polacik et al., 2016).

1.3.2 Phylogénie

Nothobranchius furzeri est un actinoptérygien de 1’ordre des Cyprinodontiformes
(Genade et al., 2005 ; Costa, 2018), dans la famille Nothobranchiidae (Furness et al., 2015a),
au sein de laquelle 289 espéces sont validées selon le catalogue des espéces de la California
academy of science (Fricke et al., 2018), et sont souvent désignés comme poissons annuels. Il
existe de nombreuses especes au sein du genre Nothobranchius constamment revisitées
(Figure 4) (Costa, 2018 ; Dorn ef al., 2011) avec 75 especes identifiées (Froese ef al., 2018).
Les genres les plus proches semblent étre Pronothobranchius et Fundulosoma, qui sont tres
proches physiquement et posseédent le méme type de cycle de vie (Costa, 2018 ; Genade ef al.,
2005). Ces especes présentant le méme style de cycle de vie court que N. furzeri, semblent
proches dans la séquence de geéne apparemment lié a la longévité et au développement,

suggérant une pression de sélection sur ces geénes (Sahm et al., 2017).
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Figure 4: Arbre phylogénétique de 45 espéces de Nothobranchiini selon une analyse Bayésienne sur
base de 138 caractéres morphologique et un total de 3327 pb de génes nucléaires. Les nombres
indiquent la valeur de probabilité postérieure et les résultats du bootstrap supérieurs a 50%. Les
symboles * et — correspondent respectivement au support values Maximum et aux valeurs de bootsrap
inférieures a 50% (d’apreés Costa, 2018).

La souche élevée en laboratoire provient de spécimens collectés au Zimbabwe dans le
parc de Gona Re Zhou, d’ou le nom de la souche GRZ, en 1968 (Jubb, 1971) et depuis
maintenu en élevage sans presque aucune hybridation (Genade et al., 2005), ce qui résulte en
une population captive presque complétement homozygote (Reichwald er al., 2015 ;
Valenzano ef al., 2015). Récemment, de nouveaux échantillons ont été réalisés entre 2004 et
2012 au Mozambique ou d’autres populations ont été recensées telle que celle présentant la

queue rouge (Reichard et al., 2009 ; Cellerino et al, 2016).

1.3.3 Habitat et mode de vie
Nothobranchius furzeri vit dans des bassins d’eau temporaires, dans le sud-est de
I’ Afrique entre le Soudan et I’ Afrique du Sud (Genade e al., 2005). L’espéce est décrite dans
le bassin du Sazale dans la réserve du Gona Re Zhou au Zimbabwe, qui est drainé par

quelques rivieres avant de couler dans le bassin de la riviere Chefu qui finit en terrain
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marécageux, ainsi que dans la riviere Limpopo au Mozambique (Reichard ef al., 2009). Lors
d’un recensement en 2008, 124 sites ont été échantillonnés et dans 29 d’entre eux, N. furzeri a

été observé (Figure 5) (Reichard et al., 2009).
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Figure 5: Carte du réseau hydrographique et les villes importantes du Mozambique. Les régions
grisées représentent les zones de transects (codes T1-T7), le T7 est une région supposée sans présence
de N. furzeri. Les fleches représentent les populations de N. furzeri recensées (d’aprés Reichard et al.,
2009).

Le killi turquoise préfere les eaux stagnantes. Les eaux de ces régions contiennent de
nombreuses feces d’éléphants et des animaux d’élevage, ce qui impacte la qualité de I’eau de
ces régions (Genade ef al., 2005 ; Reichard et al., 2009). N. furzeri semble aussi préférer les
eaux turbides et peu profondes, sans végétation, ainsi qu'une conductivité comprise entre 50
et 625 mS cm’. Le type de substrat peut également influencer la présence de cette espece qui
préfere la fine boue (Cellerino ef al., 2016 ; Reichard et al., 2009). La température peut
parfois varier énormément pendant la journée, avec des différences allant jusqu’a 10°C
(Chilundo ef al., 2008 ; Genade et al., 2005). Le pH est également fort variable entre 6,5 et
8.,5. Dans le bassin du Limpopo, la dureté est assez faible et inférieure a 1 g/ de CaCOs
(Chilundo et al., 2008), pour I’élevage en captivité, une eau plus dure est cependant
recommandée. Dans la riviere Limpopo, ou N. furzeri a ét€ recensé, il a été rapporté une
augmentation des polluants, issus de I’agriculture, d’industries ou d’autres systémes de
traitement des eaux, entrainant une diminution de la qualité des eaux de cette région, 74% des
sites étudiés étant classés comme de qualité mauvaise. Des métaux tels que le zinc, le
cadmium ou le cuivre ont été détectés dans la riviere, parfois a des concentrations élevées

comme 0,2 mg/L pour le zinc (Chilundo et al., 2008).
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La présence et la disposition du réseau hydraulique est dépendante de la saison des
pluies et des précipitations, qui peut varier entre 200 et 600 mm/an (Cellerino et al., 2016).
Dt a son habitat relativement temporaire, Nothobranchius furzeri posséde une espérance de
vie aux alentours de six mois (Tozzini et al., 2013), mais certaines souches en captivité vivent
entre 9 et 12 semaines apres 1’éclosion (Genade ef al., 2005 ; Valdesalici et Cellerino, 2003).
Récemment de nouveaux spécimens échantillonnés au Mozambique possedent une espérance
de vie de 13 semaines, supportant la théorie qu’une si courte espérance en captivité est

strement d a la faible hétérogénéité de la population prélevée en 1968 (Terzibasi et al.,

2007). Cependant, la souche GRZ qui est I’'une des souches ayant une espérance de vie de 9 a
12 semaines, est également une souche vivant dans les plus hautes altitudes, des régions plus
arides ou les précipitations sont plus hasardeuses (Cellerino et al., 2016). La courte espérance
de vie serait liée a ces conditions plus difficiles. Du fait de cette faible longévité, dans les
régions proches de I’équateur, deux générations se succédent par an puisqu’en quelques mois,
les poissons d’une premiére génération ont éclos, ont pu se reproduire et une deuxiéme
génération succede a la premiére (Costa, 2018).

Les espéces de Nothobranchius sont généralistes, prés de 11 catégories d’invertébrés
\ ont été retrouvés dans leur alimentation, avec une grande abondance de crustacés. Il ne
semble pas que les espéces aient une proie de prédilection cependant, au sein d’un méme
bassin, différentes espéces présentent des niches d’alimentation différentes, se répartissant
ainsi les différentes proies. N. furzeri semble cependant préférer les petits crustacés tels que
les copépodes (Polacik et Reichard, 2010).

En milieu naturel, il n’est pas rare que les males soient moins nombreux que les
femelles avec en moyenne un male pour 3 femelles, pouvant aller jusqu’a 10 femelles pour un
male sur certains sites (Reichard ef al., 2009). Le male chez N. furzeri est trés agressif envers
les autres males et les femelles qui refusent de pondre. Lorsque le male rencontre des

femelles, il réagit souvent en voulant se frotter a celles-ci afin de les stimuler a pondre. Si la

femelle est réceptive, le male va alors I’entourer de ses nageoires dorsale et anale pendant
quelques secondes et c’est apres cela que la femelle pond un unique ceuf (Cellerino et al.,
2016). L’agressivité des dominants peut étre réduite dans les grands groupes (Genade ef al.,
2005). Les femelles peuvent pondre dans des substrats boueux dés 18 jours apres 1’éclosion et
jusqu’a 50 ceufs par jour vers six semaines apres 1’éclosion, le taux de fécondité augmentant
aussi avec 1’age avec plus d’un ceuf sur deux fécondé apreés 6 semaines (Blazek et al., 2013 ;
Cellerino et al,, 2016 ; Reichard et al., 2009). Si ces poissons peuvent se reproduire si

rapidement, c’est grace a un développement accéléré et non pas a cause d’une maturation
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prématurée des gonades chez les larves (Blazek et al., 2013 ; Genade et al., 2005). De
nombreux biomarqueurs dénotent le vieillissement rapide de N. furzeri, telles que la capacité
de mouvement, I’expression de f-galactosidase li¢ a la vieillesse, la présence de lipofuscine
(association de biomolécules fluorescent a 360-470nm) et la neurodégénérescence (Terzibasi
etal.,2007).

Les ceufs ont la possibilité de se mettre en diapause ce qui leur permet de survivre a la
saison seéche contrairement aux adultes (Reichard ef al., 2009 ; Wourms, 1972b). Il existe des
différences de moment d’éclosions des ceufs entre et au sein de populations (Polacik et al.,
2011). Ces différences au sein d’une population peuvent étre due a une asynchronisation du
développement des différents ceufs. L’éclosion semble se dérouler au milieu de la saison des
pluies plutdét qu’au début, probablement pour éviter une possible dessication aprés les

premiéres pluies.

1.3.4 Particularité du cycle de vie : Les trois diapauses

De nombreux autres killis possédent cette capacité de diapause afin de survivre a la
dessication de leur environnement comme Austrofundulus limnaeus (Furness et al., 2015a,
Naumann et Englert, 2018). Durant son développement, I’ceuf de N. furzeri passe par trois
diapauses afin de survivre a [’asséchement de son environnement et perpétuer I’espece
(Genade et al., 2005).

La diapause est constituée de trois phases. Aprés une phase de dispersion, les cellules
embryonnaires se regroupent et I’embryon entre dans la premiére diapause qui se déroule lors
du stade de gastrulation. L’ceuf entre dans cette premiére phase lorsqu’il est présent dans les
boues du bassin encore rempli d’eau et elle est causée par ’hypoxie du milieu. La deuxieme
diapause est celle qui dure le plus longtemps et pendant laquelle I’ceuf est le plus résistant.
Elle se déroule apres la formation des somites et permet a I’ceuf de résister a la sécheresse.
Durant la diapause II, le métabolisme est fortement diminué, dont la synthése protéique qui
diminue de plus de 93% (Podrabsky et Hand, 2000). La consommation d’oxygéne est
également tres faible, diminuant de 90% (Cellerino et al., 2016 ; Furness et al., 2015a). Lors
de la troisieme diapause, 1’organogenése est terminée et I’embryon est prét a éclore. On
appelle ce stade golden eyes di a la couleur dorée que prennent les yeux de I’embryon. L’ceuf
éclora pendant la saison des pluies lorsque le niveau d’eau sera suffisant (Furness ef al.,
2015a ; Genade et al., 2005 ; Wourms, 1972b).

Il a été observé que des variations dans des parametres tels que la photopériode ou la

température durant le développement des ceufs pouvaient influencer le temps de
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développement des embryons (Furness et al., 2015b). Ces mémes parameétres influencent
également le passage par la diapause II ou un développement direct. Par exemple, si la
température est de 20°C, tous les ceufs entrent en diapause II. Cette température correspond a
celle de la saison des pluies et est pergue par I’embryon comme signal pour entrer en diapause
II. Cela va permettre aux embryons d’attendre la saison des pluies prochaine afin de finir
correctement leur développement. Cela laisse supposer que les ceufs sont capables de
percevoir le changement de saison et d’adapter leur développement afin de mieux répondre a

leur environnement.

1.3.5 Méthode d’élevage en laboratoire

Il existe trois systemes d’élevage des N. furzeri mise en place en laboratoire décrit
dans la littérature. La premiére consiste en un grand bac commun avec environ dix poissons
pour 20L avec deux ou trois méles avec sept ou huit femelles (Genate et al., 2005 ; Genade,
2016 ; Valdesalici et Cellerino, 2003 ; Graf et al., 2009). Ce systéme est celui qui correspond
le plus aux conditions naturelles (Cellerino ef al., 2016). Les deux autres systemes d’élevages
sont sensiblement similaires entre eux et ne difféerent que dans la maniere de gérer les
reproductions. Dans les deux cas, les aquariums sont du type « stand- alone ». Le circuit est
fermé, ce qui permet une excellente homogénéisation et maitrise des conditions physico-
chimiques du milieu. Chaque bac est séparé des autres avec un systéeme de renouvellement de
I’eau des aquariums en passant par trois filtres successifs avant d’étre redistribuée, ce qui
diminue la quantité de déchets au sein des aquariums et facilite ’entretien. Tous les
parametres sont maitrisables et modifiables a tout moment. Ensuite la reproduction peut étre
gérée de deux manieres différentes. La premiére peut étre comparée a du « speed-dating ».
Tous les matins, un male et une femelle sont prélevés et placé dans un aquarium isolé avec un
fond sableux pour une période de deux heures (Blazek et al., 2013 ; Polacik et al., 2016).
Cette période va permettre au male de stimuler la femelle & pondre et de féconder les ceufs
pondus. Au bout des deux heures, les poissons sont remplacés dans leur bac respectif et les
ceufs récoltés en filtrant le sable. Cette méthode est trés efficace pour un suivi accru de la
reproduction. Pour chaque poisson, il est en effet possible de faire un suivi exact du nombre
d’ceufs pondus, fécondés et qui arrivent jusqu’a I’éclosion. La deuxieme méthode de
reproduction consiste en la création de « harems » (Grégoir et al., 2017 ; Hartmann et Englert,
2012). Des aquariums sont consacrés a la reproduction avec un male pour deux a trois
femelles constamment présent ensemble dans I’aquarium. La production des ceufs fécondés se

fait alors de maniére constante dans un bac de sable présent dans I’aquarium. Les ceufs sont
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récoltés de maniere journaliere. Les harems restent ainsi formés jusqu’a la mort naturelle des

poissons.

1.3.6 Génome de N. furzeri

Dt au développement grandissant de utilisation de N. furzeri, I’intérét de caractériser
et de séquencer son génome c’est renforcé. Le génome de N. furzeri est constitué de 19 paires
de chromosomes (2n=38). Un premier séquengage du génome de N. furzeri a donné une
longueur approximative de 1,5Gb (avec une taille maximale entre 1,6 et 1,9Gb), ce qui est
plus grand que les génomes du médaka, du poisson zébre, du rivulus des mangroves et de
I’épinoche (Reichwald er al, 2009). Les séquences du génome découlant du séquencage

peuvent étre trouvées sur le site http://nfingb.leibniz-fli.de/.En se basant sur 1’estimation de

1,5Gb de longueur, un nouvel assemblage du génome s’est déroulé en 2015 et la séquence
totale assemblée a été de 1,24Gb (Reichwald et al., 2015). Une autre étude a mené un
assemblage du génome de la méme souche GRZ et a réussi a assemblé un génome d’une
longueur de 1,02 Gb, avec une taille maximale comprise entre 1,3 et 2,2 Gb (Valenzano et al.,
2015). De cet assemblage, 28 494 genes codant pour des protéines et 5859 séquences de
geénes correspondant a des ARN non codants ont pu étre identifiés. Le génome de N. furzeri
contient également énormément de régions répétées avec 45% du génome constitués de
séquences répétées (Reichwald et al., 2009). Pour la partie séquencée, le pourcentage de GC
est de 44,9% avec des séquences particulierement riches en GC, avec des pourcentages de
plus de 60%. Un pourcentage de GC élevé est souvent lié¢ a un génome plus petit (Costantini
et al.,2007). Le génome de N. furzeri est ’'un des plus grands par rapport a celui du tétraodon
(220Mb), du médaka (725Mb), du poisson zebre (1,5Gb), du rivulus des mangroves (915Mb)
et de I’épinoche (352Mb). Pourtant le pourcentage en GC chez N. furzeri est I’un des plus
élevé, proche de celui de tétraodon qui posséde un petit génome (Costantini et al., 2007 ;
Kelley et al., 2016). L’explication la plus plausible est I’'importance des répétitions qui sont
riches en GC et assez fréquentes dans le génome de N. furzeri (Reichwald et al., 2009).
Certains mécanismes €pigénétiques ont été étudiés chez N. furzeri. Principalement
’acétylation et la méthylation des histones ont été étudiées comme la triméthylation de
H3K27 (Cencioni et al., 2019 ; Platzer et Englert, 2016 ; Zupkovitz et al., 2018). Des outils
de manipulation génétique ont été adaptés pour N. furzeri tel que la technologie CRISPR-cas9
(Platzer et Englert, 2016). Peu d’études ont été réalisées sur les geénes codants pour les
protéines DNMT excepté pour leur expression (Api et al., 2017) et autres génes impliqués

dans la méthylation de I’ADN et la reprogrammation.
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1.3.7 Intérét de N. furzeri en laboratoire
La premiére raison de I’utilisation de Nothobranchius furzeri en laboratoire vient de sa courte
espérance de vie de seulement trois mois pour certaines souches, la plus courte découverte
chez les vertébrés. Il est devenu alors un modele de choix dans I’étude du vieillissement chez
les vertébrés. Cette espéce présente d’autres intérét, comme 1’étude des tumeurs ou des
impacts sur le transgénérationnel (Api ef al., 2017 ; Platzer et Englert, 2016). La publication
de génomes de référence ainsi que d’outils de manipulation génétique renforcent I’intérét de
I’utilisation de N. furzeri en laboratoire. Les intéréts d’étudier 1’espéce ne se limitent pas a des
perspectives médicales. En effet, N. furzeri présente également un intérét d’un point de vue
écologique avec un développement rapide et la présence de diapauses permettant une survie
des ceufs lors des périodes de sécheresse (Blazek er al., 2013). Ces particularités peuvent

impliquer des régulations épigénétiques durant le développement de N. furzeri.

1.4 Objectifs

L’objectif général de ce mémoire a pour but I’étude de la reprogrammation
épigénétique du méthylome chez Nothobranchius furzeri, dont les mécanismes sont encore
inconnus, afin de mettre en évidence une potentielle influence du profil de reprogrammation
sur le développement et le vieillissement du N. furzeri ainsi que ces implications dans
I’évolution de N. furzeri.

Le premier objectif spécifique du travail consiste en la mise au point d’un élevage de
N. furzeri de la souche GRZ.

Le deuxieme objectif est de caractériser les différents stades embryonnaires de N.
furzeri. Cette caractérisation permettra de définir les stades auxquels le méthylome sera
étudié.

Le troisieme objectif spécifique consistera en 1’évaluation du niveau de méthylation
global chez les adultes ainsi que celui des stades embryonnaires, précédemment définis, afin
de définir le profil de reprogrammation durant le développement rapide du N. furzeri.

Le quatriéme objectif sera de caractériser les acteurs DNMT de la méthylation chez N.

furzeri sur base des données disponibles dans les bases de données informatiques.

2. Zootechnie

Ce chapitre présente le travail zootechnique effectué lors de ce mémoire. Bien qu’hors
des sentiers battus dans le cadre d’un mémoire, cette étape s’aveére étre cruciale et

déterminante pour la suite du projet. Ayant nécessité une grande rigueur, elle mérite quelques
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lignes descriptives. En effet, le projet d’étude sur N. furzeri au sein du laboratoire LEAP de
Frédéric Silvestre est trés récent, dés lors au début du mémoire I’installation zootechnique
pour N. furzeri n’en était qu’au stade embryonnaire. Il a donc été nécessaire de mettre en

place toutes les modalités techniques essentielles a 1’élevage.

2.1Systéme d’élevage

Pour la mise en place de notre élevage, nous avons testé les trois systémes d’élevage
des poissons. Le premier consistant en un grand bac commun (Blazek ef al., 2013 ; Genate et
al., 2005 ; Genade, 2016 ; Valdesalici et Cellerino, 2003 ; Graf et al., 2009). Cette méthode
s’avere intéressante lorsque, comme dans notre cas, le facteur limitant principal est I’espace.
Néanmoins, I’inconvénient majeur est I’impossibilité de faire un suivi précis des poissons.
Nous n’avons utilisé cette méthode que par nécessité lorsque les éclosions étaient fructueuses.
Dans notre cas, en suivant cette méthode, nous avons remarqué que le nombre d’ceufs pondus
par jour était trés faible, voire nul sans pour autant en connaitre la raison. Sans doute ce genre
de systéme nécessite un décor riche que nous ne possédions pas. De plus, dans notre cas, ce
systétme ne possédait pas de systéme de filtration et les déchets s’accumulaient trés
rapidement.

Les deux autres systemes d’élevages testés sont les aquariums du type « stand-alone »
avec un circuit est fermé. Dans notre cas, le principal bémol de cette installation est la place
nécessaire pour la mettre en ceuvre. En effet, chaque poisson est élevé dans un bac d’environ
3 litres sans contact visuel avec leurs congénéres. Les deux techniques de gestion de
reproduction ont été testé. Pour la premiére, nous avons prélevez tous les matins un male et
une femelle que nous plagons dans un berlin de 3 litres sur fond sableux pour une période de 2
heures (Blazek et al., 2013 ; Polacik et al., 2016). Au bout des 2 heures, nous replagons les
poissons dans leur bac respectif et récoltons les ceufs. Cette méthode est tres efficace pour un
suivi accru de la reproduction. Pour chaque poisson, il est en effet possible de faire un suivi
exact du nombre d’ceufs pondus, fécondés et qui arrivent jusqu’a 1’éclosion. Cependant, cette
méthode reste stressante pour le poisson, cela représente beaucoup de manipulations et ne
peut donc étre efficace que si nous possédons un nombre suffisant de males et de femelles que
pour pouvoir faire une rotation. Notre systéme étant composé de seulement 12 bacs, pour
obtenir suffisamment d’ceufs nous devions procéder a deux reproductions par jour par poisson
ce qui représentait beaucoup trop de manipulations. La deuxi¢éme méthode en « harems »
(Grégoir et al., 2017 ; Hartmann et Englert, 2012) a été testée en dédiant des aquariums a la

reproduction. Dans notre cas ces bacs étaient de 6. dans lesquels nous placions un male pour
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deux a trois femelles de la méme génération. Les harems restaient ainsi formés jusqu’a la
mort naturelle des poissons. Nous avions déposés dans ces bacs une boite de sable d’environ
10x10cm pour la ponte et un tube de PVC pour permettre aux femelles d’échapper au male
parfois tres agressif (Figure 6). Cette méthode est celle que nous avons finalement adoptée car
elle présente I’avantage principal de ne quasiment pas manipuler les poissons, seuls les boites
de sables étant récupérées quotidiennement pour la récolte des ceufs. Avec cette méthode de

reproduction, nous avons observé une meilleure production d’ceufs.

2.2 Milieu et « stand alone »

Le systeme d’aquarium dans lequel sont élevés les poissons est un stand-alone (Figure
6). La température de I’eau est maintenue a 27 +-1°C dans un cycle photopériodique de 12/12.
Nous utilisons une eau reconstituée en ajoutant du sel (InstantOcean®) a de I’eau milliQ
jusqu’a obtention d’une dureté de 600uS. Une fois dans le circuit, I’eau est filtrée selon 3
méthodes :

- Me¢écanique : Deux systétmes de filets sont mis en place. Un manchon
« chaussette » directement relié a I’arrivée d’eau dans le bac filtre permettant de
retenir les détritus volumineux. Une plaque de mousses micro perforée d’environs
4cm permettant une filtration plus efficace des résidus alimentaires plus petits et
feces des poissons.

- Organique : Apres les filtrations mécaniques, nous avons installé un compartiment
rempli de céramique, support poreux idéal pour le développement des bactéries
dénitrifiantes.

- Physique : Enfin, avant d’étre ré-envoyé dans le systéme, I’eau passe par un filtre

UV permettant d’éliminer les éventuelles bactéries résiduelles.
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Figure 6. Systéme stand-alone avec les bacs individuels de 3L (1), les bacs de reproduction contenant
un bac de sable et un tuyau de PVC pour ’enrichissement (2) et le bac des trois filtres et de la pompe

(3).

Deux fois par jour en semaine et une fois le week-end, les poissons sont nourris ad
libitum. Dans sa publication de 2016, Polacik recommande I’utilisation de vers de vase
(Chironomus spp.). Les vers de vases, en plus d’étre riches en lipides, ont I’avantage d’étre
rouge vif ce qui est attractif pour le poisson. Nous avons utilisé cette espece mais tres
rapidement nous avons constaté ses limites dans notre systéme. Ces larves vivent enfuies dans
la vase, elles sont donc incapables de nager en pleines eaux. Dans nos bacs, elles coulent dans
le fond, des lors en voulant I’attraper, le poisson se trouve dirigé téte en bas et pergoit son
reflet dans le fond du bac ce qui I’ameéne a adopter une position d’attaque. C’est un événement
stressant qui pourrait avoir comme impact une diminution de la prise de nourriture. Dans les
bacs de reproduction, les larves s’enfouissent dans le sable de reproduction, empéchant ainsi
les poissons de bien les attraper. De plus, les vers de vases vivent en eau salée, s’ils ne sont
pas mangés rapidement, ils meurent et polluent le bac. Dés lors, nous avons essayé une autre
espece, les larves de moustiques blanches (Chaoborus sp.). Celles-ci ont I’inconvénient d’étre

blanches et donc moins visibles mais ce sont des larves nageuses et vivent dans la colonne
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d’eau, ce qui est trés stimulant pour le poisson qui peut donc les chasser. Elles sont également
trés riches en lipides et vivent en eaux douces ce qui leur donne I’avantage de survivre dans
I’eau de I’aquarium (environ 12 heures). Celles-ci créent donc moins de déchet, sont tout

aussi nutritives et bien plus stimulantes.

2.3 Gestion des souches de N. furzeri

Apres avoir validé le bon fonctionnement de notre systéme, nous avons regu 50 ceufs
de la souche GRZ AD (Gonarezhou National Park, Zimbabwe) du laboratoire d’écologie,
évolution and Conservation de la biodiversité de I’Université catholique de Louvain (KUL).
25 de ces ceufs ont été mis a 1’éclosion et 25 ont été stockés a 17°C sur de la fibre de noix de
coco a un taux d’hygrométrie d’environ 80%. Dans ces conditions, les embryons entrent en
diapause et constitue un stock de réserve. Sur les 25 éclos, seuls six poissons ont atteint 1’dge
adulte : trois femelles et trois males. Seul un maéle était en bonne santé et ne présentait pas de
malformations (Figure 8). Malgré tous nos efforts, trés peu d’ceufs ont été pondus et
quasiment aucun n’a atteint le dernier stade embryonnaire pré-éclosion (stade golden eyes).
Nous avons donc recommencé une 2°™ éclosion avec notre réserve (25 oeufs au stade de
diapause I) et seul un male a atteint 1’age adulte. Ce premier essai avec une survie de la
génération FO a 12% et un taux de reproduction atteignant les 0% était bien plus faible que
ceux décrit par d’autres élevages de N.furzeri (Genate et al., 2005, Polacik et al., 2016). Aprés
discussion avec nos collaborateurs de la KUL, il s’avere qu’ils rencontrent exactement les
mémes probléemes avec la méme génération, laissant penser a un probléme de consanguinité,
plutdét qu’un probléeme de gestion d’aquarium et de technique d’éclosion. Lorsque I’on
travaille sur un petit systéme, une attention toute particuliére doit étre apportée a la gestion
des reproductions. En effet, la premiere faiblesse du systéme de reproduction en « speed-
dating » ou en « harem » est la consanguinité trés prononcée. Au fil des générations, un
bottleneck se fait ressentir, se traduisant par l’apparition de maladies, d’un taux de

fécondation faible, d’ceufs en mauvais état etc. (Figure 7).
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Figure 7 : Comparaison d’eeufs non fécondés et infectés (F1) de la souche GRZ KUL (F0) (Gauche)
avec un ceuf non fécondé (Milieu) et d’un ceuf fécondé (Droite) de la méme génération. On peut
observer dans tous les ceufs infectés, la présence d'un champignon au sein du chorion (fléches
rouges).

Nous avons ensuite regu 78 ceufs au stade golden eyes de la méme souche GRZ AD
provenant du laboratoire du Docteur Valenziano au Max planck institute (MPI). L avantage
au MPI c’est qu’ils possedent une trés grande installation, il leur est donc plus simple de
contrer les problémes de consanguinité. Apres €tre passé par toutes les étapes nécessaires a
I’éclosion et la gestion des juvéniles, dont nous discuterons plus loin, hors de 78 ceufs, nous
avons obtenu 31 N. furzeri adultes, 12 femelles et 19 méles en parfaite santé qui nous ont
permis de démarrer notre élevage. Ce deuxiéme essai avec un taux de survie de 39,7% fut
bien plus concluant dans la mise en place de I’élevage des N. furzeri. Ce nombre de femelles
nous a permis de mettre en place quatre aquariums de reproduction, contenant chacun trois

femelles et un male. Dans chaque aquarium, la production journaliere d’ceufs était entre 20 et

50 ceufs pondus, ce qui est moins qu’attendu selon la littérature (Blazek er al.,
2013 ; Cellerino et al., 2016).

Figure 8: Mdle adulte (gauche) et femelle (droite) GRZ-AD de la KUL en bonne santé.
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2.4 Gestion des reproductions et des ceufs

La maturité sexuelle chez N. furzeri est observable aux environs de quatre semaines
post éclosion par une coloration qui apparait sur les nageoires des males. Ce n’est qu’a ce
moment précis que les harems sont formés, un male pour deux a trois femelles. N. furzeri
possede une parade nuptiale qui consiste a coincer la femelle sous sa nageoire dorsale,
basculer sur le flanc et a secouer vigoureusement sa nageoire caudale (Blazek ef al., 2013).
Cette petite danse stimule la femelle pour qu’elle dépose ses ceufs sur un substrat meuble
(e.g. : du sable) que le male viendra féconder ensuite. La période de reproduction dure toute la
vie adulte du poisson mais présente un pic d’activité et un taux d’ceufs fécondés et viables

supérieurs entre la 3°™ et la 6°™ semaine de vie (Blazek et al., 2013 ; Cellerino et al., 2016).

Figure 9: (Eufs fécondés (a gauche) et non fécondés (a droite). Dans les ceufs, on peut observer les
gouttelettes lipidiques (1), le sac vitellin (2) le tout entouré du chorion (3).

Les ceufs sont récoltés tous les jours. Le bac de sable est tamisé avant d’étre remis

o Bleu de meth 1% dans les bacs de reproduction et les ceufs sont ensuite triés
_\' A dans une solution de Bleu de Méthyléne. Lors du tri, les ceufs
i 1X  non fécondés sont reconnaissables car ils ne possedent pas de
double membrane, la membrane du chorion et la membrane du

@s HO, 1% \ ik : ;
" " 4 sac vitellin en plus de prendre une teinte bleutée par rapport
g o ox | ceufs fécondés (Figure 9). Les ceufs morts apparaissent
l complétement opaques voir jaunatres. Aprés ce premier tri, il
est nécessaire de les nettoyer par bleaching (Figure 10). Le

oeufs Bleu de meth 1%

bleaching consiste en deux bains successifs dans une solution

By
\% ?p d’H202 a 1% pendant 5 minutes et trois bains dans une

Figure 10 : Protocole de solution de bleu de méthyléne a 100uL/L. Le bleaching permet
bleaching utilisé. Le premier

bain de bleu de méthyléne

(meth.) correspond au tri des 26

eeufs fécondés et non-fécondes.
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de limiter la propagation de moisissures sur les ceufs et d’éliminer les éventuels parasites et
pathogénes.

Une fois le bleaching terminé, les ceufs sont stockés dans un bain de bleu de méthyléne
a 27°C pendant plus ou moins une semaine. Quotidiennement, la solution de bleu de
méthyléne est renouvelée et les ceufs morts sont éliminés. Au bout d’environ une semaine, les
embryons ont atteint le stade dit « black eyes » facilement reconnaissable par les deux grosses
taches noires que sont les yeux sur la téte de I’embryon (Figure 12J). Les embryons a ce stade
sont transférés sur de la fibre de noix de coco humide dans une boite de Pétri a raison d’une
cinquantaine d’ceufs par boite. Ils seront également placés a 27°C jusqu’a la fin de leur
développement embryonnaire. Ici aussi les boites sont contrélées quotidiennement afin
d’éliminer les ceufs morts. Au bout d’environ trois semaines post-fécondation, nous pouvons
apercevoir a travers le chorion, un poisson juvénile bien formé enroulé sur lui-méme. Ce
juvénile possede deux gros yeux brillants, c’est le stade « golden eyes » (Figure 12K). Le
stade golden eyes est le stade pré-éclosion. A ce stade le poisson juvénile est capable de
rentrer en diapause, c’est la diapause III. Il ralenti son rythme métabolique et peut attendre
quelques semaines que les bonnes conditions soient réunies pour éclore. Lorsqu’un bon
nombre d’embryons est au stade golden eyes, les ceufs sont récoltés pour passer a I’étape

éclosion. Les embryons qui ne sont pas préts sont simplement redéposés a 27°C

2.5Eclosion et élevage des jeunes poissons

Le protocole d’éclosion est principalement basé sur la publication de Polacik et al.
(2016) et adapté apres une formation aupres des laboratoires de la KUL et du MPI ainsi
qu’aupres de Charlotte Philippe. L’éclosion s’effectue dans une solution d’acide humique
0,33g/L a 4°C. Une solution mére d’acide humique d’une concentration 1g/L est préparée et
conservée au frigo. Cette solution est diluée 3x avec de I’eau du systéme pour constituer le
milieu d’éclosion qui lui aussi sera gardé au frigo. Les ceufs au stade golden eyes sont déposés
dans une cuve d’environ 10x20 cm, un volume du milieu d’éclosion est versé par-dessus pour
atteindre une hauteur de maximum lcm. Cette faible hauteur est trés importante car deés
I’éclosion les juvéniles doivent étre en mesure de rejoindre la surface pour remplir leur vessie
natatoire. Si la distance a parcourir pour atteindre la surface est trop longue, ils risquent soit
de mourir d’épuisement soit ne pas pouvoir remplir leur vessie natatoire et donc ensuite d’étre
incapable de flotter entre deux eaux, ces poissons dont nommés « belly-swimmer » et sont

incapables de se reproduire. Utiliser un milieu a 4°C permet de créer un choc thermique qui
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pourrait étre équivalent a celui qu’engendrerait la pluie dans le milieu naturel, stimulant
I’éclosion.

Le bac est ensuite stocké dans I’incubateur a 27°C avec un flux d’air conséquent afin
de fournir une agitation du milieu. Au bout de 24h
les poissons ont éclos, il est dés lors important de
diminuer le flux d’air, N. furzeri n’étant pas un
grand nageur il préférera une eau plus calme
(Genade ef al., 2005). Pendant les cinq jours suivant
I’éclosion, le milieu sera quotidiennement siphonné

des déchets et dilué 2x avec de 1’eau du systeme

(600 uS, 27°C). Les juvéniles sont nourris 2x par

Figure 11: juvénile N. furzeri avec des
nauplies d’artémias juste apres l’éclosion
fraichement écloses (Figure 11) (Artemia salina). des poissons.

jour ad libitum avec des nauplies d’artémias

Durant les premiers jours, le nombre d’artémias n’est pas trés élevé, une dizaine par poisson
et nourrissage, mais l’extréme rapidité de croissance du N. furzeri impose d’augmenter
rapidement la quantité administrée. Il est possible d’observer de visu la satiété¢ des juvéniles
car le ventre des jeunes poissons attrape une couleur orange visible lorsqu’ils ont
correctement mangé. Aprés une semaine, les jeunes poissons sont suffisamment grands pour
étre installés dans le systéme stand-alone avec un maximum de cinq poissons dans un volume
de 6 litres. A ce stade, il est encore impossible de déterminer le sexe. Les poissons sont
toujours nourris deux fois par jours avec des artémias en plus de quelques larves de
moustiques afin de les habituer le plus tot possible a un nouveau régime alimentaire. Au bout
de deux semaines post-éclosion, seules les larves de moustiques blanches leur seront
administrées, toujours a raison de deux fois par jour. Lorsque les premicres couleurs
apparaissent sur les nageoires des males, il est nécessaire de répartir les poissons. Soit un
maéle pour plusieurs femelles dans un bac de 6L, soit un poisson male par bac de 3L afin
d’éviter les agressions parfois treés violentes entre deux congéneéres, pouvant causer la mort

d’un des individus. Dés ce moment, les poissons seront gardés en bacs individuels ou seront

placés dans des bacs de reproduction et ce, jusqu’a leur mort naturelle.

2.6 Embryologie

La partie suivante est consacrée a la description des stades embryologiques observés
chez N. furzeri. Le développement du N. furzeri passe par des étapes similaires au

développement chez le poisson comme K. marmoratus (Mourabit et al., 2011) et Danio rerio
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(Kimmel et al., 1995). Les principaux stades définis sont le zygote, les premiéres divisions, la
blastula suivie de la gastrula, de la segmentation/neurulation, le stade black eyes et le stade
golden eyes (Api et al., 2017 ; Hartmann et Englert, 2012). La différence de N. furzeri avec
les autres especes de poissons modeles est la présence de certains stades comme les diapauses
et le stade de dispersion lors de I’épibolie 100% (Naumann et Englert, 2018). Les nombreuses
photographies illustrent les stades les plus importants du développement de maniére non-
exhaustive (Figure 12). Elles ont été réalisées via le programme NIS-D par un appareil
photographique Nikon USB3 1/2.5 15 IM/SEC sur un microscope Nikon SMZ1270.

Le zygote apparait aprés la fusion des deux gametes, aprés la pénétration du
spermatozoide dans 1’ovule (Figure 12A). L’ceuf présente deux couches, la couche extérieure
d’apparence plus épaisse est le chorion et la couche interne est la membrane du sac vitellin,
séparées par I’espace périvitellin. Le point de pénétration du spermatozoide est visible ainsi
que de nombreuses gouttelettes lipidiques. Le stade une cellule, appelée blastodisque (Figure
12B) est visible environ deux heures apres la fécondation sur la membrane vitelline dans
I’espace périvitellin. Le stade deux cellules apparait apres la premiere division qui se déroule
a 4 heures post-fécondation (hpf), 2h aprés ’apparition du blastodisque, et les deux cellules
conjointes sont visibles dans ’espace périvitellin (Figure 12C). Le stades quatre cellules
apparait apres une division perpendiculaire (Figure 12D). Le stade huit cellules présente des
cellules de taille égale, le stade 16 cellules laisse apparaitre deux couches de cellules de tailles

différentes.
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Figure 12: Grandes étapes du développement embryonnaire observés chez N. furzeri. Pénétration du
spermatozoide avec la visualisation de la zone d’ancrage du spermatozoide (A), Blastodisque (B),
stade 2 cellules (C), stade 4 cellules (D), blastula (E), gastrulation et début d’épibolie (F), neurulation
et diapause 11 (G), vésicules optiques et somites (H), début d’organogenése avec apparition du
battement cardiaque et de la pigmentation des yeux et de la peau (I), organogenése presque compléte
qui correspond au stade black eyes (J), stade pré-éclosion avec I’organogenése compléte et apparition
de la pigmentation claire des yeux qui correspond au stade golden eyes et a la diapause 111 (K), alevin
a l’éclosion (L).

La cinquiéme division monte le nombre de cellules a 32 (stades qui n’ont pas été

observés chez les ceufs issus de notre élevage), le nombre de cellules continue a augmenter au
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fur et @ mesure des divisions mais leur nombre n’est plus discernable. Le stade blastula est
atteint apreés a 24hpf (Figure 12E) et est reconnaissable par I’aplatissement du disque
cellulaire. Apres ce stade, les cellules continuent de se diviser et commencent 1’épibolie, une
migration cellulaire des blastomeres profonds conduisant d’une part au premier stade de
diapause et ensuite au commencement du stade de gastrulation (Figure 12F) (Naumann et
Englert, 2018). A ce stade d’épibolie, il est possible d’observer une des différences entre les
poissons non-annuels tels que K. marmoratus et D. rerio avec N. furzeri (Blazek et al., 2013 ;
Cellerino et al., 2019). Chez N. furzeri, lorsque 1’embryon atteint les 100% d’épibolie, deux a
trois jours apres la fécondation (Api et al., 2017 ; Hartmann et Englert, 2012), les cellules sont
dispersées sur toute la surface du sac vitellin sans organisation apparente avec aucun axe
embryonnaire visible, les cellules n’entrant que rarement en contact les unes avec les autres
(Cellerino et al., 2019 ; Hartmann et Englert, 2012 ; Kimmel et al., 1995 ; Mourabit et al.,
2011). Contrairement aux espeéces non-annuelles ou I’embryon est organisé autour d’un axe
embryonnaire et les cellules rassemblées. La deuxiéme différence de développement avec les
poissons non-annuels peut étre observée a ce stade correspondant au moment de la premiére
diapause de I’embryon (Naumann et Englert, 2018 ; Wourms, 1972). Dans notre cas, le stade
de dispersion a pu étre observé mais sans passer par le stade de diapause car I’embryon
n’arréte son développement qu’en cas d’hypoxie du milieu, lorsque celui-ci est enfuie dans le
substrat de ponte (i.e.: sable), et nous mettions nos ceufs dans les bonnes conditions afin
qu’ils continuent leur développement. Ainsi, I’embryon esquive cette diapause et commence
sa réagrégation le jour d’aprés, formant alors lI’axe embryonnaire a partir duquel la
gastrulation prend place (Api et al., 2017 ; Cellerino et al., 2019 ; Hartmann et Englert, 2012).
Lorsque la gastrulation est finie, on retrouve les étapes clés du développement embryonnaire
du poisson que sont la neurulation et la segmentation (Figure 12G) avec les régions associées
a la téte et la queue qui deviennent visibles. La diapause II se déroule a ce stade somitique
précoce (Cellerino et al., 2016 ; Furness et al., 2015a ; Naumann et Englert, 2018 ; Podrabsky
et Hand, 2000 ; Wourms, 1972b). En laboratoire, les conditions y sont établies afin d’éviter
cette diapause pour permettre aux embryons d’esquiver cette diapause et de continuer leur
développement. En méme temps que la formation des somites, on peut observer 1’apparition
des vésicules optiques (Figure 12H) de part et d’autre du cerveau. Les yeux ainsi que la peau
se pigmentent et les premiers battements cardiaques apparaissent, c’est le début de
I’organogenese (Figure 12I). Lorsque les yeux sont entiérement noirs et visibles a 1’ceil nu, il
s’agit du stade de black eyes durant lequel 1I’organogenése touche a sa fin (Figure 12J). Le

stade suivant est le stade de golden eyes (Figure 12K), I’organogenése ainsi que la
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pigmentation larvaire sont complétes. C’est durant ce dernier stade avant I’éclosion
« hatching-stage » (Figure 12L) que se déroule la diapause III. Cette diapause est caractérisée
par la diminution du nombre de battements cardiaques et des mouvements de I’embryon, ainsi
qu’une utilisation faible voire nulle des réserves vitellines (Wourms, 1972b).

Si la durée intrinseque des différents stades de développement ne varie pas, le temps post-
fécondation peut étre extrémement variable entre les embryons. Cela est di aux différents
stades de diapauses possibles ainsi que la durée qu’ils passent dans ces états. Les facteurs
expliquant I’entrée ou la sortie des différentes diapauses ne sont pas encore complétement
maitrisés et la notion de facteur « nécessaire » ou « suffisants » est encore floue. Certains
facteurs tels que les conditions environnementales comme la température ou la lumiére ainsi
que 1’age des parents peuvent ainsi influencer I’entrée en diapause mais également le temps
de la diapause (Api ef al., 2017 ; Furness ef al., 2015b ; Wourms, 1972b). Les techniques de
laboratoires nous permettent d’obtenir un taux d’éclosions sans de passages par les diapauses
assez ¢levé. Cependant, les ceufs restent parfois en diapauses méme si les conditions semblent
réunies pour les éviter et inversement di a la stratégie du « bet-hedging » (Furness et al.,
2015b).

La particularité de développement qu’est la phase dispersée des cellules chez N. furzeri
peut étre observé chez d’autres especes comme Austrofundulus limnaeus (Cleaver et al.,
2017), un autre killi vivant en Amérique du Sud qui posséde un cycle de vie annuel ainsi que
la possibilité d’entrer en diapause. Comme cette particularité se retrouve chez ces deux
poissons annuels mais pas chez D. rerio et K. marmoratus, il est possible que cette absence

d’organisation soit liée au cycle annuel de vie.

3. Méthylation de ’ADN de Nothobranchius furzeri

L’un des objectifs de ce travail est d’étudier le niveau de méthylation global de N. furzeri
ainsi que de permettre une visualisation de la reprogrammation lors du développement de M.
Sfurzeri. Afin de permettre de remplir ces objectifs, la technique du LUMA : LUminometric
Methylation Assay (Head et al., 2014) sera utilisée.

3.1 Matériel et méthode

3.1.1 Echantillonnage

Afin d’étudier la reprogrammation de la méthylation de I’ADN chez N. furzeri, des

ceufs a différents stades de développement ont été récoltés. Au vu des difficultés d’élevage,
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seulement quatre stades ont été échantillonnés : le stade blastodisque, qui correspond au stade
une cellule (B), le stade blastula (Ba), le stade black eyes (BE) et le golden eyes (GE).

Afin de récolter les stades blastodisque et blastula, les ceufs étaient récoltés deux fois
sur une méme journée, au matin juste avant le nourrissage et début d’apres-midi, ainsi les
ceufs qui se trouvaient dans le substrat de reproduction n’étaient agés que de maximum
quelques heures. Pour le stade blastodisque, les ceufs de quelques heures étaient triés, ceux
possédant une cellule étaient sélectionnés, ceux sans cellule étaient laissés au développement
jusqu’a ce qu’une cellule soit visible et ceux plus développés étaient stocké a 28°C pour
atteindre le stade black eyes. Pour le stade blastula, les ceufs étaient aussi récoltés 1’aprés-midi
et laissés 24h a I’incubateur, temps correspondant a 1’apparition du stade blastula apres la
fécondation.

Juste apres la sélection, les ceufs ont été congelés par immersion dans de 1’azote
liquide a une température de -196°C, puis conservé au congélateur a -80°C jusqu’a obtenir un
nombre suffisant d’ceufs pour les analyses (Tableau 2). Les ceufs supplémentaires ont été
utilisés pour les premiers tests et ajustement. Le nombre d’ceufs utilisés par réplica est
différent entre les stades. Celui-ci a est ajusté par rapport au développement de 1’embryon,
plus celui-ci est développé, plus le nombre de cellules est important et la concentration en
ADN est élevée. De cette maniére, nous obtenons plus d’ADN pour les stades plus précoces
tout en évitant une trop forte concentration dans les stades plus tardifs.

Tableau 2: (Eufs récoltés et utilisés par stade dans les analyses LUMA

Stade Blastodisque | Blastula | Black eyes | Golden eyes
Nombre maximum 224 200 80 57

Nombre ceufs par réplica | 32 32 9 9

Nombre de réplica 2 5 5 5

Nombre total utilisé 160 160 45 45

Des poissons adultes de N. furzeri ont été utilisés afin de réaliser les analyses sur des
poissons matures. Dix poissons femelles de cinq et dix poissons femelles de neuf semaines
ainsi que dix poissons males de cing et dix poissons méles neuf semaines ont été élevé sans
contact visuel entre les différents sexes. Les maéles étaient séparés dans des aquariums
individuels et les femelles étaient élevées par groupe de quatre. Tous ont été nourris
exclusivement d’artémias ad libitum deux fois par jour. Ces poissons ont été euthanasiés une

fois I’dge désiré atteint et disséqués endéans les cinq minutes pour récupérer les gonades
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directement congelées a 1’azote liquide et stockée a -80°C. Ces organes ainsi que ces poissons
ont été pesés et sont repris en annexe (Annexe 1). Trois males de 124 jours ont également été
élevé sans contact visuel et nourris avec Chaoborus sp. deux fois par jour ad libitum. Les
poissons ont ét¢ euthanasiés et disséqués endéans les cinq minutes. Le foie, le cerveau ainsi
que les gonades ont été prélevés, congelés a I’azote liquide et stocké a -80°C. Ces trois males

ont été utilisé pour évaluer la méthylation chez les poissons tres agés.

3.1.2 Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN a été réalisée avec le kit NucléoSpin tissue XS de chez
Macherey-Nagel. Possédant un chorion résistant, les ceufs doivent étre préalablement écrasés
avant de réaliser la lyse de cellules car le tampon de lyse B1 et la protéinase K sont incapables
de dégrader le chorion. La lyse des cellules c’est fait a 56°C pendant 2 heures 30, avec 5
secondes de vortex toutes les 30 minutes. Cette période de temps est la durée minimum pour
que plus aucun tissu ne soit visible dans les échantillons d’organes. Les volumes des solutions
ont été doublé a 160uL pour les tampons Bl et B3 ainsi que la quantité¢ d’éthanol pure.
Chaque échantillon est élué deux fois, chacun dans 20pL du tampon d’élution afin de
récupérer un maximum d’ADN de la colonne de silice. Vu le nombre élevé d’échantillons,
plusieurs extractions ont été nécessaire, toutes basées selon le protocole décrit précédemment.

L’extraction de chaque organe s’est réalisée séparément. Le nombre d’ceufs par réplica
par stade de développement est repris dans le Tableau 2. Afin de tester une technique
d’extraction pouvant récolter une plus grande quantité d’ADN, I’extraction des réplicas 3, 4 et
5 des stades blastodisques et blastulas ont été divisés en quatre échantillons plus petits de huit
ceufs. Les élutions de chaque sous-échantillon ont été rassemblés en échantillons plus grands
de 80uL et concentrés par évaporation au Speedvac (Thermo Fisher), avec un volume final
d’environ 20pl. Le Speedvac consiste en une centrifugation des échantillons afin de
rassembler les molécules au fond du tube puis la solution s’évapore sous vide sans emporter
d’ADN.

Juste aprés I’extraction, une analyse des échantillons par Nanodrop™ (Thermo Fisher
Scientific NanoDrop 2000c Spectrophotometer) a été appliquée afin d’évaluer la quantité en
acide nucléique et I’ampleur des contaminations. L.’état de dégradation de I’ADN a été évalué
par migration sur gel d’agarose (1%, 100V pendant 30 minutes, avec SYBR Safe comme

agent intercalant). Apres cela, les échantillons ont été conservés au congélateur -20°C.
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3.1.3 LUMA

Pour évaluer la méthylation globale lors du développement de N. furzeri, nous avons
utilisé la technique LUMA : LUminometric Methylation Assay (Head ef al., 2014), basée sur
la méthode définie par Karimi et al. (2006).

La premiére étape de la technique du LUMA consiste en une restriction de I’ADN par
Hpall ou Mspl. Chaque échantillon nécessite deux restrictions, une par Hpall et une par
Mspl. Chaque réaction contient 20ul avec 450pug d’ADN et 3ul de mix réactionnel contenant
2ul de Tango Buffer, 0,5ul de Munl 2,5U et soit 0,5ul de Hpall 5U, soit 0,5ul de Mspl 5U.
Chaque réaction est laissée a I’incubation pendant 4 heures a 37°C sans agitation. Durant ces
4 heures, les enzymes coupent le méme site de restriction, C|CGG mais Hpall étant sélective,
elle ne scinde pas si la cytosine intérieure est méthylée. Munl permet de normaliser les
résultats obtenus par Hpall et Mspl, et ainsi rend les résultats indépendants de la quantité
d’ADN utilisée.

Apres la réaction de restriction, 15ul d’ Annealing buffer sont ajoutés aux réactifs et mélangé
par pipetage afin de stopper la réaction de restriction. 30ul de chaque solution est prélevé et
déposé dans la plaque de pyroséquencage. Une fois la plaque chargée, celle-ci est placée dans
le pyroséquenceur Pyromark Q24 (Qiagen). La cartouche de pyroséquengage est chargée
selon les indications fournies par le programme informatique Pyromark Q24 (Qiagen). Lors
de la réaction réalisée dans le pyroséquenceur, les fragments de restriction sont complétés par
insertion de nucléotides, dans I’ordre défini au préalable et présenté dans le Tableau 3. Lors
de I’insertion de ces nucléotides, deux pyrophosphates (PPi) sont libérés et deux enzymes, la
sulfurylase et la luciférase, transforment ces Ppi en ATP puis en lumieére mesurée par le

pyroséquenceur (Karimi et al., 2006).
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Tableau 3 : Séquence d'injection des nucléotides du LUMA et leur utilité.

1 4G
2 | T | Mesure le bruit de fond et les fragments d’ADN non générés
3 |G par restriction
4 |T
S |C . -
Complete les G des restriction Hpall et Mspl et les T des
6 A restriction Munl, ainsi que les fragments non générés par
7 _1C restriction
8 A
9 |T T compléte les séquences générées par Munl et
10| G G complete les séquences générées Hpall et Mspl
11 |T
12 | G Mesure le bruit de fond et que toutes les incorporations se
13 1T sont déroulées correctement
14 | G

La séquence d’injection de nucléotide dans les puits est importante (Tableau 3), on
utilise les valeurs des insertions 9 et 10 pour mesurer le taux de méthylation car les insertions
5 et 6 peuvent comprendre des insertions non spécifiques. La formule ci-dessous (Equation 1)

est utilisée afin de calculer le pourcentage de méthylation.
(H pall(G ))
MunI(T)

Uria)

Equation 1 : Calcul du pourcentage de méthylation.

1-— x100

Lorsque des réplicas techniques ont pu étre fait, une moyenne est faite entre deux
rapports Hpall/Munl ou Mspl/Munl de chaque réplica puis la moyenne est utilisée dans le
calcul de méthylation. Il est indispensable de réaliser un contrdle qualité de la restriction et de
vérifier la significativité du signal enregistré par le pyroséquenceur, car il faut que celui-ci soit
différenciable du bruit de fond. Ce contrdle est réalisé en comparant la hauteur du pic G10
avec la moyenne des pics G1 et G3 (Equation 2). Idéalement, la hauteur des pics G1 et G3
doivent étre proche de 0 et donc, le rapport de leur moyenne avec la hauteur de G10 doit étre
¢levé. En pratique, il existe toujours du signal correspondant au bruit de fond. La valeur
minimum de ce rapport est de 6,3, assurant ainsi une différenciation suffisante du signal avec

le bruit de fond.
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Hpall(G10)
Hpall(moy(G1,G3))

Equation 2 : Calcul du contréle qualité G10/Gbf (bruit de fond).

Les différences des niveaux de méthylation entre les différents échantillons sera

évaluer par analyse statistique ANOVA comparaisons deux a deux.

3.2 Résultats

Les valeurs obtenues lors de I’analyse des extractions au Nanodrop™ sont présentés dans le
tableau 4.

Tableau 4 : Concentrations en ADN des échantillons et les rapports 260/280 (contamination en
protéines) et 260/230 (contamination en solvant). Blastodisque (B), Blastula (Ba), Black eyes (BE)
golden eyes (GE) et des échantillons de gonades. L’ajout d’un prime apreés le nom de 1’échantillon
signifie qu’il s’agit de 1'élution 2 du méme échantillon. Les valeurs recommandées des rapports
260/230 et 260/280 sont situées entre 1,8 et 2 (Desjardins et Conklin, 2010).

Echantillon | Concentration | 260 260 | Echantillon | Concentration | 260 260
pg/ul 280 | 230 pg/ul 280 | 230
Bl 43,3 1,6 0,28 | BE5S 237,5 1,84 1,9
B2 27,9 1,58 0,45 | BE5' 96,7 1,86 1,94
B4 A3.7 1,46 0,37 | BE3 165 1,84 1,75
B4' 10,6 1,62 0,48 | BE3' 61,3 1,84 1,67
B5 52,6 1,46 0,46 | GE1 234,7 1,82 1,85
B5' 60,5 1,43 0,61 | GE2 376,7 1,83 1,99
B3 27,9 1,65 0,23 | GE4 172,1 1,83 1,98
B3' 76,7 1,37 0,47 | GE4' 105,4 1,86 1,96
Bal 74,9 1,6 0,26 | GE5 231,7 1,8 1,84
Ba2 65,1 1,64 0,24 | GE5' 274,1 1,78 1,76
Bad 29,6 1,56 0,41 | GE3 433,2 1,8 3.2
Ba4' 3,9 2,13 0,46 | GE3' 455,4 1,82 1,98
Ba5 31,7 1,54 0,36 | Cerveaul 69,7 1,85 233
Ba5' 5,4 1.75 0,45 | Cerveau2 34,6 1,84 1,82
Ba3 337 1,66 0,28 | Cerveau3 47,8 1,88 2.3
Ba3' 11,7 1,75 0,36 | Cerveau3' 43,5 1,93 2,09
BE1 360,3 1,84 1,79 | Gonadel 776,5 1,83 2,31
BE2 236,4 1,81 1,8 | Gonade2 282,1 1,82 2,19
BE4 121,3 1,83 1,63 | Gonade3 464,5 1,82 2,29
BE4' 92,8 1,86 1,84 | Foiel 1009,3 1,76 1,19
Foie2 595,2 1,78 1,59
Foie3 332.7 1,77 1,15
15M 30,5 1,71 1,19 | 15M' 36,6 124 1,19
35M 56,8 1,72 1,17 | 35M' 1.72 1,17
45M 19 1,55 0,66 | 45M' 25,4 1,55 0,66
55M 19,8 1,79 1,19 | 55M' 10,1 1,79 1,19
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65M 12,1 1,60 1,08 | 65M' 277 1,60 1,08
75M 43,2 1,39 1,59 | 75M' 12,2 1,39 1,59
85M 40 1,65 1,32 | 85M' 8,1 1,65 1,32
95M 28,3 1,60 1,19 | 95M' 20,8 1,60 1,19
105M 53,1 1,68 1,08 | 105M' 85,7 1,68 1,08
75F 308,3 | 1,61 0,62 75F' 696,5 | 1,61 0,62
15F 54,3 1,70 1,15 | 15F 51,7 1,70 1,15
25F 59,7 1,78 0,79 | 25F' 96,2 1,78 0,78
35F 86,3 1,75 1,25 | 35F 66,2 1,75 1,25
45F 69,7 1,81 1,38 | 45F' 82,5 1,81 1,38
55F 267,7 1,81 1,27 | 55F' 70,3 1,81 1,27
65F 66,9 1,78 1,45 | 65F' 35,2 1,78 1,45
85F 147,2 1,78 1,32 | 85F' 188 1,78 1,32
95F 123,6 1,80 1,49 | 95F' 50,1 1,80 1,49
105F 103,3 1,80 1,40 | 105F' 39 1,80 1,40
115F 173,9 | 1,82 1,70 115F' 57,3.1.1,82 1,70
19M 103,8 1,81 1,84 | 19M' 49,9 1,81 1,84
29M 74 1,77 1,65 | 29M' 37,8 1977 1,65
39M 78,3 1,48 0,89 | 39M' 26 1,48 0,89
49M 54,8 1,53 0,81 | 49M' 9.5 1,53 0,81
59M 1880 1,45 0,57 | 59M' 41,6 1,45 0,57
69M 39,9 1,53 1,57 | 69M’ 103,5 1,53 1,57
79M 39,9 1,45 0,86 | 79M' 98,8 1,45 0,86
89M 147,4 1,72 2,28 | 89M' 67,3 1,72 2,28
99M 110,8 1,77 2,27 | 99M' 23,6 1,74 2,27
109m 262,8 1,82 1,92 | 109M' 25,2 1,82 1,99
19F 240,6 1,80 1,49 | 19F 12.5 1,80 1,49
29F 432,3 1,81 1,35 | 29F 95,3 1,81 1,35
39F 209,4 1,80 1,30 | 39F 337,6 1,80 1,30
49F 448,7 1,79 1,18 | 49F' 140,5 1,79 1,18
59F 26,1 1,67 1,18 | 59F' 324,1 1,67 1,18
69F 127,3 1,69 1,19 | 69F' 323,9 1,69 1,19
79F 147,1 1,78 1,09 | 79F' 34,3 1,78 1,09
89F 578,9 1,74 0,89 | 89F' 43 1,74 0,89
99F 482,9 1,87 1,49 | 99F' 259,5 1,87 1,49
109F 216,5 1,77 1,16 | 109F' 508,7 1,77 1,16
1bis9F 1298 | 1,73 1,07 1bis9F' 82,6 | 1,73 1,07
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Figure 13 : (A) Extraction ADN des échantillons des ceufs black eyes et des ceufs golden eyes et des cerveaux, gonades et
foies. Bandes : 1= étalon ; 2 = blanc ; 4-5 = blastodisque ; 6-7=Blastula ; 8-9= black eyes ; 10-11= golden eyes ; 13-14-
15=cerveau, 16-17-18= gonades ; 19-20-21= foie. (B) Extraction ADN des échantillons des stades black eyes et golden eyes
1= étalon ; 2 = blanc ; 4-5-6 = black eves ; 8-9-10= golden eyes. (C)Extraction des échantillons gonades. 1-9= 15M 35M
45M 55M 65M 75M 85M 95M ; 11-12 = 109F et 119F (D) Extraction des échantillons gonades. 1-10 = 19M 29M 39M 49M
59M 69M 79M 89M 99M 109M ; 11-12 = 109F, 119F (E) Extraction des échantillons gonades. 1-9= 15F, 25F, 35F, 45F,
55F, 65F, 75F, 85F5 et 95F (F) Extraction des échantillons gonades. 1-9 = 19F, 29F, 39F, 49F, 59F. 69F, 79F, 89F, 99F.

Comme le montre la figure 13, la plupart des échantillons montrent une importante
dégradation de I’ADN visualisable sur les gels d’agarose avec la présence de smears pour les
¢échantillons de black eyes, golden eyes, foie, cerveau et les gonades de certains poissons
adultes (59M, 29F, 49F, 79F, 89F, 99F, 109F).

Enfin, les résultats de 1’analyse LUMA sont présentés dans le tableau 5.
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Tableau 5: Résultats du LUMA sur les échantillons d’ADN extrait. Les valeurs en rouge traduisent
d’une absence de signal, ou insuffisant pour étre séparé du bruit de fond. Les ratios G10/Gbf
inférieurs a 5 sont également indiqués en rouge.

Echantillon | QDNA Hauteur de G | Hauteur du bruit de fond (bf) | ratio &2
LUMA HPAII (pic 10) | G Hpall (moyenne pic 1 et 3) wid

B3 450 0,16 0,13 1,23
B4 450 0,65 0,25 2,60
B5 450 0,53 0,27 1,96
BE1 450 19,40 7,91 2,45
BE2 450 13,79 5,49 2,51
BE3 450 21,84 8,76 2,49
BE4 450 19,95 7,33 2,72
BES 450 16,26 5,65 2,88
GE1 450 15,37 5,60 2,74
GE2 450 1,16 0,43 2,67
GE5 450 6,76 2,10 3,21
Cervl 450 4,07 0,18 22,61
Cerv3 450 3,91 0,19 20,58
Gonadel 450 9,56 1,18 8,10
Gonade2 450 5,94 0,67 8,83
Gonade3 450 7,90 0,83 9,55
15M 450 1,21 0,34 3,56
35M 450 4,24 1,48 2,86
95M 450 0,11 0,19 0,59
105M 450 2,10 0,11 19,09
75F 450 1,06 0,17 6,24
15F 450 0,04 0,16 0,26
25F 450 0,08 0,05 1,60
35F 450 0,13 0,06 2,17
45F 450 5,15 1,02 5,07
55F 450 8,21 2,34 3,51
65F 450 13,58 4,36 3,12
85F 450 7,92 1,90 4,18
95F 450 8,26 2,08 3,98
105F 450 8,70 2,09 4,17
115F 450 10,08 2,29 4,41
19M 450 5,29 1,58 3,36
29M 450 2,46 0,31 7,94
39M 450 0,59 0,14 4,21
49M 450 1,67 0,68 2,46
69M 450 2,67 0,42 6,43
79M 450 1,67 0,31 5,39
89M 450 0,42 0,05 9,33
109M 450 7,74 0,46 17,01
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99M 450 5,20 1,90 2,74
19F 450 6,64 2,06 3,22
39F 450 6,41 2,12 3,03
59F 450 0,04 0,22 0,19
69F 450 7,31 211 3,46

Afin de réaliser une analyse LUMA, il est nécessaire d’avoir des échantillons avec un
minimum de 900ng et un minimum de dégradation. Seuls les échantillons présentant une
concentration et une qualité d’extraction suffisante ont été analysés.

La majorité des échantillons, dont les échantillons B, Ba, BE, GE possédent un ratio
G10/Gbf inférieur a la valeur seuil de 5 (Head et al., 2014). Certains des échantillons ne
possedent pas une valeur de G au pic 10 suffisante pour étre discriminé du bruit de fond, car
celles-ci sont proches de 0. Les échantillons de cerveaux 1 et 3 possédent une hauteur de pic
10 suffisante pour étre discriminés du bruit de fond avec un ratio G10/Gbf supérieur a 5. Mais
lorsqu’on observe les hauteurs de pic des pyrogrammes de ces échantillons avec la restriction
Mspl, on observe que les valeurs de ces pics sont trés faibles et que le signal ne peut étre
discriminé du bruit de fond. Pour les échantillons gonades, on peut observer une hauteur de
pic G10 beaucoup plus élevée. Cependant, on peut observer que le ratio G(10)/Gbf n’est pas
toujours supérieur a 5. Lorsque le ratio G(10)/Gbf est supérieur a 3 avec une différence entre
le bruit de fond et le pic G10, le pourcentage de méthylation fut calculé.

Les pourcentages de méthylation calculés selon les résultats LUMA sont présentés

dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Pourcentage de méthylation des échantillons Gonades. Gonadel, Gonade?2 et Gonade3
sont les gonades des males dgés de 124 jours. 105M et 75F sont des mdles dagés de 5 semaines. 15F,
55F, 65F, 85F, 95F, 105F et 115F sont des femelles dgées de 5 semaines. 19M, 29M, 39M, 49M, 59M,
79M, 89M et 99M sont des males ages de 9 semaines et 19F, 29F et 49F sont des femelles dgées de 9
semaines. Les pourcentages de méthylation ou le rapport de G(10)/Gbf est supérieur a 3 mais
inférieur a 5 sont indiqué en orange.

Echantillon % méthylation
Gonadel 93,9
Gonade2 93,45
Gonade3 93,89

105M 95,23
75F 83.21
45F 82,06
55F 79,37
65F 73,56
85F 81,22
95F 80,36
105F 85,22
115F 82,83
19M 84,56
29M 91,45
39M 03.38
49M 86,47
59M 87,92
79M 90,51
8OM 88,67
99M 94,45
19F 80,05
29F 81,66
49F 82,98

Des résultats de 1’analyse LUMA, le pourcentage de méthylation a pu étre calculé pour
les trois échantillons de gonades des males agés de 124 jours. La moyenne du pourcentage de

méthylation d’ADN des gonades males a été calculée avec les valeurs de la deuxiéme analyse,
donnant un pourcentage de 93,74% 10,26 avec un coefficient de variabilité (CV) de 0,27%.
Les résultats de 1’analyse LUMA sur les gonades des adultes N. furzeri sont présenté
dans le graphique si dessous (Figure 14). Les femelles de cinq semaines et de neuf semaines
ont une méthylation moyenne de 80,66% +3,65 et 81,56% +1,47 respectivement (CV= 4,5%

et 1,80%) et les méales une moyenne de 89,22% 8,50 a cinq semaines et 90,21% £3,56 a neuf
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semaines (CV= 9,53% et 3,94%). Par analyse ANOVA, on observe une différence trés
significative (p valeur=0.00061) entre les deux sexes quelques soit 1’dge des poissons.
Lorsqu’on réalise des comparaisons statistiques deux a deux, aucune différence significative
ne différencie les mémes sexes aux différents dges (p valeur entre femelles= 0,74 et p valeur
entre males = 0,75). La comparaison la plus significative est entre les femelles de cing
semaines et les males de neuf semaines (p valeur = 0.00015). Ensuite vient la comparaison
entre les femelles et males de neuf semaines (p valeur=0.00396), les males et les femelles de
cing semaines (p valeur=0.01389) et enfin, les femelles de neuf semaines et les males de cing
semaines (p valeur=0.04584).

Figure 14 : Pourcentage de méthylation des échantillons gonades des adultes N. furzeri mdles (bleu)
et femelles (rouge) agés de cing et neuf semaines.

95- |

Niveau de méthylation (%)
&

' . ! '
Ssemaines Femelle Ssemaines Male 9semaines Femelie 9semaines Mile

3.3 Discussion

L’objectif de ce travail était de caractériser la reprogrammation de la méthylation de
I’ADN chez N. furzeri en regardant le pourcentage de méthylation a différent stades de
développement, ainsi que la caractérisation de la méthylation chez 1’adulte. Dans le cadre de
cet objectif, des pré-tests ont été réalisés.

De nombreuse difficultés ont été observées lors de la réalisation de ces pré-tests. Pour
les différents stades embryonnaires il n’a malheureusement pas été possible de mesurer le
taux de méthylation pour plusieurs raisons. Pour commencer, les rapports 260/280 et 260/230
du Nanodrop™ laissent supposer une contamination de nombreux échantillons dont B et Ba

(Desjardins et Conklin, 2010). Ensuite ’extraction d’ADN de tous les échantillons d’ceufs en
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stade blastodisque et blastula, ne fut pas assez efficace pour fournir les 900ng d’ADN
nécessaire pour I’analyse du LUMA. Aucun pic G10 n’a pu étre différencié du bruit de fond
sur les pyrogrammes lors des essais avec les échantillons B3, 4 et 5. Ces trois échantillons
semblaient pourtant contenir suffisamment d’ADN mais la concentration a pu étre induite par
la présence de la contamination. Tous ces facteurs ont empéché le calcul des pourcentages de
méthylation des stades blastodisque et blastula.

Aucune analyse n’a pu étre menées pour les stades plus développés de black eyes et
golden eyes, ’ADN des échantillons BE et GE étant trés fortement dégradés. La dégradation
de ’ADN empéche une mesure correcte de la restriction des sites CCGG par les enzymes
Hpall et Mspl di a I’apparition de restrictions non-spécifiques. Selon J. Head, les échantillons
peuvent rester 24h a température ambiante (21°C) et on peut obtenir des résultats de LUMA
sans trop de dégradation. Nos ceufs ont directement été congelés apres la récolte par
immersion a I’azote liquide puis conservé au congélateur -80°C, décongelés uniquement lors
de I’extraction d’ADN. Les échantillons d’ADN ¢€lué dans un tampon ont été placés au
congélateur -20°C jusqu’a la réalisation de I’analyse LUMA. Cette dégradation ne vient donc
probablement pas d’un probléme apres I’extraction car ’ADN est trés stable a ces
températures, mais éventuellement d’un probléme lors de I’extraction. Lors de I’extraction,
les ceufs écrasés sont incubés dans une solution de lyse pour dégrader les protéines a 56°C
pendant 2h30. A cette température inférieure 4 100°C, I’ADN ne se dégrade que trés peu
(Karni et al., 2013).

La concentration insuffisante en ADN des ceufs en stade blastodisque et blastula ainsi
que la dégradation de I’ADN des ceufs en stade black eyes et golden eyes laissent penser que
le protocole ne soit pas adapté a I’extraction d’ADN sur des ceufs. Cependant, ce protocole a
été¢ mis en place pour des échantillons contenant peu d’ADN et des précédentes expériences
avec ce protocoles sur des ceufs de Kryptolebias marmoratus, un taxon proche de N. furzeri,
ont déja été réalisées (Fellous ef al., 2018). D’une part, il se pourrait que le manque de
concentration en ADN soit di a I'utilisation d’un broyage mécanique des ceufs avec un pilon.
Ce broyage est nécessaire a cause de I’épaisseur du chorion mais causerait une perte d’ADN
di a du tissu resté collé sur le pilon. Ce probléme pourrait probablement étre résolu en
augmentant le nombre d’ceufs des stades blastodisque et blastula par réplicas tout en
subdivisant en de plus nombreux échantillons lors de I’extraction.

Pour évaluer le niveau de méthylation de I’ADN chez I’adulte, nous disposions
d’échantillons de trois organes : le foie, le cerveau et les gonades, chez des males agés de 124

jours ainsi que les gonades de femelles et de males agés de cinq et neuf semaines.
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Il a été¢ impossible d’obtenir des résultats LUMA pour les échantillons de foies et de
cerveaux des poissons vieux de 124 jours. Les échantillons de foie étaient trop dégradés pour
pouvoir réaliser une analyse LUMA et les échantillons de cerveaux trop peu concentrés. Le
taux de méthylation des gonades des males de 124 jours a pu étre calculé a 93,74% avec un
coefficient de variabilité tres faible (0,27%). L’utilisation de poissons vieux de 124 jours peut
amener une réflexion supplémentaire vu que 1’age de ces poissons est supérieur a I’espérance
de vie moyenne de la souche utilisée (Genade et al., 2005 ; Valdesalici et Cellerino, 2003).
L’effet du vieillissement peut alors impacter nos résultats. Les effets du vieillissement ont été
énormément étudiés chez N. furzeri (Api et al., 2017 ; Baumgart ef al., 2014 ; Di Cicco ef al.,
2011 ; Genade ef al., 2005 ; Reichwald et al., 2015 ; Terzibasi et al., 2007) mais peu sur le
méthylome de N. furzeri. Les études sur 1’évolution du niveau de méthylation en fonction de
I’dge suggérant une hypométhylation globale chez les mammiferes (Cruickshanks ef al.,
2013) et chez les gonades males (Gunes et al., 2016), on peut hypothétiser une diminution du
niveau global de méthylation des gonades de poissons agés de 124 jours par rapport aux
poissons agés de cinq et neuf semaines. Cependant, la méthylation globale des gonades des
poissons dgés de 124 jours n’est pas significativement différente de la méthylation globale des
gonades des poissons plus jeunes. Cette observation pourrait s’expliquer par le fait d’une
transmission des marqueurs épigénétiques de méthylation par la lignée paternel et donc un
maintien du haut taux de méthylation (Jiang et al., 2013 ; O'Neill, 2013).

Les valeurs de méthylation pour les N. furzeri femelles et males de cinq et neuf
semaines présentent des différences significatives en fonction de I’age. Les gonades des
femelles de cinq semaines et de neuf semaines ont une méthylation moyenne de 80,66 et
81,56% respectivement et les gonades des males une moyenne de 89,22 et 90,21%. Il faut
cependant analysés ces résultats avec précaution vu que le ratio G10/Gbf n’était pas toujours
au-dela de 5. Les valeurs étant cohérentes entre-elles, et le ratio évalué par corrélation dans la
publication de J. Head (2014), les résultats de méthylation globale seront comparés a ceux
présent dans la littérature chez d’autres organismes. Ces valeurs sont un peu plus élevé que ce
qui a pu étre observé chez Kryptolebias marmoratus (Fellous et al., 2018), a raison de 87,22%
de méthylation pour les gonades males et 79,55% pour les gonades des hermaphrodites. Ces
niveaux de méthylation restent relativement équivalant en comparant les femelles N. furzeri et
les hermaphrodites K. marmoratus et les males des deux espéces. De la méme manicre, la
méthylation globale est similaire chez Danio rerio, avec une méthylation des gonades males
de 87,76%, ce qui est plus élevé que la méthylation globale des gonades femelles, 82,78%

(Laing et al., 2018). La différence de méthylation observée entre les organismes pourrait
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provenir de la concentration plus importante en GC dans le génome de N. furzeri par rapport
aux autres organismes (Reichwald et al., 2009). Ces différences entre les deux sexes peuvent
s’expliquer par le fait que les spermatozoides sont plus méthylés que les ovules chez les
poissons (Hackett et Surani, 2015). Les spermatozoides étant fort méthylés, les gonades males
posseédent alors un niveau de méthylation global plus élevé et implique que les marqueurs
épigénétiques de la méthylation de I’ADN pourraient étre principalement hérités via la lignée
paternelle (Jiang et al., 2013 ; O'Neill, 2013). Ce qui peut étre soutenu par le fait que le
génome paternel ne subit pas une déméthylation aussi profonde que le génome maternel chez
D. rerio mais également chez Oryzias latipes lors de la reprogrammation du zygote (Hackett
et Surani, 2015 ; Wang et Bhandari, 2019).

[.’absence de mesure du niveau de méthylation lors du développement de 1’embryon
de N. furzeri empéche la visualisation du profil de reprogrammation de celui-ci. Cependant,
on peut observer des concordances du niveau de méthylation des gonades males et femelles
avec les especes K. marmoratus (Fellous et al., 2018) et O. latipes (Wang et Bhandari, 2019).
Les especes étant également des taxons proches (Genade et al., 2005 ; Terzibasi et al., 2007),
on peut estimer que le profil de reprogrammation de 1’embryon en développement de M.
furzeri sera similaire. Hypothétiquement, le niveau de méthylation globale devrait atteindre
les 20-25% de méthylation chez le zygote juste apres la fusion et remonter progressivement a
un niveau de méthylation similaire a celui des spermatozoides aux environs de 90% de
méthylation a 1’étape de gastrulation. Bien sir, le développement de N. furzeri comporte
quelques singularités qui pourrait modifier ce profil de reprogrammation théorique. Le fait
que N. furzeri soit un poisson au cycle de vie annuel avec la présence de diapauses dans son
développement pourrait influencer le profil de reprogrammation. La diapause a des effets sur
le métabolisme de N. furzeri qui pourrait étre impacté par la méthylation de I’ADN
(Podrabsky et Hand, 2000 ; Cellerino ef al., 2016 ; Forest et al., 2012 ; Furness et al., 2015a)
et il a été découvert un impact de la diapause chez Austrofundulus limnaeus sur la méthylation

des histones (Reynolds, 2017).

3.4 Perspectives

Outre les problémes d’adaptations de 1’extraction d’ADN pour les ceufs de N. furzeri,
il serait surtout intéressant d’augmenter le nombre de stades du début de développement
embryonnaire afin de correctement visualiser la reprogrammation de la méthylation de I’ADN

qui, si I’on se base sur le profil de reprogrammation de K. marmoratus se situerait entre la
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fécondation et le stade de dispersion, ou d’épibolie 100%. Il serait également intéressant
d’effectuer 1’analyse sur les gamétes oocytes et spermatozoides.

Il serait également intéressant de mesurer le pourcentage de méthylation lors des trois
diapauses afin d’observer s’il existe une influence de ce stade particulier sur ces mécanismes
épigénétiques comme observé chez Austrofundulus limnaeus.

Enfin, il faudrait évaluer le pourcentage de méthylation de génes spécifiques chez N.

furzeri tels que les génes DNMT, génes responsables de la méthylation de I’ADN.

3.5 Conclusion

Le pourcentage de méthylation des gonades de spécimens adultes de N. furzeri est plus
important que chez les autres organismes et pourrait étre di a la concentration en GC plus
importante chez N. furzeri. La différence observée entre les deux sexes est cohérente avec ce
qui est observé chez les autres organismes tels que K. marmoratus et D. rerio. 1l faut
cependant éviter d’accorder trop de confiance a ces résultats di a la présence de contrdle

qualité faible.
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4. Bioinformatique

Les protéines DNA méthyltransférase (DNMT) sont des protéines bien documentées
chez de nombreuses especes, tels que Danio rerio ou Mus musculus (Kamstra et al., 2015 ;
Mhanni et al., 2001 ; Law et Jacobsen 2010). Cependant leur analyse chez N. furzeri est
relativement peu documentée. Seul I’expression de leur géne a été étudiée (Baumgart ef al.,
2014). Ces protéines sont extrémement importantes dans la méthylation de ’ADN (Day et
Sweatt, 2010 ; Jones, 2012 ; Suzuki et Bird, 2008), soit par méthylation de novo assuré par la
DNMT3A ou DNMT3B soit en I’entretenant entre les divisions par la DNMT1, c’est pour
cela qu’il est important de réaliser une analyse de ces protéines et de leur géne chez N. furzeri.

Dans un premier temps, les séquences protéiques des DNMT seront analysées d’un
point de vue fonctionnel et seront comparée entre-elles via un programme d’alignement
multiple. Ensuite les séquences protéiques seront analysées selon leur phylogénie carseules
quelques analyses phylogénétiques ont été réalisée sur le génome de N. furzeri (Costa, 2018 ;
Dorn et al., 2011 ; Furness et al., 2015a ; Terzibasi ef al., 2007), et il peut étre intéressant d’en
réaliser une sur les séquences protéiques de DNMT définies plus tot afin d’évaluer I’histoire
évolutive des différentes DNMT. Enfin une analyse des ilots CpG in silico sera réalisée.
L’analyse des ilots CpG est utile lors de 1’étude de la méthylation de I’ADN car elle permet
de visualiser la position préférentielle de la méthylation, considérant que celle-ci se déroule

sur les régions riches en CpG (Holliday et Pugh, 1975 ; Riggs, 1975).

4.1 Méthode

4.1.1 Analyses des séquences protéiques DNMT chez N. furzeri

Les séquences protéiques des DNMT de Nothobranchius furzeri ont été obtenues par
recherche BLASTX dans la base de données NCBI (National Center for Biotechnology
Information) non-redondant protein sequences, depuis les séquences nucléotidiques ARN de
N. furzeri annotées et identifiées par Reichwald et al., (2015) dans le projet de séquencage
PRINA314891. Les séquences protéiques ont été confirmées par un reciprocal best blast hit
et comparée aux séquences présentent dans la base de données Uniprot. Les séquences ont
ensuite été analysées via le HMMER web server (Potter et al., 2018), afin de rechercher les
sites homologues sur les séquences protéiques et de visualiser les domaines trouvés dans la
base de données de protéomes de références de HMMER. Une E-value est également fournie

afin de supporter ’alignement réalisé dans la base de données. L’E-value caractérise la
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probabilité de réaliser 1’alignement par hasard, plus celui-ci est proche de 0, plus le résultat de
I’alignement est significatif.

Ensuite, pour évaluer la ressemblance entre les différentes DNMT, les séquences sont
comparées deux par deux par Dialign Genomatix qui permet un alignement multiple de
séquences protéiques et nucléiques sur I’ensemble des séquences détectant ainsi méme de
petites homologies. Les séquences protéiques déterminées plus tot ainsi que les séquences
ARN identifiées par Reichwald e al., (2015) et les séquences ADN correspondantes (Annexe

2, 3 et 4) ont été implémentées dans le logiciel (http://www.genomatix.de/cgi-

bin/dialign/dialign.pl). Les coordonnées des genes protéiques correspondants sont présentées

dans le tableau 7.

Tableau 7 : Génes, ID des genes dans la base de données NCBI ainsi que les coordonnées de ces
genes.

Gene GenelD . Sequence Start End
DNJMTBQ-Iike': 107372626 scaffold01559 317 30700
DNMTsA-Iiké" 107377776 sgro4 56040084 56086670
DNMT1 107378352 sgr05 3305854 3321094
DNMT3B 107390569 sgr15 568335 605813
LOC107391197 107391197 sgrl5 30851095 30869300
DNMT3A 107392003 sgrl6 19809244 19895742

4.1.2 Phylogénie des protéines DNMT

L’analyse phylogénique a ét¢ menée sur les séquences protéiques de DNMT obtenues
sur de nombreux organismes via une recherche BLASTP dans la base de données NCBI.
Certaines séquences de certains organismes ne sont pas reprises dans [’analyse car
I’homologie n’était pas suffisante pour étre détectée par la recherche BLASTP. Ces séquences
ont été alignées avec Muscle (Edgar, 2004) en utilisant le programme MEGA7 (Kumar,
Stecher, & Tamura, 2016). L’analyse phylogénétique a été réalisée selon la méthode du
Maximum Likelihood (ML) basée sur le modele de matrice JTT (Jones et al., 1992) avec un

bootstrap de 3000 réplicas (Felsenstein, 1985).

4.1.3 Analyse des ilots CpG
Les analyses ont été réalisée par Emboss CpGplot sur
https://www.ebi.ac.uk/Tools/segstats/emboss_cpgplot/ (Rice et al., 2000) sur les séquences

ADN des génes DNMT1, DNMT3a et DNMT3b de Nothobranchius furzeri. Les différents

parameétres ont été définis aux valeurs par défaut, établis selon Gardiner-Garden et Frommer
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(1987). Le ratio Observé/attendu a été fixé a 0.60, seuls les ilots contenant plus de 50% GC

ainsi qu’une longueur supérieure a 200 sont représentés.

4.2 Résultats

4.2.1 Analyses des séquences protéiques DNMT chez N. furzeri

Les protéines DNMT trouvées par la recherche BLASTX et confirmées par reciprocal
best blast hit ainsi que les résultats de 1’alignement par HMMER sont présentés dans la figure

15 et le tableau 8. Les séquences protéiques sont précisées en Annexe 2.

Protéine Séquence Taille
i e e B Wrw
DNMT3a Lo SEN — V- Aﬁu__“ 77
DNMT3a-like o AR - ADGEBRMTS @—_}g_—..____, o40
DNMT3b-like  ===ACHEBRMIs- ﬁi»————-—— : 58
LOC107391197 = ¥ — (e _m@m__@ﬁjg@_*7.-ﬂ 1453

Figure 15 : Nom des séquences DNMT présentes chez N. furzeri ainsi que leur taille en paire de base,
avec les domaines identifiés. Domaine ADN méthyltransférase (orange) avec le site actif (losange
rose), domaine BAH (Vert clair), domaine C-5 cytosine-specific DNA methylase (Bleu foncé), domaine
Cytosine specific DNA methyltransferase replication foci (DNMT1-RFC)(rouge foncé), domaine
DMAP 1-binding (vert foncé), Domaine ADD-DNMT3 (rose) et domaine PWWP (Bleu clair), domaine
CAMSAP CH.
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Tableau 8 : Description des domaines trouvés par alignement ainsi que les E-values associées.

Protéine Description des domaines E-value
C-5 cytosine-specific DNA methylase 4.7e-50
Cytosine specific DNA methyltransferase replication foci domain | 4.3e-45
BAH domain 1.1le-16
iy BAH domain 2.3e-15
DMAP1-binding Domain 1.2e-16
CXXC zinc finger domain 9.3e-14
Cysteine rich ADD domain in DNMT3 4.6e-24
DNMT3a C-5 cytosine-specific DNA methylase 4.1e-12
PWWP domain 1.6e-12
Cysteine rich ADD domain in DNMT3 2.9e-26
DNMT3a-like | C-5 cytosine-specific DNA methylase 7.8e-12
PWWP domain 5.0e-11
Cysteine rich ADD domain in DNMT3 5.4e-25

DNMT3b - 7
C-5 cytosine-specific DNA methylase 2.9e-16
. Cysteine rich ADD domain in DNMT3 1.6e-25
HOSE ke C-5 cytosine-specific DNA methylase 6.7e-17
Cysteine rich ADD domain in DNMT3 8.3e-24
C-5 cytosine-specific DNA methylase 6.2e-13
PR PWWP domain 6.5e-08
CAMSAP CH domain 0.00015

Les protéines DNMT présentent de nombreux domaines, dont le domaine C-5
cytosine-specifique DNA methylase que toutes les DNMT ont en commun. Ce domaine est
celui permettant de catalyser la réaction de transfert du groupement méthyl sur la cytosine
(Holliday et Pugh, 1975 ; Riggs, 1975). La DNMT]1 présente des domaines spécifiques tels
que le domaine Cytosine specific DNA methyltransferase replication foci, le domaine BAH, le
domaine DMAPI1-binding et le domaine CXXC zinc finger. Respectivement associés a la
reconnaissance correcte des résidus (Rountree ef al., 2000), a I’association entre protéines
pour la régulation de la transcription (Callebaut ef al., 1999), a la liaison d’un corépresseur
(Rountree ef al., 2000) et a la liaison a des CpG non-méthylé (Cross et al., 1997). Entre les
séquences de DNMT3a, DNMT3a-like, la séquence LOC107391197, la séquence DNMT3b
et DNMT3b-like, le domaine PWWP, lié¢ a des interactions protéines-protéines (Stec ef al.,
2000) est commun. Le domaine Cysteine rich ADD est quant a lui commun entre les protéines
DNMT3a, DNMT3a-like et LOC107391197. Ce domaine a une structure proche d’un PHD
finger et est lié a la méthylation de I’ADN (Taverna et al., 2007). La plupart de ces domaines
possédent des E-values élevées, caractérisant un alignement trés significatif. Sauf le domaine
CAMSAP CH, aligné avec la séquence LOC107391197 avec une E-value de 0,00015

I’alignement de ce domaine pourrait étre di au hasard. De plus, ce domaine est lié a la
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structure cellulaire (Marchler-Bauer ef al. 2017), ce qui corrobore I’hypothése d’un
alignement dii au hasard. Contrairement aux autres domaines qui ont des fonctions associées a
la fonction des protéines DNMT.

Les différences de domaines entre la séquence de DNMTI1 et celles de DNMT3
peuvent s’expliquer par la différence de fonction, la protéine DNMT1 assurant I’entretien de
la méthylation et les DNMT3 catalysant la réaction de méthylation de novo (Day et Sweatt,
2010 ; Jones, 2012 ; Suzuki et Bird, 2008). La séquence LOC107391197 a été trouvée dans la
base de données NCBI via le reciprocal best blast hit contre la séquence de la protéine
DNMTS3b. La séquence LOC107391197 contient le domaine Cysteine rich ADD comme les
séquences DNMT3a et DNMT3a-like. Cette séquence est structurellement plus proche de
DNMT3b mais est fonctionnellement plus proche d’une DNMT3a.

Les domaines alignés sur la séquence DNMT1 de N. furzeri sont cohérents avec ceux
trouvés pour la protéine DNMT]1 de D. rerio et K. marmoratus (Kim et al., 2015 ; Mhanni et
al., 2001) ainsi que ceux des protéines DNMT3 (Goll et Halpern, 2011 ; Kim et al., 2015), ce
qui renforce notre analyse sur les protéines DNMT de N. furzeri. Toutefois, il faut faire
attention au fait que les séquences trouvées dans la base de données NCBI sont des séquences
modeles, inférées par homologie sur base du séquengage du génome, ce qui peut induire
possiblement des erreurs de séquence di a ’apparition de différences dans la séquence
génomique entre des especes différentes a la suite des phénomenes évolutifs (Day et Tuite,
1998 ; Gallego et Virshup, 2007).

Les résultats d’identité et de similarité des alignements des séquences protéiques sont
présentés dans le tableau 9. Les résultats d’identité et de similarité des alignements des
séquences ARN sont présentés dans le tableau 10. Les résultats d’identité et de similarité des

alignements des séquences sont présentés dans le tableau 11.
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Tableau 9. Comparaison deux a deux des séquences protéiques des DNMT de N. furzeri par Dialign
Genomatix. Pour chaque alignement, la similarité (relative a la similarité maximale) et [’identité (en
%) sont donmées. Les valeurs maximales sont soulignées.

DNMT3b DNMT3a DNMT3alike DNMT3b-like LOC107391197
(1458 aa) {977 aa) (848 aa) (555 aa) {1453 aa)

DNMT1 0.007 0.009 0.009 0.006 0.005
(1507 aa) 4% 7% 7% 11 % 3%
DNMT3b 0.412 0.427 1.000 0.582
(1458 aa) 31% 37 % 0% 32 %
DNMT3a 0.980 0.395 0.553
(877 aa) 70 % 47 % 37 %
DNMT3a-like 0.421 0522
(848 aa) 48 % 41 %
DNMT3b-like 0.496
(555 aa) 55 %

Apres alignement local des séquences protéiques DNMT trouvées chez N. furzeri, on
peut observer la présence d’un alignement de 100% entre la séquence DNMT3b et DNMT3b-
like. Les alignements suivant les plus proches sont ceux entre les séquences DNMT3a et
DNMT3a-like avec 70% d’identité et 0,98% de similarité. La séquence de DNMT1 quant a
elle, ne présente que trés peu de similarité ainsi qu'un pourcentage faible d’identité avec les
autres séquences protéiques identifiées. La séquence la plus proche de la séquence non-
identifiée LOC107391197 est celle de DNMT3b-like.

Tableau 10 : Comparaison deux a deux des séquences ARN des DNMT de N. furzeri par Dialign
Genomatix. Pour chaque alignement, la similarité (relative a la similarité maximale) et l'identité (en
%) sont données. Les valeurs maximales sont soulignées.

DNMT3b DNMT3a DNMT3a-like DNMT3b-like LOC107391197
{4593 bp) {5954 bp) {6670 bp) {1830 bp} {5019 bp)

DNMT1 0.007 0.002 0.003 0.004 0.002
(4953 bp) 5% 5% 5% 9% 4%
DNMT3b 0.087 0.082 1.000 0.139
{4593 bp) 14 % 15 % 7% 22 %
DNMT3a 0.309 0.093 0.107
(5954 bp} 25% 39 % 17 %
DNMT3a-like 0.100 0.095
(6670 bp) 35 % 17 %
DNMT3b-like 0.133
(1830 bp) 40 %

On peut observer que les séquences ARN les plus proches sont les séquences de
DNMT3b et DNMT3b-like, rejoignant ainsi 1’alignement des séquences protéiques. De
méme, les comparaisons de la séquence de DNMT1 avec les autres séquences montrent
¢galement de trés faibles d’identité et de similitude (<10%). La séquence la plus proche de la
séquence non-identifiée LOC107391197 semble toujours étre celle de DNMT3b-like.
Cependant, on peut observer que les valeurs d’identité et de similarité sont plus faible pour
I’ensemble des comparaisons par rapport aux comparaisons des séquences protéiques,

probablement da a la redondance du code nucléotidique. La séquence ARN DNMT3a-like est
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plus proche de la séquence DNMT3b-like, contrairement a [’alignement des séquences
protéiques.

Tableau 11 : Comparaison deux a deux des séquences ADN génomique des DNMT de N. furzeri par
Dialign Genomatix. Pour chaque alignement, la similarité (relative a la similarité maximale) et
lidentité (en %) sont données. Les valeurs maximales sont soulignées.

DNMT 3a DNMT 3a-like DNMT 3b DNMT 3b-like LOC107391197
{2787 bp) {2547 bp) {2322 bp) (1124 bp) {4023 bp)
DNMT 1 0.008 0.012 0.016 0.010 0.008
(4524 bp) 8% 5% 4% 16 % 4%
DNMT 3a 1.000 0.014 0.270 0328
(2787 bp) 56 % 8% 45 9% 27 %
DNMT 3a-like 0.017 0.260 0.289
{2547 bp) 8% 43 % 30 %
DNMT 3b 0.009 0.058
(2322 bp) 10 % 13%
DNMT 3b-like 0.295
(1124 bp) 45 %

L’alignement des séquences ADN montre que les séquences DNMT3b et DNMT3b-
like, ne sont plus les séquences les plus proches avec un pourcentage d’identité de seulement
10%. La séquence DNMT3b-like est plus proches des autres séquences avec la plus grande
similarité (0,295) et identité (45%) avec la séquence LOC107391197. Les séquences avec les
plus grands scores de similarité et d’identité sont les séquences DNMT3a et DNMT3a-like
avec un identité de 56% et une similarité de 1,0. Les pourcentages sont a nouveau plus faibles
que ceux de I’alignement des séquences protéiques di a la redondance du code nucléique. Les
alignements de la séquence de DNMT1 avec les autres séquences présentent une identité et
une similarité faibles, similaires aux pourcentages des alignements protéiques et ARN.

Les comparaisons sont différentes suivant le type de séquences. Les séquences
protéiques montrent clafrement des résultats de similarité et d’identité supérieures par rapport
aux séquences nucléotidiques. Ce qui semble logique, considérant la redondance du code
nucléotidique. Avec les résultats d’alignement des séquences protéiques, on peut estimer que
la séquence DNMT3b-like est un morceau de DNMT3Db et serait un pseudogene. La séquence
LOC107391197 présentant une similarité et identité plus importante envers la séquence
DNMT3b-like que les autres, il est probable que cette séquence soit également un pseudogeéne
de la séquence DNMT3b. Le tout étant en corrélation avec les résultats trouvés lors de
I’analyse par HMMER. La séquence DNMTT1 est plus €loignée des autres DNMT, suggérant

une différentiation du géne plus précoce dans I’évolution.

55




Ody Jessica 19/08/2019

4.2.2 Phylogénie des protéines DNMT

Les résultats de 1’analyse phylogénétique sont visibles a la figure 16 et 17.

o5 - N.fu DNMT3b 1458aa
39 L N.fu DNMT3b-like 555aa
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so [L_

79
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Danio rerio dnmt3ab
—— N.fu DNMT3a-like 848aa
90 |— Xenopus tropicalis dnmt3a
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g1 [ Homo sapiens DNMT3A

97 I Mus musculus Dnmt3 a
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Gallus gallus DNMT1

Anolis carolinensis DNMT1
Homo sapiens DNMT1
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lr Xenopus tropicalis dnmt1
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Figure 16 : Analyse phvlogénétique de 23 séquences protéiques par la méthode Maximum Likelihood basée sur le modéle
JTT (Jones et al., 1992), avec une valeur de bootstrap de 3000 replicas (Felsenstein, 1985). L arbre montrant la valeur log
likelihood la plus élevée (-7587.66) est montré. La valeur présente a cété des noeuds de 1'arbre représente le pourcentage
d’arbre contenant ce taxa. L arbre de depart de cette analyse a été obtenu par Neighbor-Joining avec la valeur log
likelihood la plus élevée. La longueur des branches mesure le nombre de substitutions par site. N fu uncharacterized protein
1453aa correspond a la séquence LOC107391197. Les organismes représentés sont Xenopus tropicalis. Nothobranchius
Sfurzeri, Danio rerio, Gallus gallus, Anolis carolinensis. Mus musculus et Homo sapiens.
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Figure 17 : Analyse phvlogénétique de 27 séquences protéiques par la méthode Maximum Likelihood basée sur le modéle
JTT (Jones et al., 1992). avec une valeur de bootstrap de 3000 replicas (Felsenstein, 1983). L arbre montrant la valeur log
likelihood la plus élevée (-42430.07) est montré. La valeur présente a ¢61é des noeuds de 1'arbre représente le pourcentage
d’arbre contenant ce taxa. L. 'arbre de depart de cette analyse a été obtenu par Neighbor-Joining avec la valeur log
likelihood la plus élevée. La longueur des branches mesure le nombre de substitutions par site. N.fu uncharacterized protein
1453aa correspond a la séquence LOC107391197. Les organismes représentés sont Nothobranchius furzeri, Fundulus
heteroclitus, Krvptolebias marmoratus, Oryzias latipes. Takifugu rubripes et Danio rerio.

Les arbres phylogénétiques ont permis de mettre en évidence trois groupes de
protéines pour les deux analyses. Le 1¢' consiste en I’ensemble des séquences de DNMT]1, le
2°M¢ aux séquences DNMT3a et DNMT3a-like et le 3°™ aux séquences de DNMT3b et
DNMT3b-like. On peut observer de nombreux orthologues présent dans chacun de ces
groupes entre les différentes espéces. La séquence LOC107391197 est associée avec les
séquences de DNMT3b et DNMT3b-like. L’organisation des séquences orthologues pour la
1¥¢ analyse correspond a d’autres analyse phylogénétiques menées sur d’autres séquences
(Valenzano et al., 2015). Cette organisation des séquences dans 1’arbre phylogénétique selon
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d’abord I’identité de la protéine puis selon 1’espéce permet de supporter 1’idée d’une
divergence des différentes DNMTs avant la divergence des especes sélectionnées (Ponger et
Li, 2005). La deuxiéme analyse concerne plus spécifiquement le groupe des Actinoptérygiens.
N. furzeri appartient a 1’ordre des Cyprinodontiformes comme Fundulus heteroclitus
(Terzibasi et al., 2007) et K. marmoratus (Vermeulen et Hrbek, 2005). Takifugu rubipes
appartient a I’ordre des Tetraodontiformes. Ces deux groupes sont sceurs du groupe des
Beloniformes auquel appartient Orizyas latipes. Tous appartiennent au superordre
Achantopterygii. Danio rerio est un représentant du superordre Ostariophysii (Steinke et al.,
2006). Cependant, les différents orthologues dans la 2°™ analyse phylogénétique
correspondent moins a cette phylogénie.

Les résultats de [I’analyse phylogénétique confirment ce qui a été établis
précédemment par 1’alignements des séquences, la divergence des différentes DNMTs s’est
déroulé avant la divergence des vertébrés. Le géne DNMT1 ayant divergé plus tot que les
génes de DNMT3, divergence liée a la différentiation de fonction dans la méthylation avec
DNMT]1 impliqué dans le maintien de la méthylation et les DNMT3 dans la méthylation de

novo.

4.2.3 Analyse des ilots CpG

Les résultats de 1’analyse in silico des ilots CpG sont présentés dans les figures 18, 19,

20. Les coordonnées des ilots sont présentées dans le tableau 12.
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Figure 18 : CpG plot de la séquence du géne DNMT1 obtenue par Emboss CpGplot (Rice et al.,
2000). Les différents parametres ont été réglés aux valeurs par défaut (Window Size : 100, Min length
2 200 (taille minimale de 1'ilot CpG pour étre reporté). Min obs/exp: 0.6 (movenne minimale du ratio
Obs/Exp). Min percentage: 50 (minimum de moyenne de pourcentage de GC sur 10 fenétres).
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Figure 19: CpG plot de la séquence du géne

DNMT3a obtenu par Emboss CpGplot (Rice et al., 2000).

Les différents parameétres ont été réglés aux valeurs par défaut (Window Size : 100, Min length : 200
(taille minimale de 1'ilot CpG pour étre reporté). Min obs/exp: 0.6 (moyenne minimale du ratio
Obs/Exp). Min percentage: 50 (minimum de moyenne de pourcentage de GC sur 10 fenétres).
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Figure 20 : CpG plot de la séquence du gene DNMT3b obtenu par Emboss CpGplot (Rice et al.,
2000). Les différents parametres ont été réglés aux valeurs par défaut (Window Size : 100, Min length
200 (taille minimale de 1'ilét CpG pour étre reporté). Min obs/exp: 0.6 (moyenne minimale du ratio
Obs/Exp). Min percentage. 50 (minimum de moyenne de pourcentage de GC sur 10 fenétres).

Tableau 12: longueur et position des ilots CpG identifiés par emboss CpGplot (Rice et al., 2000) sur
les séquences ADN de DNMT3a, DNMT3b et DNMT].

DNMT3a (86 499 pb) DNMT3b (37 479 pb) DNMTT1 (15 241 pb)
Longueur | Position Longueur Position Longueur | Position
(pb) (pb) (pb)

230 9723 2 9952 253 465a717 236 2520 a 2755
273 17468 a 17740 309 6377 a 6685 412 2967 a 3378
260 28609 a 28868 279 13776 4 14054 | 313 3939 4 4251
220 29130 a 29349 214 23504 423717 | 212 7144 a 7355
279 33708 a 33986 207 24443 424649 | 209 8134 a 8342
313 35754 a 36066 307 29931 a 30237 | 229 9679 a 9907
204 43272 a 43475 280 33411233690 | 346 11046 a 11391
254 50503 a 50756

343 51174 a 51516

La présence de pic sur graphe Obs/Exp ainsi que les plateaux de pourcentage calculé

s’explique par la présence de larges régions de séquences non définies (NNN).

La localisation des ilots CpG sur les génes DNMT ne sont pas identiques entre les

séquences de méme que leurs nombres. Le nombre d’ilot est un peu plus grand pour DNMT3a
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ce qui est probablement lié a la taille de la séquence qui est plus grande également.
Cependant, les ilots identifiés sur la séquence de DNMT3a semblent se concentrer sur la
premiére moitié¢ de la séquence, contrairement aux deux autres séquences ou les ilots semblent
plus dispersés. Il se peut que cette observation soit di a la présence d’un large séquence non
définie (NNN). Les ilots de DNMT1 (279,6 pb) semblent avoir une taille moyenne plus
importante que les DNMT3a (264,0 pb) et b (264,1 pb).

Les ilots CpG sont cité dans la littérature comme souvent placé a la fin des génes (Bird
1986 ; Cross et Bird 1995 ; Maegawa et al., 2010), mais les ilots des génes DNMT chez N.
furzeri semblent plus dispersés sans étre liés aux promoteurs, souvent situés en amont des
genes. Les promoteurs des genes peuvent contenir des ilots CpG et de ce fait étre silencés lors
de la méthylation de ces ilots. Chez les mammiferes, environ 50% des génes sont associés a
des ilots CpG (Delgado et al., 1998) et ceux-ci sont rarement méthylés (Toyota et Issa 2005 ;
Jones et Baylin 2007). En effet, la méthylation des ilots aux promoteurs est souvent associée a
la régulation des cellules cancéreuse et au silengage de génes transposables.

La méthylation gene spécifique peut impacter le développement d’un organisme (Foret
et al., 2012), et peut également étre un marqueur de vieillissement (Madrigano et al., 2012).
L’existance d’ilots CpG sur les DNMTs permettent d’hypothétis€é une implication de la

méthylation de I’ADN sur les génes qui en sont responsables.
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4.3 Perspectives

La méthylation possede de nombreux intervenants autres que les protéines DNMT
comme TET3 ou Aid/apobec. Etudier ces protéines chez N. furzeri peut étre intéressant dans
I’étude de la reprogrammation de la méthylation.

Les HDAC (histones déacétylase) sont impliqué dans les phénomenes de méthylation
d’histones qui sont des régulations épigénétiques et peuvent également étre des intervenants
intéressant a étudier dans le cadre d’une étude des mécanises épigénétiques agissant chez N.

furzeri.

4.4 Conclusion

Les génes DNMT sont des génes proches entre eux car ceux-ci sont conservés depuis
I’apparition de la méthylation chez les eucaryotes. On peut cependant observer des différences
fonctionnelles et structurelles entre les familles principales. Chez N. furzeri seulement trois
familles sont présentes, DNMT1, DNMT3A et DNMT3B. DNMT3A et DNMT3B sont les
plus proches que ce soit au niveau fonctionnel ou séquentiel, car les deux sont responsable de
la méthylation de novo alors que DNMT1 est responsable du maintien de la méthylation entre
les divisions cellulaires. Ces trois groupes sont relativement anciens d’apres la phylogénie des
vertébrés mais peuvent présenter des différences entre des groupes animaux
phylogénétiquement proches. Le nombre et la taille des ilots CpG ne semblent pas étre liée a
la taille ou la fonction des DNMTs. La présence d’ilots CpG sur les génes DNMT peut laisser
hypothétiser une implication de la régulation par méthylation de I’ADN des genes qui en sont

responsables.

5. Conclusion générale

Dans cette étude préliminaire, les objectifs étaient de mettre au point un élevage
efficace et I’analyse ainsi que la reconnaissance de stade de développement embryonnaire,
afin de pouvoir évaluer la méthylation globale de Nothobranchius furzeri, un poisson au cycle
de vie court. Le systeme d’élevage est actuellement fonctionnel et en voie d’étre agrandi. Les
stades de développement embryonnaire ont été observé et il est désormais possible de
récupérer les différents stades de développement de N. furzeri.

Un autre objectif était la visualisation de la reprogrammation de I’ADN lors du
développement de I’embryon. Cependant, devant I’incapacité a obtenir des échantillons

d’ADN de suffisamment bonne qualité pour permettre 1’analyse, il a ét€¢ impossible de
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mesurer le pourcentage de méthylation. La méthylation globale a pu étre évaluée pour les
gonades des organismes adultes et ces résultats montrent une corrélation avec d’autres
especes dont la méthylation globale des organes sexuels a été mesurée. La méthylation plus
importante des gonades males est cohérente avec les éléments de la littérature démontrant une
hyperméthylation des spermatozoides envers les ovules. Ce qui renforce la théorie d’une
hérédité paternelle du méthylome.

Enfin I’analyse in silico du génome de N. furzeri présent dans les bases de données
informatiques ont permis de réaliser une analyse préliminaire sur les génes d’intérét que sont
les DNMT dans 1’études des modifications épigénétiques et de la transmission du méthylome.
Trois familles de DNMT ont pu étre mises en évidence : la DNMT1, responsable du maintien
de la méthylation au cours des divisions et les DNMT3A et DNMT3B, responsables de la
méthylation de novo. Les deux DNMT3 montrant une plus forte ressemblance entre elles
qu’avec DNMT1. La mise en évidence des ilots CpG pouvant se trouver sur les génes des
DNMT peut étre une pré-analyse de 1’évaluation de la méthylation des génes DNMT

spécifiques.
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Annexes

Annexe 1 : N. furzeri adultes utilisés dans I’analyse avec le numéro d’identification, le sexe,

le poids du poisson et le poids de la gonade.

N° |Semaine |Sexe | Abréviation| pyids Poisson (g) | Poids Gonade (g) Remarques
1|5semaines |M 15M 0,2696 0,0025
3|5 semaines |M 35M 0,3105 0,0035
4|5 semaines |M 45M 0,2118 0,0017
5|5 semaines | M 55M 0,2061 0,0018
6|5 semaines |M 65M 0,2209 0,0115
7|5 semaines |M 75M 0,2427 0,0124
8|5 semaines |M 85M 0,234 0,001
9|5 semaines |M 95M 0,241 0,0025

10| 5 semaines |M 105M 0,1788 0,0116
7 | 5 semaines |F 75F ND 0,0144 Male a la dissection
1|5semaines |F 15F 0,1756 0,0155
2|5semaines |F 25F 0,1878 0,0166
3|5semaines |F 35F 0,181 0,0126
4|5 semaines |F 45F 0,138 0,0071
5|5 semaines |F 55F 0,1961 0,0231
6|5 semaines | F 65F 0,1652 0,0182
8|5 semaines |F 85F 0,18 0,018
9|5 semaines |F 95F 0,1569 0,0143

10| 5 semaines | F 105F 0,1902 0,0192

11| 5 semaines |F 115F ND ND
1|9 semaines |M 19M 0,9031 0,0079
2|9 semaines |M 29M 0,8333 0,0083
3|9 semaines |M 39M 0,6722 0,0156
4|9 semaines | M 49M 0,6723 0,0106
5|9 semaines | M 59M 0,7699 0,0105
6|9 semaines |M 69M 0,7291 0,0119
7|9 semaines |M 79M 0,734 0,006
8|9 semaines |M 89M 0,6956 0,0087
9|9 semaines |M 99M 0,7622 0,0087

10| 9 semaines | M 109M 0,7244 0,0074
1|9 semaines |F 19F 0,6723 0,08
2|9 semaines |F 29F 0,6261 0,0705
3|9 semaines |F 39F 0,5424 0,0719
419 semaines |F 49F 0,4572 0,054
5|9 semaines | F 59F 0,7383 0,0998
6|9 semaines |F 69F 0,544 0,0654
7|9 semaines | F 79F 0,655 ND
8|9 semaines |F 89F 0,5835 0,0653
9|9 semaines |F 99F 0,7104 0,0867

10| 9 semaines |F 109F 0,5217 0,0658
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Annexe 2 : Séquences protéiques utilisées pour I’alignement des séquences et 1’identification

des domaines ainsi que la comparaison deux a deux dans Dialign Genomatix.

>N. furzeri DNMT1 1507aa
MPSRTSLSLPDDVRKRLELLDEDGCSEEEQVKKKIKLVQDFLHDDAQDQLTSLEEKIKKSEISKEVYISK VKALLGKELHLENGSHV
DGVERNEKRNGLSNGSHKDEEDGDGDVSMDTQEEDTSSSVKSPTTSKGKGGRRSKGSADTKKSPASSRVTRNSVKQPTILSMFSK
VQKRKSDEVNGEPVNETSEPKKEEAVDESREEKRLKVESDEKPAAEEPKPEVNRSASAAKTPPPKCPDCRQYLDDSDLKFFQGDPD
NALEEPEMLTDERLSLFDANEDGFESYDDLPQHKITSFSVYDKHGHLCPFDSGLIEKNVELYFSCVVKPIYDDNPCLDGGVSAKKLG
PINAWWITGFDGGEKALIGFTTSFADYILMQPSEEY APIFALMQEKIYMSKIVMEFLQKNPDATYEDLLNRIETTVPPAGLNFNCFTE
DTLLRHAQFVVEQVESYDEAGDSDEQPIIVTPCMRDLIKLAGVTLGKSMLLYWRAARRQAIRHPTKIEKDNKGPTKATTTTLVYQI
FDAFFSGQIEQNDKEGGVKRQRCGVCEVCQSPDCGKCAACKDMIKFGGSGRSKQGCRQRRCPNLAVKEAEDDENIEEDVPEEKLK
KAPNTKRKKQTQSKLAWIEEPVQTVGKKQFYKKVSVNDEVLEVGDCVSVSSDDPSFPLYLARITSLWEDNNGKMFHAHWFLRGIH
TVLGESSDPLELVVVDECEDMLLNYVQGKVSVTYKAPSNNWSMEGGVDVDLKVIEDDGKSFFYQFWYDVNFARFETPPETLPSEE
CRFSFCGSCTRTKEREEQEIPRPSEPLENEDSDTKALYGLVCFKREQFRVGDGVYLPPDAFHFSVKPASPLKRSHRKEDVDEDLYPE
YYRKSSDYIKGSNLDAPEPFRIGRIKEIFCHRRSTGKSDTSDVKLRLYKFYRPENTHKGVKAGYHTDINQLYWSEEEVTVSVCDVLG
RCQVEYAEDLNESVQEYSSGGPDRFYFLEAYNAKSKSFEDPPNHARSSVHKGKGKGKGKGKGKGKAAQEPQDPHTEPPKVPKYR
TLDVFSGCGGLSEGFHQAGISETLWAIEMWEPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGPP
CQGFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSYLSYCDYYRPKFFLLENVRNFVSFKSSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQAGQYGVAQT
RRRAIILAAAPGEKLPRYPEPLHVFAPRACQLSVVVDEKKYVSNATRGNGGIYRTITVRDTMSDLPEIRNGAAALEISY NGEPQSWF
QRQIRGTQYQPILRDHICKDMSALVEARMRHIPLAPGSDWRDLPNIEVRMKDGNTTKKLRYTHHDKKNGRSSTGALRGVCTCAGG
KPCDPLDRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHAEQHRVVSVRECARSQGFPDTYRFF
GNILDKHRQVGNAVPPPLSRAIGLEIKKCVIERIKQEQAEDNIKQEKMEA

>N. furzeri DNMT3b 1458aa
MDRRTPEEPARNQSLTNLSQNVSVISLISEDEEDIVCVSLEQTENAKEDECFQKQQONLTAAKPGVDMENAGDHHGHCDLVGFIRRC
CGTHVYSPDPKEIVQAVSNTPFCLYLYVGVQVDEGHSTSFVLISYFDQSSGRSVVKLLHTLQISTDTAYPQVSGDTDAVTRAARSDA
CLLIRTLEKLELPLSNMAVFYCSEPQLGEMCVSGLQTFSPNVISLCSIPGIAARASQAALTASFTHVVDLILDIHHHYSTCTSINDSLKE
VFANTQSYNPLCPISTQCSFVTHSVQKMVARWQDLLDYFQSLKQTEVTNQIRMRLMDENVRLHFLFLCHALEPLKALQELQEAGT
KDLAVELQLTSILLQSYAASILRSSAVSGFLWRQDLQLLSSEKDLLPLAEVNIGSQTTDLMWAMGLNGGERDMIGFLKRAQSFYKA
ALQSLMESLPEALGDVTLKNIKDIVKDPKNFTVRHFPKKVLSQIGVQLGLCAVGPTENQLASSYSAFLQMLSQESNWKECNSWAQ
VLSQMRRWTSLHKLLLTLLTMPSSLHRTRVFSEAYPNVRMPHRREENAENSPLLKPRRSRPSVLKRRPPSLARHAGQRREQELEETS
GDSDSTAAKPLSSK TTQLDDRIEDTDNSSDVIDITEGSKMSFTSSQVTPQRKGSHQGEIGLILTSDEEDASLDATATTPRSEELPEGFIG
ELVWGMIVGFPPWPGIIVPNKRQGHPPGMIMVEWYGQKMCFQVSLKTLRPFAEFGLHFSANYFATFITYRESIY TSLQEAALRCNK
KFPTELEDGEELLKHLLDWAFGGFQPSGPAGFKPANGKEMTRPVVKTKLVGKVDLFTNQSDPMKNKTKLSSEMNNAAAVPLNNL
SCTSFQSKTDNRNKFDPEKKRSKSLERKGSRGTLSTEMEKHGSLEEEKDEWAKEWEKMKPVSGRRSSRGSTRVGRSLKKTFGPFY
GLDDDMSPDFVPSKKKNFVKTYNKGSQATSVYTQPDQKLREETIHRIMNLKLDIEGFCLCCGTENIEISHPLFQGSLCLKCKDNFTE
TLYRYDEDGYQSYCTICCYGLEVILCGNDSCCRSYCEDCLNILVGPGTFESLKHLDPWICYLCQPHLPHGALVPRVDWSVQVQELF
ANNSAMEFEPHRVYPSIPAYLRRPVRVLSLFDGIGTGYLVLKDLGFKVEKYVASEICEDSVCVSTINHDGK VSHVGDVRFITQENLE
KWGPFDLLVGGSPCNDLSIVNPIRKGLYEGTGRLFFEYFRILQLLKPKEDNPLPFFWLFENVVFMNTHDK VNICRFLECNPVLVDAV
KVSPAHRARYFWGNIPGMSRPIIASQNDKLSLQECLEIGREARVTK VRTITTNPNSLKQGKDVSLLPVLQNGSEDNLWITELEKIFGF
PKHYTDVRNLNRQQRQKLLGKAWSVPVIRHLFAPLKEYFACEELPLLTVPSTSSSVSPPLPHTLQTSTSFQQ

>N. furzeri DNMT3a 977aa
MPSNTVANTNTTSFKSSDFADSPGNRLGESTILDMDLMEEKSALSSASCKAGKPGRKRKQLPVESCSSLAGSLNVSKSYSGVRRPF
MAQVHNGEMDTHEDKMPDACFPKQERREVENGISLELSSCQAEDSSQDRSLSPSNENGFLSSQDEQDSEKDKDDGLMMQRKKRG
RRKLERPTKYVEQKEDEGCDAIK TEGGRGRQRGGVGWEISLRQRPMPRVTFQAGDPY YISKRTREEWMAK WKMEAEKKAK VMS
VMNTMKDLEQNQTKTQEEEVSVIKHPQPSTPQQEPEPQPHSQTLSRPPYQQQSQPCLPQQQQQQPTEPASPTVATTPDPVAIGVEDK
ASPKSADAEPEYEDGRGFGIGDLVWGKLRGFSWWPGRIVSWWMTGRSRAAEGTRWVMWFGDGKFSVVCVEKLMPLSSFSNAFH
QPTYNKQPMYKKAIYEVLQVASSRAGKSFITCPESDETETSKSVEMLNKQMIEWAMTGFQPTGPRGLQPPEEERNSEVYPEMWVEP
EAAAYTPPPAKKPRKSTAEKPK VKDIIDERTRERLVYEVRQKCRSIEDICISCGGLNVGLGHPLFAGGMCQGCKNCFLECAYQYDD
DGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGQGAAHAAIKEDPWNCYMCCPKGVFGLLERRSDWPSRLQHFFANNH
DQDFDPPKLYPPVMVEKRKPVRVLSLFDGIATGLLVLRELGIQVDRYVASEVCEDSITVGIVRHQGRIMYVGDVRNVTRKHIQEWG
PFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKEGDDRPFFWLFENVVAMGVSDKRDISRFLECNPVMIDAKEVS
AAHRARYFWGNLPGMNRPLSAMFTDRLDLQDCLEHGRTAKFGK VRTITTRSNSIKQGKDQHFPVYMNEKEDILWCTEMERVFGF
PVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFACV

>N. furzeri DNMT3a-like 848aa
MPSNSPAAAEPPETPENDASNDVSEDRADQDSPEEGTPASPRNKRRVGRPSRKSKQLLPEMATSDPCANASPTPPKEPNVSPSPRKK
RRRQKPEQTEKDKEDPEMDRNCDSPREGETGRLRRRPVPRVTFQAGDPYYISRRQKEEWLSRWKMEVGDKQAERRAYREAEINM
MDDLSEVDFQKEEGPASPAPPPSQQHTDPASPTVAVTPEPVARGDQAMPSEIEYQDGRGFSIGTLVFGKLRGFSWWPGRIVSWWMS
GRSRAADGTRWVMWFGDGKFSVVCVEKLMPLSSFSSAFHQPTYNKQPMYRKAIFEALQVASVRAGRPVPSCDTSEDAEAVELQT
RQMIEWAMTGFLPNGPQSLDPPEEEQNQFKEGYVEMWPEPEAAY TPPPAKKPRKNSAEK AKIREVIDEGTRERLIHEIKKK TRNIED
ICISCGSLNVSLEHPLFIGSMCQGCKNSFLECAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGAGSAAAAIKE
DPWNCYMCGPRSTYGLLRRRDDWPIRLQHFFANNHEQEFEPAKLYPPVAAEKRKPIRVLSLFDGIATGLLVLKDLGIQVDKYIASE
VCEDSITVGLVRHQGRIMYVGDVRNVTRKHIEEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKPDDERPF
FWLFENVVAMGVSDKRDISRFLECNPVMIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMSRPLTPMANDRLDLQECLEHGRTAKFEKLRTITTR
SNSVKQGKDEHFPVFMDNKEDILWCTEMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFACN

>N. furzeri DNMT3b-like 555aa
MEKHGSLEEEKDEWAKEWEKMKPVSGRRSSRGSTRVGRSLKKTFGPFYGLDDDMSPDFVPSKKKNFVKTYNKGSQATSVYTQPD
QKLREETIHRIMNLKLDIEGFCLCCGTENIEISHPLFQGSLCLKCKDNFTETLYRYDEDGYQSYCTICCYGLEVILCGNDSCCRSYCED
CLNILVGPGTFESLKHLDPWICYLCQPHLPHGALVPRVDWSVQVQELFANNSAMEFEPHRVYPSIPAYLRRPVRVLSLFDGIGTGYL
VLKDLGFKVEKYVASEICEDSVCVSTINHDGKVSHVGDVRFITQENLEKWGPFDLLVGGSPCNDLSIVNPIRKGLYEGTGRLFFEYF
RILQLLKPKEDNPLPFFWLFENVVFMNTHDKVNICRFLECNPVLVDAVKVSPAHRARYFWGNIPGMSRPIIASQNDKLSLQECLEIG
REARVTKVRTITTNPNSLKQGKDVSLLPVLONGSEDNLWITELEKIFGFPKHYTDVRNLNRQQRQKLLGKAWSVPVIRHLFAPLKE
YFACEELPLLTVPSTSSSVSPPLPHTLQTSTSFQQ

>N. furzeri LOC107391197 1453aa
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MAGSEVVSPRSSLDKSSRLYVVAWTNRLLKTDFTDVREMGSGACHCQMMDYTFPGSVDLSKVKFDAQSEDDCRHNYSLLQEAFT
ALGVTRTIPVDELIERDLKSSFEFLKWFKVFYAANVNDKDYDPVKARNGQAIDPLQSSAQSRSSDSGSDVEKNGERKTHPYTHKW
KENFKWASPSSIGEQYTYCLYCNNNLNTFKNGVAELTRHANTMKHTKKAAVWLPCSDAAVRFINSHCYTGSTEREQAPASFARCK
LGSQYPDDIVSICRHTPYCVYVYGGVAVGEEDAVSVILVGYFNVEISRHCIRFLDALQLVDGAEDHAAAAVVQTLKKFDLSTDNLA
AAVYIGSNGDASEQIYSHLRELNPNVVALGGLYTIADAACHAGLKELPNWAREMMVDLHAHYSSHSTNNDNLKALFGSDITENGK
AFYLNISCLRFCQLVTKILEVWTDLISYFSSCHEGDGKAKSICSQLKDPKVQATFMFLQQALKPLQRFHSQIQAAS WDNMSLILEEAS
SLLGTYTSYFLQPQAVIDYLKKPDPEILKSKELQLSFQDLNLGGMEDFIKASEATAVLSQVEEDALSFYVALTGCIVEKLPLSDLELK
SVGQLLNPQKGLDMTAAAVEKLGTKLGVCSSPEEVKELTAEFHEYQLTGEGAGDKTALVSLEKHWTQTLKDTRTTSVFRKLVLTL
LSFPCPPLDSQRVFAEALKDGDSEIFSETEDTAERDSDATSYSALRNSAEVKDSQDHTPETNGLDAAVKPCEVRLTKMSYLSGGVC
GVNGGFQNEGTSRGGFGWESSLRQKPPARTVFQAGVGSWSKPIGLDADRSNGHKSKDEASPFRKSTPTKGQHKQYQDGKGFQMG
ELVWGKPKGFSMWPGMVMRWKTKSSPPGMRRVEWFGDGMFSEIYTDKLLPFSAFSRCFCKNSFASLPLYREALYQIIELAAERCG
KSFAHAEGKEQELKLMVDWAFEGFLPTGPKGLLPADSCPVSESADSSLSDSQPAPKRKYVFKSKAVAVMVFNREKIIENLKEKNKT
IRDFCLSCSSPEINVEHPLFEGGLCLRCKENFSETLYRYDEDGYQSYCTVCCAGSEVILCGNSSCCRCFCKDCLEILVAEGTFEKLKDI
DPWNCFMCNPSQCEGNLKLRSDWRVKVQDFFANNSAMEFEPHRVYPSIPADQRRPIRVLSIFDGIATGYLVLRDLGFKVERYIASEI
CDDSIAVGMIKHEGKIEY VNDVRNITRKHLAEWGPFDLLIGGSPCNDLSMVNPLRKGLFEGTGRLFFEFYRILNFLKPKEGDDRPFF
WLFENVVFMSAHDKSDICRFLECNPILIDAVKVSPAHRARYFWGNLPGMNRPLSSFIDDKVNLQDCLEVGRKAMFEKVRTITTKSN
SIRQGKVGSLPVTMNGKEDYLWCTEMEQIFGFPKHYTDVNNMGRGQRQRVLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFECESGQ

Annexe 3 : Séquences nucléiques ARNm utilisées pour 1’alignement des séquences et la

comparaison deux a deux dans Dialign Genomatix

>N. furzeri DNMT1
CACAACACCCGGGTTTCCGCGCGAAAAGACGGCCTGCGCGCGCTCGAACTGCTTGTAGCATCCGCTTGAAGAAGCGCCACTC
GACTGGTAGTCATCTCTGAGTATTGCTGCGGCGATTGACGGCGGCCTAACGCGTTGTTTTATATCAGTTTTTATTGCCCGTGTC
ATCTGCTTCTGCTTTTAGTTAGCTGGTCAACATGCCATCCAGAACGTCCCTGTCTCTGCCAGACGATGTCAGGAAAAGGTTGG
AGCTGCTGGATGAGGATGGATGCTCAGAAGAGGAACAAGTGAAGAAGAAGATCAAGTTGGTGCAGGACTTTCTGCATGATG
ATGCTCAGGACCAACTGACCAGTCTTGAAGAAAAAATAAAAAAATCAGAGATCTCAAAGGAGGTTTACATCTCAAAGGTGAA
AGCCTTGCTGGGCAAAGAACTTCATCTTGAGAATGGCTCACATGTTGATGGCGTGGAGCGTAACGAAAAGAGAAATGGCCTC
TCTAATGGCTCCCATAAAGACGAAGAGGATGGAGATGGTGATGTTTCCATGGATACCCAGGAAGAAGACACGTCATCATCTG
TCAAGTCACCAACCACCTCCAAAGGGAAGGGGGGCCGCAGGAGCAAGGGGAGCGCAGACACAAAAAAATCACCAGCCAGC
AGCAGAGTCACGAGGAACAGTGTGAAGCAGCCAACCATCTTGTCCATGTTTTCTAAAGTCCAAAAGCGCAAGTCTGATGAGG
TGAACGGAGAACCTGTCAATGAAACAAGTGAACCTAAAAAAGAAGAGGCCGTTGATGAGTCTCGGGAGGAGAAACGCCTGA
AAGTGGAGTCGGATGAAAAACCTGCTGCTGAGGAACCAAAGCCTGAAGTTAACAGGTCTGCGTCAGCAGCTAAGACTCCGCC
CCCCAAATGTCCAGACTGCAGACAATACCTGGATGACTCCGATCTGAAATTCTTCCAAGGAGATCCTGATAATGCGCTGGAA
GAGCCTGAAATGTTGACGGATGAGCGTTTGTCCCTGTTTGACGCAAACGAGGATGGGTTTGAAAGCTACGATGATCTGCCGC
AGCACAAGATCACAAGTTTCAGTGTGTACGACAAGCACGGCCATCTCTGCCCGTTCGACTCTGGGCTGATTGAGAAGAACGT
GGAGCTTTACTTCAGCTGTGTCGTTAAACCCATCTACGACGACAACCCGTGCTTGGACGGTGGCGTTTCTGCTAAAAAGCTCG
GGCCCATTAACGCCTGGTGGATCACTGGTTTTGATGGAGGTGAAAAGGCTTTGATTGGCTTCACAACATCTTTTGCCGACTAC
ATCTTGATGCAGCCCAGCGAGGAGTACGCTCCCATCTTCGCGCTCATGCAGGAGAAAATCTACATGAGCAAGATTGTGATGG
AGTTTTTGCAGAAAAATCCCGACGCTACTTATGAGGACCTTCTTAACAGAATAGAGACAACCGTTCCGCCTGCAGGACTCAAC
TTTAACTGCTTCACTGAAGACACGCTGCTGCGCCACGCCCAGTTTGTGGTGGAGCAGGTGGAGAGTTACGACGAGGCTGGAG
ACTCGGACGAGCAGCCCATCATTGTGACGCCCTGCATGAGAGATCTGATCAAACTCGCTGGAGTCACTTTAGGAAAAAGCAT
GCTGCTGTACTGGCGAGCCGCCAGAAGACAGGCCATCCGTCACCCAACGAAGATAGAGAAGGACAACAAGGGCCCGACAAA
AGCCACCACCACCACGCTGGTCTATCAGATCTTTGATGCCTTCTTCTCAGGTCAGATTGAGCAGAACGATAAGGAGGGTGGAG
TCAAAAGACAGCGCTGTGGAGTCTGTGAGGTGTGCCAGTCTCCTGACTGTGGGAAGTGTGCCGCCTGCAAAGACATGATCAA
GTTTGGAGGAAGCGGCAGAAGCAAGCAGGGTTGTAGGCAGAGAAGATGTCCAAACCTTGCTGTGAAGGAGGCGGAGGATGA
TGAGAATATTGAAGAAGACGTTCCAGAAGAGAAGCTCAAAAAGGCTCCCAACACTAAGAGGAAGAAGCAGACCCAGTCCAA
ACTGGCGTGGATCGAAGAGCCCGTTCAGACTGTGGGGAAGAAGCAGTTCTACAAGAAGGTCTCTGTGAATGACGAGGTTCTG
GAAGTGGGAGACTGTGTTTCAGTTTCTTCTGATGATCCATCCTTTCCTCTTTACCTGGCAAGGATCACGTCACTGTGGGAGGAC
AACAATGGGAAGATGTTCCACGCCCACTGGTTCCTTCGCGGGATTCACACGGTGCTCGGAGAGTCCTCCGATCCACTGGAGCT
GGTCGTCGTGGACGAGTGTGAGGACATGCTGCTCAACTACGTCCAGGGAAAAGTCAGCGTCACGTATAAGGCCCCGTCTAAC
AACTGGTCTATGGAGGGAGGGGTGGACGTTGACCTCAAGGTGATCGAGGACGATGGAAAGAGTTTCTTCTACCAGTTCTGGT
ATGATGTCAACTTTGCTCGATTTGAGACTCCCCCGGAGACCCTTCCATCAGAAGAGTGCCGGTTCAGTTTCTGTGGCAGCTGC
ACTCGTACTAAAGAGAGGGAAGAGCAGGAGATCCCTCGTCCATCTGAACCCCTGGAGAACGAAGATAGCGACACCAAAGCT
CTTTATGGTTTAGTCTGCTTCAAGAGAGAGCAGTTCAGGGTGGGAGATGGTGTCTACCTGCCTCCTGACGCCTTCCATTTCAGT
GTGAAGCCTGCCAGTCCGCTGAAACGCTCCCACAGGAAAGAGGATGTGGATGAAGATCTGTATCCTGAGTACTACAGGAAAT
CCTCAGACTACATTAAGGGGTCCAACCTGGATGCTCCAGAGCCGTTCCGTATCGGCCGCATCAAGGAGATCTTCTGTCACCGA
CGGAGCACCGGGAAGTCCGACACCTCGGATGTCAAACTGAGACTCTACAAGTTCTACAGGCCTGAGAACACTCACAAAGGCG
TCAAAGCGGGTTACCACACAGACATCAATCAGCTGTACTGGAGCGAAGAGGAGGTGACCGTCAGCGTGTGCGACGTGCTCGG
CCGCTGTCAGGTGGAGTACGCTGAAGACCTGAATGAATCCGTCCAGGAGTATTCCAGCGGTGGGCCGGATCGCTTCTATTTCC
TCGAGGCCTACAATGCTAAATCCAAGAGCTTTGAAGATCCTCCGAACCATGCCCGCTCCTCTGTCCATAAAGGAAAGGGAAA
AGGCAAAGGAAAAGGGAAAGGGAAAGGAAAGGCTGCGCAGGAACCGCAAGACCCTCACACAGAACCTCCCAAAGTGCCCA
AATATCGCACACTGGATGTGTTCTCCGGCTGTGGAGGACTCTCTGAGGGTTTCCACCAGGCGGGCATCTCCGAGACTCTCTGG
GCCATAGAGATGTGGGAACCTGCAGCACAGGCCTTCAGGCTCAACAACCCTGGCACCACGGTGTTCACGGAGGACTGTAACG
TCTTACTGAAGTTGGTCATGTCGGGGGAGAAGACCAATTCTCTTGGGCAGAAGCTGCCTCAGAAGGGGGATGTTGAGATGCT
GTGTGGTGGACCTCCCTGTCAGGGTTTCAGTGGGATGAACCGCTTCAATTCCCGGACTTACTCCAAGTTCAAGAACTCTCTTGT
GGTCTCGTATCTGAGCTACTGCGACTACTACAGACCAAAGTTTTTCCTGCTGGAGAACGTGAGGAACTTCGTTTCATTCAAAA
GCTCCATGGTTCTGAAGCTGACGTTGCGCTGTCTCGTGCGAATGGGCTACCAGTGCACCTTTGGGGTCCTTCAGGCGGGTCAG
TACGGCGTCGCCCAGACCCGTCGCAGGGCGATCATCCTGGCTGCTGCCCCAGGAGAGAAGCTGCCCCGTTACCCTGAACCCCT
CCACGTGTTTGCTCCCAGAGCCTGCCAGCTGAGCGTGGTGGTGGACGAAAAGAAATATGTCAGCAATGCCACGCGAGGCAAC
GGTGGGATCTATAGAACCATCACCGTCCGCGACACCATGTCCGATCTGCCGGAGATTCGTAACGGTGCCGCAGCTTTGGAGAT
TTCCTACAACGGCGAGCCTCAGTCCTGGTTCCAGAGGCAGATCAGAGGCACGCAGTACCAGCCCATCCTAAGAGACCACATC
TGCAAGGACATGAGCGCTCTGGTTGAGGCCAGAATGCGCCACATCCCCTTGGCTCCAGGCTCGGACTGGAGAGATCTTCCAA
ATATTGAGGTTCGGATGAAAGATGGCAACACGACTAAGAAGCTGCGTTACACGCATCACGATAAAAAGAACGGCCGCAGCA
GCACTGGTGCACTCAGAGGTGTCTGCACCTGTGCAGGAGGGAAACCTTGCGACCCTCTAGACAGGCAGTTTAACACCCTGATT
CCCTGGTGTCTGCCTCACACTGGAAACCGCCACAATCACTGGGCTGGACTTTATGGCAGACTGGAGTGGGATGGCTTCTTCAG
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CACAACAGTCACCAACCCTGAACCCATGGGAAAACAGGGTCGTGTTCTGCACGCCGAGCAGCACAGAGTGGTGAGTGTCAGA
GAGTGTGCACGCTCTCAGGGATTCCCTGACACCTACCGATTCTTTGGAAACATCCTGGACAAGCACAGACAGGTTGGAAATG
CTGTTCCTCCTCCTCTCTCCAGAGCCATCGGGCTGGAGATTAAGAAATGTGTCATAGAAAGGATAAAGCAAGAACAGGCAGA
AGATAACATCAAGCAAGAGAAGATGGAAGCTTGATTGATCTCATTCCCATCCCAGCAGGAATCGACTCTACAAACCCCGATG
TCGGGGAAAATTCTTTTAAATATTTTGGCTTTTAACGGTCACAAAGTGGCGCCGAAGCTCCGTGTAGTAACCATTCCATTTTGA
ATCTTAACTGCTTTTAGTTATGCCATTAAATGTTCAATGTGGGATGAATTGTATGTAGATTTATATGTAATATTTCCAATAAAG
GTCTTATAAAATTGTA g

> N. furzeri DNMT3b
GGAGCTTCGGTCCGGGCCCGGGCGGGGTGTGAACAGTCGGTGTTTAGTAAGTGGAAGGGTCGGCAGACTCCGCACGGGCACG
AGTGAGTTTCACTGTGGAGATGGATCGCAGAACACCAGAAGAACCAGCAAGGAACCAATCACTCACTAACCTCAGCCAAAAT
GTATCTGTGATATCTTTGATATCAGAAGATGAAGAGGACATTGTGTGTGTCTCTCTGGAGCAGACGGAGAATGCTAAGGAGG
ATGAGTGTTTTCAGAAACAGCAGAATCTGACGGCAGCCAAACCAGGTGTGGACATGGAGAATGCTGGAGATCATCATGGCCA
CTGTGATTTAGTGGGCTTTATCAGAAGATGCTGTGGTACTCACGTCTACTCACCTGATCCAAAAGAGATTGTGCAGGCTGTTT
CCAACACGCCTTTCTGCCTGTACCTGTACGTGGGAGTGCAGGTGGATGAAGGGCACAGCACCAGCTTTGTGCTCATTAGTTAT
TTTGACCAAAGCTCGGGTAGGAGTGTAGTGAAGCTGCTGCACACTCTGCAGATAAGCACCGACACCGCTTATCCACAGGTCTC
CGGAGACACAGACGCAGTCACGCGTGCAGCTCGTTCTGATGCCTGCCTTTTGATTCGGACGCTAGAAAAACTGGAGCTTCCAC
TTTCCAACATGGCTGTGTTTTACTGCAGCGAGCCCCAGCTGGGCGAGATGTGTGTGTCTGGGCTCCAGACGTTCAGCCCAAAT
GTGATATCACTCTGCAGCATCCCCGGAATTGCAGCAAGAGCCTCCCAGGCTGCACTCACAGCTTCATTTACTCACGTGGTTGA
CTTGATCCTGGACATCCATCATCATTACTCCACCTGCACTTCCATTAACGACAGCCTGAAGGAGGTCTTTGCTAACACTCAGTC
CTACAACCCCCTCTGTCCCATCTCAACGCAGTGTTCGTTCGTCACACACAGTGTGCAGAAGATGGTTGCCCGCTGGCAGGATC
TGCTGGACTATTTTCAATCCCTGAAACAAACGGAGGTTACTAACCAGATCAGAATGCGGCTCATGGATGAGAATGTCAGACT
GCATTTTCTCTTCCTGTGTCACGCTCTGGAGCCCCTCAAAGCTCTCCAGGAGCTGCAGGAGGCCGGCACCAAAGACCTGGCTG
TTGAGCTTCAGCTCACGTCCATTCTGCTTCAGTCCTATGCAGCCAGCATTCTCCGCTCCTCTGCTGTCAGTGGCTTTCTGTGGA
GGCAGGATTTGCAGCTGCTCAGCAGTGAGAAGGACCTCCTGCCTTTAGCCGAGGTGAACATTGGTTCTCAGACCACAGACCTC
ATGTGGGCCATGGGTCTGAACGGAGGTGAAAGGGACATGATTGGCTTCCTGAAGCGTGCACAGTCCTTCTATAAAGCGGCGC
TTCAGAGTTTGATGGAGAGTTTACCAGAAGCACTTGGGGATGTGACACTAAAGAACATCAAGGACATTGTGAAAGACCCAAA
AAATTTCACGGTCAGACATTTTCCCAAGAAGGTCCTGTCCCAAATTGGTGTTCAGCTGGGTTTGTGTGCTGTTGGACCTACAG
AGAACCAACTGGCATCCAGTTACAGCGCGTTCCTCCAGATGCTGAGCCAGGAATCGAACTGGAAGGAGTGTAACAGCTGGGC
CCAGGTTTTGTCTCAGATGAGACGGTGGACAAGTCTGCACAAACTTCTTCTGACCCTGCTGACCATGCCCAGCTCTCTACACA
GGACTCGGGTGTTCTCTGAGGCCTACCCGAACGTCCGAATGCCTCACCGCAGGGAGGAAAACGCAGAAAACTCCCCTCTGCT
GAAACCTAGGAGATCACGACCTTCTGTGCTCAAAAGGAGACCACCTTCCCTGGCCAGGCATGCAGGCCAGAGAAGAGAACA
GGAGCTTGAGGAGACTTCAGGAGACAGTGACAGCACTGCAGCAAAGCCTTTAAGCTCTAAAACCACTCAACTCGATGACAGG
ATAGAAGACACTGACAATTCATCAGATGTGATCGATATTACAGAAGGATCCAAAATGTCTTTTACCAGCAGTCAAGTGACAC
CACAACGTAAAGGAAGTCACCAGGGAGAGATTGGTCTGATATTGACGAGTGATGAAGAAGATGCCAGCTTAGATGCTACGGC
CACAACTCCTCGCTCTGAAGAGCTTCCAGAAGGATTCATTGGGGAGCTGGTCTGGGGAATGATCGTGGGCTTCCCTCCCTGGC
CGGGCATCATCGTACCAAATAAAAGACAAGGTCATCCACCAGGCATGATAATGGTGGAGTGGTATGGACAAAAAATGTGTTT
CCAGGTCAGTTTGAAGACCCTGCGCCCATTTGCTGAGTTTGGCCTGCACTTCAGTGCCAATTATTTCGCCACCTTCATCACCTA
CAGAGAGAGCATCTACACATCACTTCAGGAAGCAGCACTTCGCTGTAATAAGAAGTTTCCTACAGAGCTGGAAGATGGTGAA
GAGCTGCTGAAACACCTGTTAGACTGGGCCTTTGGAGGCTTTCAACCATCTGGTCCAGCTGGATTCAAACCAGCCAATGGTAA
GGAAATGACCAGGCCAGTGGTGAAGACGAAACTCGTCGGGAAAGTTGACTTGTTTACCAACCAGTCTGACCCAATGAAGAAC
AAGACCAAACTCAGCTCTGAGATGAACAACGCAGCTGCTGTGCCACTGAACAACCTGTCCTGTACTTCTTTCCAGTCGAAAAC
TGACAATAGAAACAAATTTGATCCTGAAAAAAAACGCTCCAAGTCACTGGAAAGAAAAGGGTCCAGGGGCACATTAAGTAC
AGAGATGGAGAAACATGGAAGTCTGGAGGAGGAGAAAGATGAGTGGGCCAAAGAGTGGGAGAAGATGAAGCCTGTGTCGG
GAAGGAGATCAAGCAGAGGAAGTACGAGAGTAGGGAGAAGTCTTAAAAAGACATTTGGGCCATTTTATGGATTAGACGACG
ACATGTCGCCAGACTTTGTTCCATCCAAGAAAAAGAACTTTGTCAAAACCTACAATAAAGGGAGTCAGGCAACCAGTGTGTA
CACACAGCCTGACCAAAAGCTCAGAGAGGAGACCATCCATAGGATCATGAACCTGAAACTGGACATTGAAGGCTTCTGTTTG
TGTTGTGGAACTGAGAACATCGAGATTTCGCACCCTCTTTTTCAAGGCAGCCTCTGCTTAAAGTGCAAAGATAACTTCACAGA
AACTCTATATCGCTACGATGAAGATGGATACCAGTCCTACTGTACTATTTGCTGCTACGGGCTTGAGGTCATACTGTGTGGAA
ATGATAGCTGTTGCAGGTCCTATTGTGAGGACTGCCTGAACATCTTGGTTGGACCAGGGACATTTGAGTCACTTAAGCACCTT
GACCCATGGATTTGTTACCTGTGCCAACCTCATCTGCCCCACGGTGCGCTGGTTCCTAGAGTGGATTGGAGTGTTCAAGTCCA
GGAATTGTTTGCTAACAACAGTGCAATGGAGTTTGAACCTCATCGTGTTTACCCATCTATTCCTGCCTACCTGCGCAGACCAGT
TCGAGTTCTTTCTCTGTTCGATGGCATTGGGACAGGCTACTTGGTGTTGAAAGATCTCGGCTTTAAAGTGGAGAAGTATGTTG
CCTCTGAGATTTGCGAAGATTCGGTTTGTGTGTCGACCATCAACCATGACGGGAAGGTATCCCATGTTGGTGACGTTCGATTC
ATCACCCAGGAAAATCTTGAGAAGTGGGGCCCATTTGATCTGTTGGTTGGCGGTAGCCCCTGTAATGACCTCTCCATCGTAAA
TCCAATTCGGAAGGGTCTCTATGAAGGCACTGGCAGGCTCTTCTTTGAGTATTTTCGCATCCTGCAGCTACTGAAGCCCAAAG
AGGACAACCCTCTGCCTTTCTTCTGGCTGTTTGAGAATGTGGTCTTCATGAACACCCACGACAAAGTCAACATCTGCCGTTTCC
TTGAGTGTAACCCAGTACTTGTGGATGCAGTCAAAGTGAGCCCGGCACACAGAGCTAGATACTTCTGGGGGAACATACCCGG
GATGAGCAGGCCCATCATCGCCTCCCAGAATGACAAACTGAGTCTCCAGGAATGTTTAGAGATAGGTCGAGAGGCCAGGGTA
ACCAAGGTGAGAACGATAACCACCAACCCAAACTCACTGAAGCAGGGTAAGGACGTGTCCCTGCTGCCGGTCCTGCAGAATG
GAAGTGAGGACAACCTCTGGATCACGGAGCTGGAAAAAATCTTTGGATTTCCCAAACATTACACTGATGTGAGGAACCTGAA
CCGACAACAGAGGCAGAAGCTGCTGGGGAAGGCGTGGAGCGTTCCCGTCATCCGTCACCTTTTTGCCCCCTTGAAGGAGTAC
TTTGCTTGTGAGGAGCTTCCTCTCCTGACCGTCCCCAGCACGTCCAGCTCCGTCTCTCCCCCACTGCCCCACACTCTGCAGACC
TCCACCAGCTTCCAGCAGTAGGGGAGTCTCCATCTCCATAGTCTGACAGAATGTTTAGTGTTTAGTTCATTTCAGATTATTTTT
CTTGAATCTTTTATACTTTTTAAAGACACTACAAAATACACACACACACACA

> N. furzeri DNMT3a

GCGCATCTGGAAGAGGGCTGGCCGGCTGGGGTGGCGGAGGACGGGGAGAGAAGAGGAAGGAGGCTCCGGGAGCAAGCGAG
ACAAAAAAGGGTCAGGCCTGGGACTTGGGAAAATCGGGAGAGGAGAGAAGAAGGATCATCTCTAATTTCTTATCATTTTGAG
TTCGTTTTCACTGGAAACTTCCCCTACTTCCACCATCAGGCATTACCCATAAGCCCGTAAGAATCTCAAAAGATGCCGTCCAA
CACTGTCGCCAACACCAATACCACCTCATTCAAAAGCTCAGACTTTGCAGATTCACCTGGAAACAGACTGGGTGAGAGCACA
ATACTGGACATGGACCTGATGGAGGAGAAGTCGGCTCTAAGTAGTGCCTCTTGTAAAGCTGGAAAGCCTGGGAGAAAGCGCA
AGCAACTTCCAGTGGAGAGCTGCAGCTCGCTCGCAGGCAGTCTGAACGTCAGCAAAAGTTACTCTGGGGTGCGCAGGCCATT
CATGGCACAAGTCCACAATGGAGAGATGGACACACATGAAGACAAGATGCCTGACGCCTGCTTCCCCAAACAGGAGAGGAG
GGAGGTGGAGAATGGGATCTCCTTGGAGCTCTCCTCCTGCCAGGCTGAGGACAGCTCCCAGGATCGCAGCCTGAGTCCCTCC
AATGAGAACGGCTTCCTGTCCAGCCAGGATGAGCAGGACTCGGAGAAAGACAAGGATGACGGACTGATGATGCAGCGCAAG
AAAAGAGGAAGACGGAAACTGGAGCGCCCAACGAAATATGTGGAGCAAAAGGAGGACGAAGGGTGTGATGCAATCAAGAC
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TGAGGGAGGTCGAGGCAGGCAACGAGGGGGAGTTGGTTGGGAGATCAGCCTTCGACAAAGGCCCATGCCCAGAGTAACCTT
CCAGGCTGGTGACCCATATTACATTAGCAAGCGGACCAGAGAGGAGTGGATGGCCAAGTGGAAGATGGAGGCAGAGAAAAA
GGCCAAAGTAATGTCAGTGATGAACACAATGAAGGACCTAGAGCAGAACCAAACCAAGACTCAGGAGGAGGAGGTCTCAGT
AATCAAACACCCACAGCCTTCAACGCCACAGCAGGAGCCTGAACCTCAGCCGCACAGTCAGACTCTGTCCCGGCCTCCGTAT
CAACAGCAATCCCAGCCGTGTCTGCCCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCCCACTGAGCCAGCTTCCCCCACGGTGGCAACCACCC
CCGACCCCGTCGCCATTGGAGTGGAAGACAAAGCCTCCCCCAAGTCTGCAGACGCTGAGCCTGAATATGAGGACGGTCGTGG
TTTTGGCATCGGCGACCTGGTTTGGGGGAAGCTGCGAGGATTCTCGTGGTGGCCAGGCCGCATCGTGTCCTGGTGGATGACGG
GCCGGAGCAGAGCTGCTGAGGGAACCAGATGGGTCATGTGGTTTGGAGATGGAAAATTCTCAGTGGTCTGTGTAGAGAAACT
CATGCCTTTAAGCTCCTTCAGTAATGCCTTTCACCAACCAACTTACAACAAACAGCCCATGTACAAAAAAGCCATCTATGAAG
TGCTGCAGGTGGCCAGCAGCCGGGCAGGAAAATCCTTCATAACCTGCCCTGAAAGCGACGAAACAGAAACCTCCAAGTCGGT
GGAAATGTTGAACAAGCAGATGATCGAGTGGGCCATGACCGGGTTTCAGCCCACCGGACCCAGGGGCTTACAGCCTCCCGAG
GAGGAGCGTAACTCGGAGGTTTATCCTGAAATGTGGGTGGAACCGGAAGCTGCAGCCTACACCCCTCCTCCTGCAAAAAAAC
CTCGCAAAAGCACAGCTGAGAAGCCCAAGGTCAAGGATATCATCGATGAGAGAACGCGAGAGCGACTTGTCTATGAAGTGA
GACAAAAGTGCCGCAGCATCGAGGATATCTGCATCTCTTGTGGGGGTTTGAATGTTGGCCTGGGGCATCCTCTGTTTGCTGGA
GGAATGTGTCAGGGCTGCAAGAACTGCTTCCTAGAATGTGCTTATCAGTACGACGACGATGGGTATCAGTCCTACTGCACAAT
CTGCTGCGGCGGGCGAGAGGTTCTCATGTGTGGAAACAACAACTGTTGTCGGTGCTTTTGTGTCGAGTGTGTGGACCTCCTCG
TCGGTCAAGGAGCCGCCCACGCCGCCATCAAAGAAGACCCGTGGAACTGCTACATGTGTTGTCCAAAGGGGGTGTTTGGTCT
GCTGGAGCGCCGATCAGACTGGCCCAGCCGCCTGCAGCACTTCTTTGCAAATAATCACGATCAAGATTTTGATCCACCGAAGC
TTTACCCCCCTGTCATGGTGGAGAAGAGGAAGCCTGTTCGTGTCCTGTCACTATTTGATGGCATAGCAACAGGACTCCTTGTG
TTAAGAGAGCTTGGCATCCAAGTGGATCGCTACGTAGCGTCTGAAGTGTGTGAAGACTCCATCACAGTGGCATCGTCCGGCAT
CAGGGACGCATCATGTATGTCGGCGATGTGAGGAATGTCACCCGCAAGCATATTCAGGAGTGGGGTCCTTTTGACCTTGTTAT
TGGTGGAAGCCCCTGCAATGACCTGTCCATAGTAAATCCTGCTAGGAAGGGTCTTTATGAAGGCACCGGCCGTCTGTTCTTTG
AGTTTTACCGGCTGCTCCATGAGGCTCGGCCAAAGGAGGGGGATGACCGCCCTTTCTTCTGGCTGTTTGAGAACGTGGTGGCC
ATGGGTGTCAGCGACAAGAGGGACATATCTCGCTTTCTAGAGTGTAACCCAGTGATGATTGATGCCAAGGAGGTGTCTGCTG
CCCACCGTGCTCGTTACTTCTGGGGTAATCTTCCTGGGATGAACAGGCCTTTATCTGCGATGTTCACTGACAGGCTGGATCTCC
AGGACTGCTTGGAACACGGCAGAACAGCTAAGTTTGGCAAAGTGAGGACCATCACCACCAGGTCTAATTCCATCAAGCAGGG
TAAGGACCAACACTTCCCCGTATACATGAACGAGAAGGAAGACATCCTCTGGTGCACTGAGATGGAGAGGGTGTTTGGTTTT
CCCGTCCACTACACGGACGTGTCCAACATGAGCCGACTGGCAAGGCAGAGGCTCCTGGGCAGATCCTGGAGCGTCCCCGTTA
TCCGCCACCTGTTTGCACCACTCAAAGATTACTTCGCCTGTGTTTGAGAAGCAGGAGATGTTTGCGTTCAGCCATTTAGGAAC
TACAGCTGTATTTTTTGGTTAGAAATAAGAGCCTTGAACCTCAAATTATACTGTAGTATAATTTGAAAGCGAATCGTTGACGT
AGATTTCACATTATCTCTTGTATTTAAATTGCGACTCTTATTCTATTTAAGTTCAGTTCGACCTTTTAGCAGTGTTATTGACTTG
TTTATTCGTCTGTGCAAGCTATGCTCTTCTCCTCAAGACACTGAGACGTAAAAATGCTAAACGTGTAAAAGAGACGGTAAACA
TCAGAAAGTCATCCTTTCAAGCGTATGTGAAATATTTGTGAGCGTACTGTACGTCGGGCTGCCGGCCTGCCACCCGCAGCGCA
GCCGAGCTTCCAGCTACTGAGCCTCACAGACGTGGAGAAGAAAAGAGGAGTTTTCTTCGTGGTCAGGAGAGCCGTTTCTCTG
AAAATCCAAAACACCAGATCACATATACCTCTATGTTTACAGTTTCTATACACAGCTGGCGGTAATAAAGGTACTACTGTAAT
ATGGTTACAACACCATGGTGCTCCAAGATGATCAGAAGCATCATAGCCCATGTGGCACTAAAACTTTGGATGATGCAGAGCT
CCTAATCCTGTTGCTGGAAAGATTTCTGTTAGATATTTTTTTACATTTGATGATAAAACATTATTTCTGTGCTGTTTTCTTTATT
TGAACAGAAACACAGGAGGCACAGACTTTACAGGCTGTCCTCTTTTACAGCTTTTATACTGTTTCTACTGGTGCTCATTTCTTG
TCTCAGCCTTGCTGCTCCCAGGCTCACAGCTGGGTCTGCACAAACAGAGAGTGAAGCTAGCCACATGGGGAATGATGTTTTCT
GTCGTTTTAAACGGGGGGAAAAAAAACTTTTAAAATCAAAGTCTGGTGAGCTACTTTTTCCTAGTTTCATCCAGATGAATATT
ACTGTACAACTGTTAGTAAGCGCTGCTGCAGGAGGAAGGCTAGCGTCCTCCTCCTCAGCATCCGCCTCTCAGATAACTTTCAG
GTGCAAATCTTCAACATCATGGTGCGGCTTGACTTTTTATAGCAATTTTGTGCTGTTTTATCAACAATATAAAGCACTTTTATA
TGTATACTTTTTCCCTCTTGGTTTTTTTTTAAAGATTTTTGGTTCTTGTGAATCGTTTGATGATGTGAACTGATCTACCCTTGTGA
AACACATTTTGTATTCAGTAGGGCTGTGCCAGTAGACGTGTGGCTTTGATATGTGAAACTCCCGTTATTGGACCGTGTAGAGT
TGGTAAGTTGGCATTTTGTAGTCCCGAACTTCTCCTTTCCGCCATTTTTCGTAGTGGACTCAACTTTCAGCGCAATATGTCACC
ATCCAAACTCAAAGAATGTCTTTTTATTAAGATTGTAAACTACCAGGCAGAGTTTAAGAACTTTGTCGTCTTTCTGTTATATTT
TATCTGCCTTGTGAAGGAGAGTTTTCCTGTTTTAAAGTTTGCTCACATCCACAACCTAAATTCTCTCGATTGCACGCTCAAAGA
TAAATCTGGAGGATTTACGCGTCATTTTGTCAAAACAAAAAACTTACAAAGTGTTAGACATAAAAGAGCCTAAACAAAAGCT
AATTATATCACTTGATTGTATCATATTTAAGATTAGAATTAGAAATTTAATTTCTTAGTGTAGTTAATTTCTTAAGTGACCTTAT
TGCCCTTGTTTTTGTCCTGATGGAGACGCGGCACAAGCTCTGACGCTCTGTGATCGTTTAACCAGACCTATCCTCCAATAAAAC
AAATCATCCCTTCATCTTTGTACATTTTTACATTTTGTAAATAGTTTTCCAGTTGCTGTTTTCTTTTTACCTTACGACATGTACA
AATTTAATTCTCTGTTAATATATATCATCAGAAAAAAGTCAAGTGGTGATTCAGAACTTGCTTTAAACATGTAGGTGTGGAAA
GGTCCCAGGTCAGCTTACTGGTTTGTTTGTGTCGAGAGTTCAGATTTGATGTTGTGAGCTTAGCTGATGAACAGCTTTAAGGG
GAAGCTTCACCGCACAGCCCTGCCCAGTGATGGTTTTATTTTTGCTTCTTTTAGCTTTTGTAAGATAAAAAAGTGGGATTATAG
GTGTTTCCAATGGTGCTAAACATTTGATCTAATCAAGAAAAATATATTTGATTGGAAAATAAATGAAAATGTCTTGATGATGA
CTGTTTTAAGTTCCTTTTAGTAATGGAAAAGACTTATTATTTTACTCGTACAAATATATTAACAAAGGCATTCTAACTTTGTAC
TTGAAAAAATATTGAAAAGTTTCTTATATTGTTTTAGACTAGATTGCTGTAGTTGGTGCTTTTCTGTGGGAAAGTTATGTGAGC
AAAAACAGTAAAACCCTTTACTGTAGCATATAAAAACACTTCTTTATCCTACATTCCACAACATATTATTCTCCACGTCACTTC
TTTTAAATGTTGCATTGAAATAATGCATTTTTGTTTTTGAATTTTCATGTTTTTATATTCACAAGTTTTTGTTTGCTGTTCAAGAC
AGGTCAAATATTGAGTGATGCTGTCGACACTCTGACGTTTCTGTTGTTTTTGTCATAAATGTTTTATGGCCTATACGCTTTCCTT
CAAAGACCAGTTTGTACAGCAAATGTAGCAGCCATTCTCCACTTTGACTCCCTCATATACTTCAGTTTAGTGTCCAGAGAGGA
GATAAAGGCTCTGTATGTACTTGTGTGCTGGAGAACACTTGAATAAATGTCTTGTTTTTGTGCAAAAAACA

> N. furzeri DNMT3a-like
CCTCGTGATAGAGAGCGAGTGCGCGCGAGCCCGCAGCAGCGGGGAGAGAGGACCCGGTAGAACGCGAGGAGGGGGAGACA
AGAGGGGGAGAGAAGGAGTGAGCCATCGTCAGGGTCCGGGTGGCTGAGGGAAGGACGATACAGAGCCAGGGAGGACAGAG
TGGGACAGCAATCGTCCAGCTAGATTGAATGAAGCTGCACCAGGAGTTTCCGAGGGCCGTTCCCATGTTTTGATTTGCTTAGT
TTTTATTTTATTTTTTTTTTCTTTCCTTTTTTCTTTTTTTGGGGGGGTGGGGGGGTTGAAGTTGACCGTTTCCCACCATGCCGTCC
AACAGTCCTGCAGCCGCCGAGCCACCTGAGACGCCGGAGAACGATGCTTCTAATGATGTGAGCGAAGACAGAGCAGATCAG
GACAGTCCCGAGGAGGGGACGCCAGCAAGCCCCCGAAATAAGAGAAGAGTGGGTCGTCCCAGCAGGAAAAGCAAACAGCTG
CTTCCTGAGATGGCAACCTCTGACCCCTGTGCAAATGCCTCCCCAACTCCGCCCAAGGAGCCGAATGTTTCCCCCTCCCCTCG
CAAGAAGCGTAGGCGCCAGAAACCAGAGCAAACCGAGAAGGATAAGGAAGATCCAGAAATGGACAGGAACTGTGACTCCCC
TCGAGAGGGTGAGACCGGGAGGCTCCGGAGGAGGCCCGTTCCCAGGGTGACTTTCCAGGCTGGAGATCCCTACTACATCAGC
AGGAGACAGAAAGAAGAATGGCTCAGCCGCTGGAAGATGGAGGTGGGAGACAAACAGGCGGAGAGACGGGCGTACCGGGA
GGCAGAGATTAACATGATGGACGACCTATCGGAGGTCGACTTTCAAAAAGAGGAGGGGCCAGCCAGCCCGGeeecTeceecce
TCACAGCAACACACAGATCCCGCCTCTCCAACGGTTGCCGTGACACCAGAGCCTGTTGCAAGGGGAGACCAGGCCATGCCCA
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GTGAGATCGAGTACCAGGACGGCCGGGGTTTTAGCATCGGGACTCTGGTGTTTGGGAAGCTGCGAGGCTTTTCCTGGTGGCCC
GGCAGGATCGTCTCCTGGTGGATGAGCGGCCGGAGTCGAGCTGCAGACGGCACTCGCTGGGTCATGTGGTTCGGTGATGGAA
AGTTCTCTGTTGTTTGTGTGGAGAAACTGATGCCCCTGAGCTCCTTCTCATCCGCCTTCCACCAACCAACGTACAACAAACAG
CCCATGTACCGGAAGGCTATCTTTGAAGCTCTGCAGGTAGCCAGCGTGCGGGCAGGGAGGCCAGTTCCGTCATGTGACACGA
GCGAAGACGCCGAAGCGGTGGAACTTCAGACCAGACAGATGATTGAGTGGGCAATGACCGGCTTCCTGCCCAATGGTCCTCA
ATCACTGGATCCTCCAGAAGAGGAACAAAATCAGTTCAAAGAGGGATACGTAGAAATGTGGCCGGAGCCCGAGGCAGCTTA
CACACCTCCACCTGCAAAGAAACCACGCAAGAACTCGGCAGAGAAAGCAAAGATCAGAGAGGTGATCGACGAAGGAACCAG
AGAGAGACTCATACATGAGATCAAGAAGAAAACCAGGAATATTGAAGACATCTGCATCTCCTGTGGAAGTCTGAACGTCTCT
CTGGAGCATCCTCTCTTCATAGGATCAATGTGTCAGGGCTGCAAAAACTCCTTCCTGGAGTGCGCCTACCAGTATGATGATGA
CGGCTACCAGTCCTACTGCACCATCTGCTGTGGAGGGAGGGAAGTGCTCATGTGTGGCAACAATAACTGCTGCAGGTGTTTCT
GTGTGGAATGTGTGGATCTCTTGGTTGGAGCCGGCTCAGCTGCAGCAGCCATTAAAGAAGACCCCTGGAACTGCTACATGTGC
GGACCTCGGAGCACCTATGGGTTGCTGCGACGACGGGACGACTGGCCAATCAGACTACAGCATTTCTTCGCCAACAACCACG
AGCAGGAATTCGAACCAGCCAAATTGTATCCTCCGGTCGCAGCAGAGAAGAGGAAACCGATCAGAGTCCTCTCCCTATTTGA
TGGCATTGCCACAGGCCTGCTGGTGCTGAAAGATCTGGGCATCCAGGTGGACAAGTACATCGCATCCGAAGTGTGTGAAGAT
TCCATCACTGTGGGCCTGGTTCGACACCAGGGACGCATCATGTACGTGGGCGATGTACGCAACGTCACTCGCAAACATATTGA
AGAGTGGGGACCATTTGACCTGGTTATTGGAGGAAGCCCCTGTAATGACCTCTCTATAGTCAACCCTGCAAGGAAAGGCCTTT
ATGAGGGAACTGGGCGGTTGTTTTTTGAGTTTTATCGTCTGCTGCACGAGGCTCGACCAAAACCAGACGACGAGCGGCCGTTC
TTCTGGCTCTTCGAGAACGTGGTCGCTATGGGAGTGAGCGACAAGCGGGACATCTCCCGATTTTTAGAGTGTAACCCAGTGAT
GATCGACGCCAAGGAAGTCTCTGCTGCCCACCGCGCTCGCTATTTCTGGGGAAACCTGCCAGGCATGTCCCGACCTCTAACGC
CGATGGCCAACGACAGGCTGGACTTACAGGAGTGCCTCGAACACGGCCGCACAGCTAAGTTTGAGAAGTTGCGTACGATAAC
GACACGCTCCAACTCTGTGAAGCAGGGGAAAGACGAGCATTTTCCCGTCTTCATGGACAACAAGGAGGACATCCTCTGGTGT
ACGGAGATGGAAAGGGTGTTTGGTTTCCCAGTCCACTACACCGACGTGTCCAACATGAGTCGTCTGGCTAGGCAACGGCTGCT
GGGACGTTCCTGGAGCGTCCCCGTCATCAGGCACCTCTTCGCCCCGCTCAAGGAGTACTTTGCCTGCAACTAGTTACAACTTT
CTCTAACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACCAACTACAAACAGTATATGAAGGTTGGCTAACGCAGA
ATGACTCAGACCGGTCACACACATAAACACAAACACACACATACATAAAGTAAAGGACTGCTTCTCTACATCCCGTATAGAT
CACTGGTTGACCTTTGTCCCCCTGGTGCTACCTTGCTGATTTTTAAACACACTGGTGCAGGGTTTCTGTACTGTAACTCTTCAT
ACACACACTTCCTGTTCCAACCTTGAAACTGATGTCTTCTGGCTTTAATGTGCTGCAATAGCTGGAGTTTTAGCCTCCAGGGGG
CGCAATACTCACACAAACGCCCCAACTTTGTGTTTTTATTATGTCTCTGAACACATCAACACACTAGTGACTCCTTCTGCCATA
AAGCATAACTGAATTCATGTTTAGTGACAGATCTACTGGTGTACTACAGTGAAATGAACACAGGTACATCCACACACACCAA
TTAATGCTTGTGGTGCTAGTCAGGTAGTGACAGAGTCCAAATGGTGCCATTTCAATACTACATTTTTATAGTTTTTGGTGCTCT
TAGAGGCTCAATTCAACCGGACTTTTACAAGCAGGCAGAAGCAAAAAACAGAGAGCAAATGGTTTTTAAAAGTAAAAATTTA
AAGTGGATTTTTGTTTCAGAGTGACTTTTACTAAGCTAGGTTTTAAGATTTCATGCTTCTTCAAGGAAGAGCAGCTCTGGTTCC
ACAATGATCTCAGCATATTGGTTTAAACCTGTTTGTATTTAAATTCAACCAGCTTGATCTAAAATACTGGGATGGATGGTTATT
GAATAAATATTAAAGAATACTGCAGCAGTTTAGAAGATTTGATAAAGAAGAGTTTGGATAATAACGTCAATATTTGCTGTTTA
GGATAGATTTAGCTGTGCAAAAACACGACTAAACCTTAAAATAACAGAGCATCCTCCTTAGCATTTAGCTAGTGCTGCTCTAG
AACATAAACAGTACCTTTGATGAGCAAATATGTGTATGTATCAGTATTTTCATGCTTCATAGAGCCTGTCGCTGTCTGCTACTG
GACCAACGGTTAGCATCATGTCCAAAGCTTTGTGGCATTAATCTTTTGAAGTTCCAGCCCGCTTTAACTCACCTTGTGAGATCC
TGCAGAGCAGCGCTTCCTACAGAAACTAAACTGAATCATCAAAGGACTTAGATCCTGGCAGCAGCATGTAATGAACCCTCCT
CTTGAGATGCATCTTCTCTCGTGCCTCAACTCCAGCGTTGCCCTTTTTTGTCTGGTGAAACCATCCACCAGTCGTTGGCTCCAT
AGAAATTCACTTTGTGCTTCAGTTCCTGCAAAGCAGCGACATCCACTGGAATCAGAGACAGACTTTTACTGCTGGTTTTCTGCT
TTCTACATCTGAAACGGATAACCCTGGATAAATAACCGACAGTTCCTTATATAACACAACTTTTTTATTCTGCCTTCTGCTGAC
AATAAACTCAGCTGCTGCTCGACTTTAGCAGAGGGGGTGGCTTCTTTTAAGTGAGGCAGTTTCTAATTATCTCACACACACAC
TTGCACACACACACACACATGCGCGCACACACACACACACACTTGTTAAGAAACACACAGTCACTGATGTGTGTTTTACCTAC
ACAGGGCTGTCTTCTGGTTCATCATTTCAGTCTGGTGCTTGTGGTCTTCAGACGACCATCTTTTCCAGAAAGCCTTCCAATCCT
CTGACCGTTCTCAGATACCAGCTTCTAACTTTACTCCTGCTGTCTATGATGACACACACACACACACACACACAGCCTCTCAA
GTTAACAATAAACCAGCAGGTTCAAACTTTTCCATCATGTTTACTCACTGTTTCTACAACCAACCTTCAGGTGCTTTTTTAACT
GCTCTTTTTTACAGTGCTCTTGCAGGTCGCACACACACACACACACACATATTAGCTGGAAACACAGCTAATAATACCTACTC
TGTTATGAAACATCACAATCACACATGCATACACACTGTGTTCTTTACCGGTCGCCTGCTGCCATCAGGCTTCCTACGGCGCTG
CAGAGTGTGACATCATCACCCTGCGACGCTTGGTGCTCCCATCCCCACATCCTTCTCTCTGACCCAAATCCCCTCTGAACACCA
CCATCCCCAGGTGCTGCATGTCAGTCAGTCAGTGTAATCTCTGATTCCATGTTAGATTAGGGAGTAATGATAATAATAATATT
ATGGTAATAGTAATTACAATAATAATCTGTTATCGTGTTTGTGTACTGTTCCAGGTTGGTGCTCAGTTCAGTTCAGTCTCGGCC
TACAGAGGGGAGAGAAGGAGGCTAGAGAAGGCATATATTACAGTTAATGTAGTGACTTGTTCTATTGTATCCAAGAATGACA
AAAGAAACTGGAAACAATGAGCTGCACACTGATCTCAGATCAGAAATGAGTTGAAACAGCTGCTGAGATACAAACCACCATC
ACTGCTGGTGCTTCTGAACCGTGTGCTTTCCAGTCCAGTGCAAAACACTTAGGGTTCTTAAATCTGTTAATTGACTAGAAAAG
TAAAGGGTTTTCCCACCTGCGGCGTTTGGTCCCTTTAAATTGAACCTTGGTCGTTTTCTCCCTTGGTTCTGATTGGTTCAGTTGG
GCAGGCATGAAAATGACAATCATACCTGAGGAGGTCTCAGTTAGACTTCCTGTATTACCTGAATTACTGTATCCATTTTAACT
ATATAATTAATCATGGTGCTATTTCTTAAGTTTACTGTGTTTTACTGTTAATTTGACCAAAATCAAATATTTAATCATCACAAC
TGTTCATCTTTACCTCAGTTATAATGATAACTATATATCGATGAACAAGAGATAGTTTGTTCACAATTTTATTTTTACAAAAAA
ATCCACATAGACGTGTATGTCCTTGATGAGGGCATTTGTTGTCTTTTACGCTAATGAGGCGGTGCAAACTAGAGTAGGTGTCA
CCATTTTTAATGAACATGGGATTCAGCAGTTTATGCATTTCTTAGGATGTTTTGTTTTAAAACAGAACTAGTGATAATAAGCTA
ACTGGTCATTTTATTGACTTGGTTAACAATCATCATGAGAATTAAAAAAAAATCTGTTCTGTATCCATTCACGGGAATTTAAG
AGGCTTTAACCAAACAAGAAGTTTTCCGAACATTGGGATCACTGACCGAAATGCACATTCCGGTTGATCTAAAACGGTGCAA
CTTCCAAACAGTTTGTGCTCTCCAGCAGTTTTGTTTTGACACACTTCTGTCTGAGAGTGAAGCAGGACGAGCGATCGGGAGAG
GAGACATTTGGTGACGCAGTGATGGTGTTTCTGTTTGCCTATCAACAGCTTTTAGGCTGAGTGATGTGCTGTTTTAAACACTGA
TACACTTTCTAAACAAACACGTAAAACACTGCTCTAGACACACAGAGACACACGCAGCACCTACAGATACAATGCTGTGGCG
CATGCAGACACTCATCTCATGGACTCAATGAAAGATGAGCATTTAGGAAAAGGAGGACCTGTTGGTGTTTCAAAAGGTGCTA
AAATTTTATCTGAAAATAAGAAAAAATATATTGTTAGGAGTATAAATCAAGTTTGTCTTTACAATGACTGTATTTAAGTTTGTT
GTAGCTATGAAAAGGCACTATTATTGTTTTACTCTTGTATGAATATGAACTAATTAAAAAACATTTTAACTTTGTACTTGAACT
ATGTAAAAATGAACCGTGAATAAAAAAAGGACTGTTTCTTGTGA

> N. furzeri DNMT3b-like
ATCTCGACTGCCCAACGACAGACAGAGATGGAGAAACATGGAAGTCTGGAGGAGGAGAAAGATGAGTGGGCCAAAGAGTGG
GAGAAGATGAAGCCTGTGTCGGGAAGGAGATCAAGCAGAGGAAGTACGAGAGTAGGGAGAAGTCTTAAAAAGACATTTGGG
CCATTTTATGGATTAGACGACGACATGTCGCCAGACTTTGTTCCATCCAAGAAAAAGAACTTTGTCAAAACC TACAATAAAGG
GAGTCAGGCAACCAGTGTGTACACACAGCCTGACCAAAAGCTCAGAGAGGAGACCATCCATAGGATCATGAACCTGAAACT
GGACATTGAAGGCTTCTGTTTGTGTTGTGGAACTGAGAACATCGAGATTTCGCACCCTCTTTTTCAAGGCAGCCTCTGCTTAAA
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GTGCAAAGATAACTTCACAGAAACTCTATATCGCTACGATGAAGATGGATACCAGTCCTACTGTACTATTTGCTGCTACGGGC
TTGAGGTCATACTGTGTGGAAATGATAGCTGTTGCAGGTCCTATTGTGAGGACTGCCTGAACATCTTGGTTGGACCAGGGACA
TTTGAGTCACTTAAGCACCTTGACCCATGGATTTGTTACCTGTGCCAACCTCATCTGCCCCACGGTGCGCTGGTTCCTAGAGTG
GATTGGAGTGTTCAAGTCCAGGAATTGTTTGCTAACAACAGTGCAATGGAGTTTGAACCTCATCGTGTTTACCCATCTATTCCT
GCCTACCTGCGCAGACCAGTTCGAGTTCTTTCTCTGTTCGATGGCATTGGGACAGGCTACTTGGTGTTGAAAGATCTCGGCTTT
AAAGTGGAGAAGTATGTTGCCTCTGAGATTTGCGAAGATTCGGTTTGTGTGTCGACCATCAACCATGACGGGAAGGTATCCCA
TGTTGGTGACGTTCGATTCATCACCCAGGAAAATCTTGAGAAGTGGGGCCCATTTGATCTGTTGGTTGGCGGTAGCCCCTGTA
ATGACCTCTCCATCGTAAATCCAATTCGGAAGGGTCTCTATGAAGGCACTGGCAGGCTCTTCTTTGAGTATTTTCGCATCCTGC
AGCTACTGAAGCCCAAAGAGGACAACCCTCTGCCTTTCTTCTGGCTGTTTGAGAATGTGGTCTTCATGAACACCCACGACAAA
GTCAACATCTGCCGTTTCCTTGAGTGTAACCCAGTACTTGTGGATGCAGTCAAAGTGAGCCCGGCACACAGAGCTAGATACTT
CTGGGGGAACATACCCGGGATGAGCAGGCCCATCATCGCCTCCCAGAATGACAAACTGAGTCTCCAGGAATGTTTAGAGATA
GGTCGAGAGGCCAGGGTAACCAAGGTGAGAACGATAACCACCAACCCAAACTCACTGAAGCAGGGTAAGGACGTGTCCCTG
CTGCCGGTCCTGCAGAATGGAAGTGAGGACAACCTCTGGATCACGGAGCTGGAAAAAATCTTTGGATTTCCCAAACATTACA
CTGATGTGAGGAACCTGAACCGACAACAGAGGCAGAAGCTGCTGGGGAAGGCGTGGAGCGTTCCCGTCATCCGTCACCTTTT
TGCCCCCTTGAAGGAGTACTTTGCTTGTGAGGAGCTTCCTCTCCTGACCGTCCCCAGCACGTCCAGCTCCGTCTCTCCCCCACT
GCCCCACACTCTGCAGACCTCCACCAGCTTCCAGCAGTAGGGGAGTCTCCATCTCCATAGTCTGACAGAATGTTTAGTGTTTA
GTTCATTTCAGATTATTTTTCTTGAATCTTTTATACTTTTTAAAGACACTACAAAATACACACACACACACACACACACACACA
GAGACACG

> N. furzeri LOC107391197
CACGGCGAACAGCATTTGCATTTTTGCTCGGGCATCGTGGGGCCCATCACTTAGGGTGGGTGCAGGGATTGTTAGCCTTTGGG
GGTAGTGCCGTTCGATGGGACTGCCTCCCGTTCCGATCGCCCAATCCCGTGTTGAAAGCACGTCGCCGGGGTGGTTCTGATGT
GCTGTGGGACGGATTTGAGAGGAGCAGGATCTCTGTACCTGTGGTGGAACAGCCGTGGTGCAAGATGGCAGGTTCAGAGGTT
GTGTCTCCACGATCCTCCCTTGATAAGTCCAGTCGTTTGTATGTGGTGGCCTGGACCAACAGGCTCCTGAAGACAGACTTCAC
AGATGTGCGAGAGATGGGCTCAGGTGCGTGTCACTGTCAGATGATGGACTACACTTTTCCTGGATCTGTTGACTTAAGTAAAG
TGAAATTTGATGCGCAAAGTGAGGATGACTGCAGGCATAACTACAGTCTTCTTCAGGAGGCCTTCACCGCGCTCGGGGTCACC
AGGACCATTCCTGTTGATGAGCTCATAGAAAGAGATTTAAAGAGCAGCTTTGAGTTCTTGAAGTGGTTCAAAGTTTTCTACGC
TGCAAATGTAAATGACAAAGATTACGACCCTGTGAAAGCCCGTAACGGCCAAGCCATTGACCCACTTCAGTCGTCTGCCCAG
TCACGAAGCTCTGACTCAGGATCCGACGTGGAGAAGAACGGAGAGCGTAAAACACATCCTTACACTCATAAGTGGAAGGAA
AACTTCAAGTGGGCAAGCCCCAGTAGTATCGGAGAGCAGTATACCTACTGCTTGTACTGTAATAACAACTTAAACACATTTAA
GAACGGGGTCGCTGAGCTTACCCGACATGCAAACACGATGAAACACACAAAGAAAGCTGCGGTTTGGCTTCCTTGTAGTGAT
GCAGCAGTTCGGTTCATTAACAGTCACTGTTACACTGGATCCACTGAAAGAGAACAGGCGCCGGCTAGCTTTGCACGCTGTAA
GCTGGGATCGCAGTACCCTGACGATATCGTATCCATTTGTCGACACACGCCCTACTGCGTTTACGTTTATGGAGGGGTGGCAG
TTGGAGAGGAAGATGCGGTCTCTGTGATTCTCGTGGGTTATTTCAACGTGGAAATTTCTAGACACTGCATCCGATTTCTGGAT
GCCCTTCAGCTGGTGGACGGTGCGGAAGATCACGCAGCAGCAGCGGTGGTGCAGACCTTGAAGAAATTTGATCTGTCCACAG
ATAATCTTGCTGCTGCTGTTTATATCGGTAGTAATGGTGATGCCTCCGAGCAGATTTACTCACATCTCAGGGAACTCAACCCA
AACGTAGTGGCCTTAGGAGGTCTGTACACCATCGCTGATGCCGCTTGTCACGCTGGGCTTAAGGAGCTCCCTAATTGGGCTCG
AGAAATGATGGTGGATCTTCACGCACATTACTCTTCCCACTCTACTAATAATGACAATCTCAAGGCACTGTTTGGCTCAGATA
TCACCGAGAACGGCAAAGCATTTTACCTCAACATTAGTTGCCTTCGATTTTGCCAGTTGGTGACAAAAATCTTGGAGGTGTGG
ACAGATTTAATCTCGTACTTCAGTTCTTGTCACGAGGGCGATGGGAAAGCCAAGTCGATCTGCTCCCAGCTGAAGGATCCCAA
AGTCCAAGCCACATTTATGTTCCTGCAGCAGGCCCTGAAGCCCCTGCAAAGGTTTCACAGTCAAATCCAGGCAGCTTCTTGGG
ATAATATGTCCCTTATCCTAGAAGAAGCCAGCTCTCTTCTGGGCACGTACACGTCTTACTTCCTTCAGCCTCAAGCTGTTATTG
ACTACCTCAAGAAACCCGATCCGGAAATCCTAAAAAGCAAGGAACTCCAGCTGTCATTCCAAGATCTCAACCTGGGAGGCAT
GGAAGACTTCATAAAAGCGTCGGAGGCAACAGCAGTCCTGTCGCAGGTAGAAGAAGATGCATTGTCCTTCTATGTTGCACTC
ACCGGCTGCATTGTAGAGAAGCTGCCTTTAAGCGACTTGGAGCTAAAAAGCGTTGGTCAGCTGCTTAACCCTCAGAAAGGGC
TGGACATGACAGCAGCAGCAGTAGAGAAGCTGGGAACAAAGCTGGGGGTCTGCAGCTCCCCTGAGGAGGTCAAAGAGCTCA
CAGCAGAGTTTCACGAGTATCAGCTGACTGGAGAGGGAGCGGGGGACAAGACAGCCCTGGTTTCTCTGGAGAAGCACTGGAC

" GCAGACGCTTAAAGACACCAGGACCACCTCTGTCTTCAGGAAGCTTGTTTTGACCCTGCTGTCGTTCCCGTGTCCTCCTCTAGA

TTCTCAACGCGTCTTTGCTGAGGCCTTAAAGGACGGAGACTCCGAGATCTTTTCTGAGACTGAAGATACTGCAGAAAGGGACT
CTGACGCCACCTCTTACTCAGCTCTTAGAAACAGCGCTGAGGTGAAAGACTCCCAGGATCACACTCCAGAAACAAATGGCCT
TGATGCGGCGGTGAAGCCTTGTGAAGTTCGCCTCACAAAGATGAGCTATCTCAGTGGCGGTGTGTGTGGAGTTAATGGCGGTT
TCCAGAATGAGGGGACCAGTAGGGGAGGTTTTGGCTGGGAGAGCAGCTTACGTCAGAAGCCACCGGCCCGTACGGTGTTTCA
GGCTGGTGTTGGCTCCTGGTCCAAACCCATAGGCCTCGATGCGGACCGCAGTAACGGTCACAAGTCCAAAGACGAGGCGTCC
CCTTTCAGAAAATCCACTCCAACCAAAGGACAGCACAAACAGTACCAGGATGGGAAGGGATTCCAGATGGGGGAGCTGGTG
TGGGGCAAACCGAAGGGCTTTTCCATGTGGCCTGGGATGGTGATGCGTTGGAAAACTAAGTCCTCTCCCCCAGGCATGAGAA
GGGTGGAGTGGTTTGGGGATGGCATGTTCTCAGAGATCTACACTGACAAACTGCTGCCGTTTAGTGCCTTCAGCCGGTGCTTC
TGCAAAAATTCCTTTGCCAGCCTGCCCCTCTACAGGGAAGCTCTCTACCAGATCATCGAGTTGGCAGCTGAGCGATGCGGGAA
GTCTTTTGCTCATGCAGAAGGTAAAGAACAGGAGCTGAAGCTGATGGTGGACTGGGCTTTTGAAGGATTTCTGCCTACTGGAC
CTAAAGGACTCTTACCGGCTGACTCCTGTCCAGTTTCAGAGTCTGCTGACTCCTCCCTGTCTGACTCTCAGCCCGCACCAAAAA
GAAAATATGTCTTTAAAAGTAAAGCGGTGGCTGTGATGGTCTTCAACCGAGAAAAGATCATAGAAAATCTCAAAGAGAAAAA
CAAAACTATCAGAGATTTTTGTTTGTCGTGTTCGTCGCCTGAGATCAACGTGGAACATCCTTTGTTTGAGGGTGGATTATGTCT
GAGATGCAAGGAGAACTTCTCAGAGACGCTATATCGCTACGATGAAGATGGCTATCAGTCCTATTGCACCGTGTGCTGCGCG
GGGTCAGAGGTCATCCTGTGTGGGAACTCCAGCTGCTGCAGATGCTTCTGTAAGGATTGTCTGGAAATCCTGGTGGCTGAAGG
AACCTTTGAGAAGCTGAAAGACATCGATCCCTGGAACTGCTTCATGTGTAACCCGTCTCAGTGTGAAGGAAACCTGAAGCTG
AGATCAGACTGGCGTGTCAAGGTTCAAGACTTCTTTGCCAACAACAGCGCCATGGAGTTTGAGCCTCACAGAGTTTACCCCTC
GATCCCAGCTGATCAGCGCAGACCAATCAGAGTTCTGTCAATCTTTGATGGTATTGCAACGGGATATTTGGTGCTGCGAGACC
TCGGCTTTAAGGTGGAGCGATACATCGCTTCAGAGATCTGCGATGACTCGATCGCCGTGGGAATGATCAAACACGAAGGGAA
GATTGAATATGTTAACGATGTTCGCAACATTACCAGGAAACATCTGGCTGAGTGGGGTCCGTTTGATCTGCTGATTGGTGGCA
GCCCGTGCAACGACCTGTCCATGGTCAACCCTCTACGAAAAGGACTGTTTGAGGGCACCGGAAGACTCTTTTTTGAGTTTTAT
CGTATTCTGAACTTTTTGAAGCCAAAGGAGGGAGACGACCGTCCTTTCTTCTGGTTATTCGAGAACGTGGTTTTCATGAGTGC
CCATGACAAATCAGACATCTGCCGGTTCCTGGAGTGTAATCCAATTCTTATTGATGCAGTGAAAGTCAGTCCGGCTCATAGAG
CTCGCTACTTTTGGGGAAACCTACCTGGCATGAACAGACCTCTTTCCTCGTTCATTGATGACAAAGTCAACCTTCAGGATTGTT
TGGAAGTTGGGCGCAAGGCAATGTTTGAGAAAGTTCGCACAATCACGACAAAGTCCAACTCCATAAGGCAAGGGAAGGTAG
GCTCGCTCCCCGTCACCATGAACGGCAAAGAGGACTACCTGTGGTGCACCGAAATGGAACAGATCTTTGGCTTTCCCAAACA
CTACACGGATGTGAACAACATGGGCCGGGGGCAGAGGCAGAGAGTACTGGGTCGCTCCTGGAGCGTCCCGGTCATCCGTCAC
CTGTTCGCTCCGCTGAAGGATTATTTTGAATGTGAATCAGGGCAGTGAGGTGACTCAGAGTAGTGCTAACCCAAATGCCTTAT
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ACCTCTAATGTGCAGATTCACCGCTCTTGTCATCAAAAGACCTCAGTTAGTATCGTCAGCTCTTGAATCGTGTCGTTTGTGTTC
TTCCTGTTTTTGTGTTTGTTTGTGAAATCATGCTGTGATGTCAGAGCACTGGCCTGCGTCGCCGAGTGAGAGGAGGCGGCCAG
CCCGCTCTCTTTGGGCTTTACTCGGGTTTTCGGTGACCCTAACACCGGTTCATGTTCACATTGTGGGATCACCATGGTAATGGA
GAAAGCTAAATTCAGAGGACAAAAGTTAGACAAAAAGTTTGATAAATTGCAGTTTTAGATTACATATCACTTTTTAATCCTCC
CACTGTCTTCATGGGTGACCCGCCAGGAAAGTTGACCATTGAGCAGGATTGATGGTTT

Annexe 4: Séquences nucléiques ADN utilisées pour 1’alignement des séquences et la

comparaison deux a deux dans Dialign Genomatix

>N. furzeri DNMT1 Gene ID:107378352
ATGCCATCCAGAACGTCCCTGTCTCTGCCAGACGATGTCAGGAAAAGGTTGGAGCTGCTGGATGAGGATGGATGCTCAGAAG
AGGAACAAGTGAAGAAGAAGATCAAGTTGGTGCAGGACTTTCTGCATGATGATGCTCAGGACCAACTGACCAGTCTTGAAGA
AAAAATAAAAAAATCAGAGATCTCAAAGGAGGTTTACATCTCAAAGGTGAAAGCCTTGCTGGGCAAAGAACTTCATCTTGAG
AATGGCTCACATGTTGATGGCGTGGAGCGTAACGAAAAGAGAAATGGCCTCTCTAATGGCTCCCATAAAGACGAAGAGGATG
GAGATGGTGATGTTTCCATGGATACCCAGGAAGAAGACACGTCATCATCTGTCAAGTCACCAACCACCTCCAAAGGGAAGGG
GGGCCGCAGGAGCAAGGGGAGCGCAGACACAAAAAAATCACCAGCCAGCAGCAGAGTCACGAGGAACAGTGTGAAGCAGC
CAACCATCTTGTCCATGTTTTCTAAAGTCCAAAAGCGCAAGTCTGATGAGGTGAACGGAGAACCTGTCAATGAAACAAGTGA
ACCTAAAAAAGAAGAGGCCGTTGATGAGTCTCGGGAGGAGAAACGCCTGAAAGTGGAGTCGGATGAAAAACCTGCTGCTGA
GGAACCAAAGCCTGAAGTTAACAGGTCTGCGTCAGCAGCTAAGACTCCGCCCCCCAAATGTCCAGACTGCAGACAATACCTG
GATGACTCCGATCTGAAATTCTTCCAAGGAGATCCTGATAATGCGCTGGAAGAGCCTGAAATGTTGACGGATGAGCGTTTGTC
CCTGTTTGACGCAAACGAGGATGGGTTTGAAAGCTACGATGATCTGCCGCAGCACAAGATCACAAGTTTCAGTGTGTACGAC
AAGCACGGCCATCTCTGCCCGTTCGACTCTGGGCTGATTGAGAAGAACGTGGAGCTTTACTTCAGCTGTGTCGTTAAACCCAT
CTACGACGACAACCCGTGCTTGGACGGTGGCGTTTCTGCTAAAAAGCTCGGGCCCATTAACGCCTGGTGGATCACTGGTTTTG
ATGGAGGTGAAAAGGCTTTGATTGGCTTCACAACATCTTTTGCCGACTACATCTTGATGCAGCCCAGCGAGGAGTACGCTCCC
ATCTTCGCGCTCATGCAGGAGAAAATCTACATGAGCAAGATTGTGATGGAGTTTTTGCAGAAAAATCCCGACGCTACTTATGA
GGACCTTCTTAACAGAATAGAGACAACCGTTCCGCCTGCAGGACTCAACTTTAACTGCTTCACTGAAGACACGCTGCTGCGCC
ACGCCCAGTTTGTGGTGGAGCAGGTGGAGAGTTACGACGAGGCTGGAGACTCGGACGAGCAGCCCATCATTGTGACGCCCTG
CATGAGAGATCTGATCAAACTCGCTGGAGTCACTTTAGGAAAAAGCATGCTGCTGTACTGGCGAGCCGCCAGAAGACAGGCC
ATCCGTCACCCAACGAAGATAGAGAAGGACAACAAGGGCCCGACAAAAGCCACCACCACCACGCTGGTCTATCAGATCTTTG
ATGCCTTCTTCTCAGGTCAGATTGAGCAGAACGATAAGGAGGGTGGAGTCAAAAGACAGCGCTGTGGAGTCTGTGAGGTGTG
CCAGTCTCCTGACTGTGGGAAGTGTGCCGCCTGCAAAGACATGATCAAGTTTGGAGGAAGCGGCAGAAGCAAGCAGGGTTGT
AGGCAGAGAAGATGTCCAAACCTTGCTGTGAAGGAGGCGGAGGATGATGAGAATATTGAAGAAGACGTTCCAGAAGAGAAG
CTCAAAAAGGCTCCCAACACTAAGAGGAAGAAGCAGACCCAGTCCAAACTGGCGTGGATCGAAGAGCCCGTTCAGACTGTG
GGGAAGAAGCAGTTCTACAAGAAGGTCTCTGTGAATGACGAGGTTCTGGAAGTGGGAGACTGTGTTTCAGTTTCTTCTGATGA
TCCATCCTTTCCTCTTTACCTGGCAAGGATCACGTCACTGTGGGAGGACAACAATGGGAAGATGTTCCACGCCCACTGGTTCC
TTCGCGGGATTCACACGGTGCTCGGAGAGTCCTCCGATCCACTGGAGCTGGTCGTCGTGGACGAGTGTGAGGACATGCTGCTC
AACTACGTCCAGGGAAAAGTCAGCGTCACGTATAAGGCCCCGTCTAACAACTGGTCTATGGAGGGAGGGGTGGACGTTGACC
TCAAGGTGATCGAGGACGATGGAAAGAGTTTCTTCTACCAGTTCTGGTATGATGTCAACTTTGCTCGATTTGAGACTCCCCCG
GAGACCCTTCCATCAGAAGAGTGCCGGTTCAGTTTCTGTGGCAGCTGCACTCGTACTAAAGAGAGGGAAGAGCAGGAGATCC
CTCGTCCATCTGAACCCCTGGAGAACGAAGATAGCGACACCAAAGCTCTTTATGGTTTAGTCTGCTTCAAGAGAGAGCAGTTC
AGGGTGGGAGATGGTGTCTACCTGCCTCCTGACGCCTTCCATTTCAGTGTGAAGCCTGCCAGTCCGCTGAAACGCTCCCACAG
GAAAGAGGATGTGGATGAAGATCTGTATCCTGAGTACTACAGGAAATCCTCAGACTACATTAAGGGGTCCAACCTGGATGCT
CCAGAGCCGTTCCGTATCGGCCGCATCAAGGAGATCTTCTGTCACCGACGGAGCACCGGGAAGTCCGACACCTCGGATGTCA
AACTGAGACTCTACAAGTTCTACAGGCCTGAGAACACTCACAAAGGCGTCAAAGCGGGTTACCACACAGACATCAATCAGCT
GTACTGGAGCGAAGAGGAGGTGACCGTCAGCGTGTGCGACGTGCTCGGCCGCTGTCAGGTGGAGTACGCTGAAGACCTGAAT
GAATCCGTCCAGGAGTATTCCAGCGGTGGGCCGGATCGCTTCTATTTCCTCGAGGCCTACAATGCTAAATCCAAGAGCTTTGA
AGATCCTCCGAACCATGCCCGCTCCTCTGTCCATAAAGGAAAGGGAAAAGGCAAAGGAAAAGGGAAAGGGAAAGGAAAGGC
TGCGCAGGAACCGCAAGACCCTCACACAGAACCTCCCAAAGTGCCCAAATATCGCACACTGGATGTGTTCTCCGGCTGTGGA
GGACTCTCTGAGGGTTTCCACCAGGCGGGCATCTCCGAGACTCTCTGGGCCATAGAGATGTGGGAACCTGCAGCACAGGCCT
TCAGGCTCAACAACCCTGGCACCACGGTGTTCACGGAGGACTGTAACGTCTTACTGAAGTTGGTCATGTCGGGGGAGAAGAC
CAATTCTCTTGGGCAGAAGCTGCCTCAGAAGGGGGATGTTGAGATGCTGTGTGGTGGACCTCCCTGTCAGGGTTTCAGTGGGA
TGAACCGCTTCAATTCCCGGACTTACTCCAAGTTCAAGAACTCTCTTGTGGTCTCGTATCTGAGCTACTGCGACTACTACAGAC
CAAAGTTTTTCCTGCTGGAGAACGTGAGGAACTTCGTTTCATTCAAAAGCTCCATGGTTCTGAAGCTGACGTTGCGCTGTCTC
GTGCGAATGGGCTACCAGTGCACCTTTGGGGTCCTTCAGGCGGGTCAGTACGGCGTCGCCCAGACCCGTCGCAGGGCGATCA
TCCTGGCTGCTGCCCCAGGAGAGAAGCTGCCCCGTTACCCTGAACCCCTCCACGTGTTTGCTCCCAGAGCCTGCCAGCTGAGC
GTGGTGGTGGACGAAAAGAAATATGTCAGCAATGCCACGCGAGGCAACGGTGGGATCTATAGAACCATCACCGTCCGCGAC
ACCATGTCCGATCTGCCGGAGATTCGTAACGGTGCCGCAGCTTTGGAGATTTCCTACAACGGCGAGCCTCAGTCCTGGTTCCA
GAGGCAGATCAGAGGCACGCAGTACCAGCCCATCCTAAGAGACCACATCTGCAAGGACATGAGCGCTCTGGTTGAGGCCAG
AATGCGCCACATCCCCTTGGCTCCAGGCTCGGACTGGAGAGATCTTCCAAATATTGAGGTTCGGATGAAAGATGGCAACACG
ACTAAGAAGCTGCGTTACACGCATCACGATAAAAAGAACGGCCGCAGCAGCACTGGTGCACTCAGAGGTGTCTGCACCTGTG
CAGGAGGGAAACCTTGCGACCCTCTAGACAGGCAGTTTAACACCCTGATTCCCTGGTGTCTGCCTCACACTGGAAACCGCCAC
AATCACTGGGCTGGACTTTATGGCAGACTGGAGTGGGATGGCTTCTTCAGCACAACAGTCACCAACCCTGAACCCATGGGAA
AACAGGGTCGTGTTCTGCACGCCGAGCAGCACAGAGTGGTGAGTGTCAGAGAGTGTGCACGCTCTCAGGGATTCCCTGACAC
CTACCGATTCTTTGGAAACATCCTGGACAAGCACAGACAGGTTGGAAATGCTGTTCCTCCTCCTCTCTCCAGAGCCATCGGGC
TGGAGATTAAGAAATGTGTCATAGAAAGGATAAAGCAAGAACAGGCAGAAGATAACATCAAGCAAGAGAAGATGGAAGCTT
GA

> N. furzeri DNMT3a Gene 1D:107392003
ATGCCGTCCAACACTGTCGCCAACACCAATACCACCTCATTCAAAAGCTCAGACTTTGCAGATTCACCTGGAAACAGACTGGG
TGAGAGCACAATACTGGACATGGACCTGATGGAGGAGAAGTCGGCTCTAAGTAGTGCCTCTTGTAAAGCTGGAAAGCCTGGG
AGAAAGCGCAAGCAACTTCCAGTGGAGAGCTGCAGCTCGCTCGCAGGCAGTCTGAACGTCAGCAAAAGTTACTCTGGGGTGC
GCAGGCCATTCATGGCACAAGTCCACAATGGAGAGATGGACACACATGAAGACAAGATGCCTGACGCCTGCTTCCCCAAACA
GGAGAGGAGGGAGGTGGAGAATGGGATCTCCTTGGAGCTCTCCTCCTGCCAGGCTGAGGACAGCTCCCAGGATCGCAGCCTG
AGTCCCTCCAATGAGAACGGCTTCCTGTCCAGCCAGGATGAGCAGGACTCGGAGAAAGACAAGGATGACGGACTGATGATGC
AGCGCAAGAAAAGAGGAAGACGGAAACTGGAGCGCCCAACGAAATATGTGGAGCAAAAGGAGGACGAAGGGTGTGATGCA
ATCAAGACTGAGGCAGAGAAAAAGGCCAAAGTAATGTCAGTGATGAACACAATGAAGGACCTAGAGCAGAACCAAACCAAG
ACTCAGGAGGAGGAGGTCTCAGTAATCAAACACCCACAGCCTTCAACGCCACAGCAGGAGCCTGAACCTCAGCCGCACAGTC
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AGACTCTGTCCCGGCCTCCGTATCAACAGCAATCCCAGCCGTGTCTGCCCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCCCACTGAGCCAGC
TTCCCCCACGGTGGCAACCACCCCCGACCCCGTCGCCATTGGAGTGGAAGACAAAGCCTCCCCCAAGTCTGCAGACGCTGAG
CCTGAATATGAGGACGGTCGTGGTTTTGGCATCGGCGACCTGGTTTGGGGGAAGCTGCGAGGATTCTCGTGGTGGCCAGGCC
GCATCGTGTCCTGGTGGATGACGGGCCGGAGCAGAGCTGCTGAGGGAACCAGATGGGTCATGTGGTTTGGAGATGGAAAATT
CTCAGTGGTCTGTGTAGAGAAACTCATGCCTTTAAGCTCCTTCAGTAATGCCTTTCACCAACCAACTTACAACAAACAGCCCA
TGTACAAAAAAGCCATCTATGAAGTGCTGCAGGTGGCCAGCAGCCGGGCAGGAAAATCCTTCATAACCTGCCCTGAAAGCGA
CGAAACAGAAACCTCCAAGTCGGTGGAAATGTTGAACAAGCAGATGATCGAGTGGGCCATGACCGGGTTTCAGCCCACCGGA
CCCAGGGGCTTACAGCCTCCCGAGGAGGAGCGTAACTCGGAGGTTTATCCTGAAATGTGGGTGGAACCGGAAGCTGCAGCCT
ACACCCCTCCTCCTGCAAAAAAACCTCGCAAAAGCACAGCTGAGAAGCCCAAGGTCAAGGATATCATCGATGAGAGAACGC
GAGAGCGACTTGTCTATGAAGTGAGACAAAAGTGCCGCAGCATCGAGGATATCTGCATCTCTTGTGGGGGTTTGAATGTTGG
CCTGGGGCATCCTCTGTTTGCTGGAGGAATGTGTCAGGGCTGCAAGAACTGCTTCCTAGAATGTGCTTATCAGTACGACGACG
ATGGGTATCAGTCCTACTGCACAATCTGCTGCGGCGGGCGAGAGGTTCTCATGTGTGGAAACAACAACTGTTGTCGGTGCTTT
TGTGTCGAGTGTGTGGACCTCCTCGTCGGTCAAGGAGCCGCCCACGCCGCCATCAAAGAAGACCCGTGGAACTGCTACATGT
GTTGTCCAAAGGGGGTGTTTGGTCTGCTGGAGCGCCGATCAGACTGGCCCAGCCGCCTGCAGCACTTCTTTGCAAATAATCAC
GATCAAGATTTTGATCCACCGAAGCTTTACCCCCCTGTCATGGTGGAGAAGAGGAAGCCTGTTCGTGTCCTGTCACTATTTGA
TGGCATAGCAACAGGACTCCTTGTGTTAAGAGAGCTTGGCATCCAAGTGGATCGCTACGTAGCGTCTGAAGTGTGTGAAGAC
TCCATCACAGTGGGCATCGTCCGGCATCAGGGACGCATCATGTATGTCGGCGATGTGAGGAATGTCACCCGCAAGCATATTC
AGGAGTGGGGTCCTTTTGACCTTGTTATTGGTGGAAGCCCCTGCAATGACCTGTCCATAGTAAATCCTGCTAGGAAGGGTCTT
TATGAAGGCACCGGCCGTCTGTTCTTTGAGTTTTACCGGCTGCTCCATGAGGCTCGGCCAAAGGAGGGGGATGACCGCCCTTT
CTTCTGGCTGTTTGAGAACGTGGTGGCCATGGGTGTCAGCGACAAGAGGGACATATCTCGCTTTCTAGAGTGTAACCCAGTGA
TGATTGATGCCAAGGAGGTGTCTGCTGCCCACCGTGCTCGTTACTTCTGGGGTAATCTTCCTGGGATGAACAGGCCTTTATCTG
CGATGTTCACTGACAGGCTGGATCTCCAGGACTGCTTGGAACACGGCAGAACAGCTAAGTTTGGCAAAGTGAGGACCATCAC
CACCAGGTCTAATTCCATCAAGCAGGGTAAGGACCAACACTTCCCCGTATACATGAACGAGAAGGAAGACATCCTCTGGTGC
ACTGAGATGGAGAGGGTGTTTGGTTTTCCCGTCCACTACACGGACGTGTCCAACATGAGCCGACTGGCAAGGCAGAGGCTCC
TGGGCAGATCCTGGAGCGTCCCCGTTATCCGCCACCTGTTTGCACCACTCAAAGATTACTTCGCCTGTGTTTGA

> N. furzeri DNMT3a-like Gene ID:107377776
ATGCCGTCCAACAGTCCTGCAGCCGCCGAGCCACCTGAGACGCCGGAGAACGATGCTTCTAATGATGTGAGCGAAGACAGAG
CAGATCAGGACAGTCCCGAGGAGGGGACGCCAGCAAGCCCCCGAAATAAGAGAAGAGTGGGTCGTCCCAGCAGGAAAAGCA
AACAGCTGCTTCCTGAGATGGCAACCTCTGACCCCTGTGCAAATGCCTCCCCAACTCCGCCCAAGGAGCCGAATGTTTCCCCC
TCCCCTCGCAAGAAGCGTAGGCGCCAGAAACCAGAGCAAACCGAGAAGGATAAGGAAGATCCAGAAATGGACAGGAACTGT
GACTCCCCTCGAGAGGGTGAGACCGGGAGGCTCCGGAGGAGGCCCGTTCCCAGGGTGACTTTCCAGGCTGGAGATCCCTACT
ACATCAGCAGGAGACAGAAAGAAGAATGGCTCAGCCGCTGGAAGATGGAGGTGGGAGACAAACAGGCGGAGAGACGGGCG
TACCGGGAGGCAGAGATTAACATGATGGACGACCTATCGGAGGTCGACTTTCAAAAAGAGGAGGGGCCAGCCAGCCCGGCC
CCTCCCCCCTCACAGCAACACACAGATCCCGCCTCTCCAACGGTTGCCGTGACACCAGAGCCTGTTGCAAGGGGAGACCAGG
CCATGCCCAGTGAGATCGAGTACCAGGACGGCCGGGGTTTTAGCATCGGGACTCTGGTGTTTGGGAAGCTGCGAGGCTTTTCC
TGGTGGCCCGGCAGGATCGTCTCCTGGTGGATGAGCGGCCGGAGTCGAGCTGCAGACGGCACTCGCTGGGTCATGTGGTTCG
GTGATGGAAAGTTCTCTGTTGTTTGTGTGGAGAAACTGATGCCCCTGAGCTCCTTCTCATCCGCCTTCCACCAACCAACGTACA
ACAAACAGCCCATGTACCGGAAGGCTATCTTTGAAGCTCTGCAGGTAGCCAGCGTGCGGGCAGGGAGGCCAGTTCCGTCATG
TGACACGAGCGAAGACGCCGAAGCGGTGGAACTTCAGACCAGACAGATGATTGAGTGGGCAATGACCGGCTTCCTGCCCAAT
GGTCCTCAATCACTGGATCCTCCAGAAGAGGAACAAAATCAGTTCAAAGAGGGATACGTAGAAATGTGGCCGGAGCCCGAG
GCAGCTTACACACCTCCACCTGCAAAGAAACCACGCAAGAACTCGGCAGAGAAAGCAAAGATCAGAGAGGTGATCGACGAA
GGAACCAGAGAGAGACTCATACATGAGATCAAGAAGAAAACCAGGAATATTGAAGACATCTGCATCTCCTGTGGAAGTCTG
AACGTCTCTCTGGAGCATCCTCTCTTCATAGGATCAATGTGTCAGGGCTGCAAAAACTCCTTCCTGGAGTGCGCCTACCAGTA
TGATGATGACGGCTACCAGTCCTACTGCACCATCTGCTGTGGAGGGAGGGAAGTGCTCATGTGTGGCAACAATAACTGCTGC
AGGTGTTTCTGTGTGGAATGTGTGGATCTCTTGGTTGGAGCCGGCTCAGCTGCAGCAGCCATTAAAGAAGACCCCTGGAACTG
CTACATGTGCGGACCTCGGAGCACCTATGGGTTGCTGCGACGACGGGACGACTGGCCAATCAGACTACAGCATTTCTTCGCCA
ACAACCACGAGCAGGAATTCGAACCAGCCAAATTGTATCCTCCGGTCGCAGCAGAGAAGAGGAAACCGATCAGAGTCCTCTC
CCTATTTGATGGCATTGCCACAGGCCTGCTGGTGCTGAAAGATCTGGGCATCCAGGTGGACAAGTACATCGCATCCGAAGTGT
GTGAAGATTCCATCACTGTGGGCCTGGTTCGACACCAGGGACGCATCATGTACGTGGGCGATGTACGCAACGTCACTCGCAA
ACATATTGAAGAGTGGGGACCATTTGACCTGGTTATTGGAGGAAGCCCCTGTAATGACCTCTCTATAGTCAACCCTGCAAGGA
AAGGCCTTTATGAGGGAACTGGGCGGTTGTTTTTTGAGTTTTATCGTCTGCTGCACGAGGCTCGACCAAAACCAGACGACGAG
CGGCCGTTCTTCTGGCTCTTCGAGAACGTGGTCGCTATGGGAGTGAGCGACAAGCGGGACATCTCCCGATTTTTAGAGTGTAA
CCCAGTGATGATCGACGCCAAGGAAGTCTCTGCTGCCCACCGCGCTCGCTATTTCTGGGGAAACCTGCCAGGCATGTCCCGAC
CTCTAACGCCGATGGCCAACGACAGGCTGGACTTACAGGAGTGCCTCGAACACGGCCGCACAGCTAAGTTTGAGAAGTTGCG
TACGATAACGACACGCTCCAACTCTGTGAAGCAGGGGAAAGACGAGCATTTTCCCGTCTTCATGGACAACAAGGAGGACATC
CTCTGGTGTACGGAGATGGAAAGGGTGTTTGGTTTCCCAGTCCACTACACCGACGTGTCCAACATGAGTCGTCTGGCTAGGCA
ACGGCTGCTGGGACGTTCCTGGAGCGTCCCCGTCATCAGGCACCTCTTCGCCCCGCTCAAGGAGTACTTTGCCTGCAACTAG

> N. furzeri DNMT3b Gene ID:107390569
ATGGATCGCAGAACACCAGAAGAACCAGCAAGGAACCAATCACTCACTAACCTCAGCCAAAATGTATCTGTGATATCTTTGA
TATCAGAAGATGAAGAGGACATTGTGTGTGTCTCTCTGGAGCAGACGGAGAATGCTAAGGAGGATGAGTGTTTTCAGAAACA
GCAGAATCTGACGGCAGCCAAACCAGGTGTGGACATGGAGAATGCTGGAGATCATCATGGCCACTGTGATTTAGTGGGCTTT
ATCAGAAGATGCTGTGGTACTCACGTCTACTCACCTGATCCAAAAGAGATTGTGCAGGCTGTTTCCAACACGCCTTTCTGCCT
GTACCTGTACGTGGGAGTGCAGGTGGATGAAGGGCACAGCACCAGCTTTGTGCTCATTAGTTATTTTGACCAAAGCTCGGGTA
GGAGTGTAGTGAAGCTGCTGCACACTCTGCAGATAAGCACCGACACCGCTTATCCACAGGTCTCCGGAGACACAGACGCAGT
CACGCGTGCAGCTCGTTCTGATGCCTGCCTTTTGATTCGGACGCTAGAAAAACTGGAGCTTCCACTTTCCAACATGGCTGTGTT
TTACTGCAGCGAGCCCCAGCTGGGCGAGATGTGTGTGTCTGGGCTCCAGACGTTCAGCCCAAATGTGATATCACTCTGCAGCA
TCCCCGGAATTGCAGCAAGAGCCTCCCAGGCTGCACTCACAGCTTCATTTACTCACGTGGTTGACTTGATCCTGGACATCCAT
CATCATTACTCCACCTGCACTTCCATTAACGACAGCCTGAAGGAGGTCTTTGCTAACACTCAGTCCTACAACCCCCTCTGTCCC
ATCTCAACGCAGTGTTCGTTCGTCACACACAGTGTGCAGAAGATGGTTGCCCGCTGGCAGGATCTGCTGGACTATTTTCAATC
CCTGAAACAAACGGAGGTTACTAACCAGATCAGAATGCGGCTCATGGATGAGAATGTCAGACTGCATTTTCTCTTCCTGTGTC
ACGCTCTGGAGCCCCTCAAAGCTCTCCAGGAGCTGCAGGAGGCCGGCACCAAAGACCTGGCTGTTGAGCTTCAGCTCACGTC
CATTCTGCTTCAGTCCTATGCAGCCAGCATTCTCCGCTCCTCTGCTGTCAGTGGCTTTCTGTGGAGGCAGGATTTGCAGCTGCT
CAGCAGTGAGAAGGACCTCCTGCCTTTAGCCGAGGTGAACATTGGTTCTCAGACCACAGACCTCATGTGGGCCATGGGTCTG
AACGGAGGTGAAAGGGACATGATTGGCTTCCTGAAGCGTGCACAGTCCTTCTATAAAGCGGCGCTTCAGAGTTTGATGGAGA
GTTTACCAGAAGCACTTGGGGATGTGACACTAAAGAACATCAAGGACATTGTGAAAGACCCAAAAAATTTCACGGTCAGACA
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TTTTCCCAAGAAGGTCCTGTCCCAAATTGGTGTTCAGCTGGGTTTGTGTGCTGTTGGACCTACAGAGAACCAACTGGCATCCA
GTTACAGCGCGTTCCTCCAGATGCTGAGCCAGGAATCGAACTGGAAGGAGTGTAACAGCTGGGCCCAGGTTTTGTCTCAGAT
GAGACGGTGGACAAGTCTGCACAAACTTCTTCTGACCCTGCTGACCATGCCCAGCTCTCTACACAGGACTCGGGTGTTCTCTG
AGGCCTACCCGAACGTCCGAATGCCTCACCGCAGGGAGGAAAACGCAGAAAACTCCCCTCTGCTGAAACCTAGGAGATCACG
ACCTTCTGTGCTCAAAAGGAGACCACCTTCCCTGGCCAGGCATGCAGGCCAGAGAAGAGAACAGGAGCTTGAGGAGACTTCA
GGAGACAGTGACAGCACTGCAGCAAAGCCTTTAAGCTCTAAAACCACTCAACTCGATGACAGGATAGAAGACACTGACAATT
CATCAGATGTGATCGATATTACAGAAGGATCCAAAATGTCTTTTACCAGCAGTCAAGTGACACCACAACGTAAAGGAAGTCA
CCAGGGAGAGATTGGTCTGATATTGACGAGTGATGAAGAAGATGCCAGCTTAGATGCTACGGCCACAACTCCTCGCTCTGAA
GAGCTTCCAGAAGGATTCATTGGGGAGCTGGTCTGGGGAATGATCGTGGGCTTCCCTCCCTGGCCGGGCATCATCGTACCAAA
TAAAAGACAAGGTCATCCACCAGGCATGATAATGGTGGAGTGGTATGGACAAAAAATGTGTTTCCAGGTCAGTTTGAAGACC
CTGCGCCCATTTGCTGAGTTTGGCCTGCACTTCAGTGCCAATTATTTCGCCACCTTCATCACCTACAGAGAGAGCATCTACACA
TCACTTCAG

> N. furzeri DNMT3b-like Gene ID:107372626
TTCTGTTTGTGTTGTGGAACTGAGAACATCGAGATTTCGCACCCTCTTTTTCAAGGCAGCCTCTGCTTAAAGTGCAAAGATAAC
TTCACAGAAACTCTATATCGCTACGATGAAGATGGATACCAGTCCTACTGTACTATTTGCTGCTACGGGCTTGAGGTCATACT
GTGTGGAAATGATAGCTGTTGCAGGTCCTATTGTGAGGACTGCCTGAACATCTTGGTTGGACCAGGGACATTTGAGTCACTTA
AGCACCTTGACCCATGGATTTGTTACCTGTGCCAACCTCATCTGCCCCACGGTGCGCTGGTTCCTAGAGTGGATTGGAGTGTTC
AAGTCCAGGAATTGTTTGCTAACAACAGTGCAATGGAGTTTGAACCTCATCGTGTTTACCCATCTATTCCTGCCTACCTGCGCA
GACCAGTTCGAGTTCTTTCTCTGTTCGATGGCATTGGGACAGGCTACTTGGTGTTGAAAGATCTCGGCTTTAAAGTGGAGAAG
TATGTTGCCTCTGAGATTTGCGAAGATTCGGTTTGTGTGTCGACCATCAACCATGACGGGAAGGTATCCCATGTTGGTGACGT
TCGATTCATCACCCAGGAAAATCTTGAGAAGTGGGGCCCATTTGATCTGTTGGTTGGCGGTAGCCCCTGTAATGACCTCTCCA
TCGTAAATCCAATTCGGAAGGGTCTCTATGAAGGCACTGGCAGGCTCTTCTTTGAGTATTTTCGCATCCTGCAGCTACTGAAG
CCCAAAGAGGACAACCCTCTGCCTTTCTTCTGGCTGTTTGAGAATGTGGTCTTCATGAACACCCACGACAAAGTCAACATCTG
CCGTTTCCTTGAGTGTAACCCAGTACTTGTGGATGCAGTCAAAGTGAGCCCGGCACACAGAGCTAGATACTTCTGGGGGAAC
ATACCCGGGATGAGCAGGCCCATCATCGCCTCCCAGAATGACAAACTGAGTCTCCAGGAATGTTTAGAGATAGGTCGAGAGG
CCAGGGTAACCAAGGTGAGAACGATAACCACCAACCCAAACTCACTGAAGCAGGGTAAGGACGTGTCCCTGCTGCCGGTCCT
GCAGAATGGAAGTGAGGACAACCTCTGGATCACGGAGCTGGAAAA

> N. furzeri LOC107391197 Gene 1D:107391197
ATGGCAGGTTCAGAGGTTGTGTCTCCACGATCCTCCCTTGATAAGTCCAGTCGTTTGTATGTGGTGGCCTGGACCAACAGGCT
CCTGAAGACAGACTTCACAGATGTGCGAGAGATGGGCTCAGGTGCGTGTCACTGTCAGATGATGGACTACACTTTTCCTGGAT
CTGTTGACTTAAGTAAAGTGAAATTTGATGCGCAAAGTGAGGATGACTGCAGGCATAACTACAGTCTTCTTCAGGAGGCCTTC
ACCGCGCTCGGGGTCACCAGGACCATTCCTGTTGATGAGCTCATAGAAAGAGATTTAAAGAGCAGCTTTGAGTTCTTGAAGTG
GTTCAAAGTTTTCTACGCTGCAAATGTAAATGACAAAGATTACGACCCTGTGAAAGCCCGTAACGGCCAAGCCATTGACCCA
CTTCAGTCGTCTGCCCAGTCACGAAGCTCTGACTCAGGATCCGACGTGGAGAAGAACGGAGAGCGTAAAACACATCCTTACA
CTCATAAGTGGAAGGAAAACTTCAAGTGGGCAAGCCCCAGTAGTATCGGAGAGCAGTATACCTACTGCTTGTACTGTAATAA
CAACTTAAACACATTTAAGAACGGGGTCGCTGAGCTTACCCGACATGCAAACACGATGAAACACACAAAGAAAGCTGCGGTT
TGGCTTCCTTGTAGTGATGCAGCAGTTCGGTTCATTAACAGTCACTGTTACACTGGATCCACTGAAAGAGAACAGGCGCCGGC
TAGCTTTGCACGCTGTAAGCTGGGATCGCAGTACCCTGACGATATCGTATCCATTTGTCGACACACGCCCTACTGCGTTTACGT
TTATGGAGGGGTGGCAGTTGGAGAGGAAGATGCGGTCTCTGTGATTCTCGTGGGTTATTTCAACGTGGAAATTTCTAGACACT
GCATCCGATTTCTGGATGCCCTTCAGCTGGTGGACGGTGCGGAAGATCACGCAGCAGCAGCGGTGGTGCAGACCTTGAAGAA
ATTTGATCTGTCCACAGATAATCTTGCTGCTGCTGTTTATATCGGTAGTAATGGTGATGCCTCCGAGCAGATTTACTCACATCT
CAGGGAACTCAACCCAAACGTAGTGGCCTTAGGAGGTCTGTACACCATCGCTGATGCCGCTTGTCACGCTGGGCTTAAGGAG
CTCCCTAATTGGGCTCGAGAAATGATGGTGGATCTTCACGCACATTACTCTTCCCACTCTACTAATAATGACAATCTCAAGGC
ACTGTTTGGCTCAGATATCACCGAGAACGGCAAAGCATTTTACCTCAACATTAGTTGCCTTCGATTTTGCCAGTTGGTGACAA
AAATCTTGGAGGTGTGGACAGATTTAATCTCGTACTTCAGTTCTTGTCACGAGGGCGATGGGAAAGCCAAGTCGATCTGCTCC
CAGCTGAAGGATCCCAAAGTCCAAGCCACATTTATGTTCCTGCAGCAGGCCCTGAAGCCCCTGCAAAGGTTTCACAGTCAAAT
CCAGGCAGCTTCTTGGGATAATATGTCCCTTATCCTAGAAGAAGCCAGCTCTCTTCTGGGCACGTACACGTCTTACTTCCTTCA
GCCTCAAGCTGTTATTGACTACCTCAAGAAACCCGATCCGGAAATCCTAAAAAGCAAGGAACTCCAGCTGTCATTCCAAGAT
CTCAACCTGGGAGGCATGGAAGACTTCATAAAAGCGTCGGAGGCAACAGCAGTCCTGTCGCAGGTAGAAGAAGATGCATTGT
CCTTCTATGTTGCACTCACCGGCTGCATTGTAGAGAAGCTGCCTTTAAGCGACTTGGAGCTAAAAAGCGTTGGTCAGCTGCTT
AACCCTCAGAAAGGGCTGGACATGACAGCAGCAGCAGTAGAGAAGCTGGGAACAAAGCTGGGGGTCTGCAGCTCCCCTGAG
GAGGTCAAAGAGCTCACAGCAGAGTTTCACGAGTATCAGCTGACTGGAGAGGGAGCGGGGGACAAGACAGCCCTGGTTTCTC
TGGAGAAGCACTGGACGCAGACGCTTAAAGACACCAGGACCACCTCTGTCTTCAGGAAGCTTGTTTTGACCCTGCTGTCGTTC
CCGTGTCCTCCTCTAGATTCTCAACGCGTCTTTGCTGAGGCCTTAAAGGACGGAGACTCCGAGATCTTTTCTGAGACTGAAGA
TACTGCAGAAAGGGACTCTGACGCCACCTCTTACTCAGCTCTTAGAAACAGCGCTGAGGTGAAAGACTCCCAGGATCACACT
CCAGAAACAAATGGCCTTGATGCGGCGGTGAAGCCTTGTGAAGTTCGCCTCACAAAGATGAGCTATCTCAGTGGCGGTGTGT
GTGGAGTTAATGGCGGTTTCCAGAATGAGGGGACCAGTAGGGGAGGTTTTGGCTGGGAGAGCAGCTTACGTCAGAAGCCACC
GGCCCGTACGGTGTTTCAGGCTGGTGTTGGCTCCTGGTCCAAACCCATAGGCCTCGATGCGGACCGCAGTAACGGTCACAAGT
CCAAAGACGAGGCGTCCCCTTTCAGAAAATCCACTCCAACCAAAGGACAGCACAAACAGTACCAGGATGGGAAGGGATTCC
AGATGGGGGAGCTGGTGTGGGGCAAACCGAAGGGCTTTTCCATGTGGCCTGGGATGGTGATGCGTTGGAAAACTAAGTCCTC
TCCCCCAGGCATGAGAAGGGTGGAGTGGTTTGGGGATGGCATGTTCTCAGAGATCTACACTGACAAACTGCTGCCGTTTAGTG
CCTTCAGCCGGTGCTTCTGCAAAAATTCCTTTGCCAGCCTGCCCCTCTACAGGGAAGCTCTCTACCAGATCATCGAGTTGGCA
GCTGAGCGATGCGGGAAGTCTTTTGCTCATGCAGAAGGTAAAGAACAGGAGCTGAAGCTGATGGTGGACTGGGCTTTTGAAG
GATTTCTGCCTACTGGACCTAAAGGACTCTTACCGGCTGACTCCTGTCCAGTTTCAGAGTCTGCTGACTCCTCCCTGTCTGACT
CTCAGCCCGCACCAAAAAGAAAATATGTCTTTAAAAGTAAAGCGGTGGCTGTGATGGTCTTCAACCGAGAAAAGATCATAGA
AAATCTCAAAGAGAAAAACAAAACTATCAGAGATTTTTGTTTGTCGTGTTCGTCGCCTGAGATCAACGTGGAACATCCTTTGT
TTGAGGGTGGATTATGTCTGAGATGCAAGGAGAACTTCTCAGAGACGCTATATCGCTACGATGAAGATGGCTATCAGTCCTAT
TGCACCGTGTGCTGCGCGGGGTCAGAGGTCATCCTGTGTGGGAACTCCAGCTGCTGCAGGATATTTGGTGCTGCGAGACCTCG
GCTTTAAGGTGGAGCGATACATCGCTTCAGAGATCTGCGATGACTCGATCGCCGTGGGAATGATCAAACACGAAGGGAAGAT
TGAATATGTTAACGATGTTCGCAACATTACCAGGAAACATCTGGCTGAGTGGGGTCCGTTTGATCTGCTGATTGGTGGCAGCC
CGTGCAACGACCTGTCCATGGTCAACCCTCTACGAAAAGGACTGTTTGAGGGCACCGGAAGACTCTTTTTTGAGTTTTATCGT
ATTCTGAACTTTTTGAAGCCAAAGGAGGGAGACGACCGTCCTTTCTTCTGGTTATTCGAGAACGTGGTTTTCATGAGTGCCCA
TGACAAATCAGACATCTGCCGGTTCCTGGAGTGTAATCCAATTCTTATTGATGCAGTGAAAGTCAGTCCGGCTCATAGAGCTC
GCTACTTTTGGGGAAACCTACCTGGCATGAACAGACCTCTTTCCTCGTTCATTGATGACAAAGTCAACCTTCAGGATTGTTTGG
AAGTTGGGCGCAAGGCAATGTTTGAGAAAGTTCGCACAATCACGACAAAGTCCAACTCCATAAGGCAAGGGAAGGTAGGCT
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CGCTCCCCGTCACCATGAACGGCAAAGAGGACTACCTGTGGTGCACCGAAATGGAACAGATCTTTGGCTTTCCCAAACACTA
CACGGATGTGAACAACATGGGCCGGGGGCAGAGGCAGAGAGTACTGGGTCGCTCCTGGAGCGTCCCGGTCATCCGTCACCTG
TTCGCTCCGCTGAAGGATTATTTTGAATGTGAATCAGGGCAGTGA

Annexe 7 : Séquences protéiques utilisées pour la phylogénie des s€quences

>Homo sapiens DNMT1
MPARTAPARVPTLAVPAISLPDDVRRRLKDLERDSLTEKECVKEKLNLLHEFLQTEIKNQLCDLETKLRKEELSEEGYLAKVKSLLN
KDLSLENGAHAYNREVNGRLENGNQARSEARRVGMADANSPPKPLSKPRTPRRSKSDGEAKPEPSPSPRITRKSTRQTTITSHFAKG
PAKRKPQEESERAKSDESIKEEDKDQDEKRRRVTSRERVARPLPAEEPERAKSGTRTEKEEERDEKEEKRLRSQTKEPTPKQKLKEE
PDREARAGVQADEDEDGDEKDEKKHRSQPKDLAAKRRPEEKEPEK VNPQISDEKDEDEKEEKRRKTTPKEPTEKKMARAKTVMN
SKTHPPKCIQCGQYLDDPDLKYGQHPPDAVDEPQMLTNEKLSIFDANESGFESYEALPQHKLTCFSVYCKHGHLCPIDTGLIEKNIEL
FFSGSAKPIYDDDPSLEGGVNGKNLGPINEWWITGFDGGEKALIGFSTSFAEYILMDPSPEY APIFGLMQEKIYISKIVVEFLQSNSDST
YEDLINKIETTVPPSGLNLNRFTEDSLLRHAQFVVEQVESYDEAGDSDEQPIFLTPCMRDLIKLAGVTLGQRRAQARRQTIRHSTREK
DRGPTKATTTKLVYQIFDTFFAEQIEKDDREDKENAFKRRRCGVCEVCQQPECGKCKACKDMVKFGGSGRSKQACQERRCPNMA
MKEADDDEEVDDNIPEMPSPKKMHQGKKKKQNKNRISWVGEAVKTDGKKSYYKKVCIDAETLEVGDCVSVIPDDSSKPLYLARV
TALWEDSSNGQMFHAHWFCAGTDTVLGATSDPLELFLVDECEDMQLSYIHSKVKVIYKAPSENWAMEGGMDPESLLEGDDGKTY
FYQLWYDQDYARFESPPKTQPTEDNKFKFCVSCARLAEMRQKEIPRVLEQLEDLDSRVLYYSATKNGILYRVGDGVYLPPEAFTFN
IKLSSPVKRPRKEPVDEDLYPEHYRKYSDYIKGSNLDAPEPYRIGRIKEIFCPKKSNGRPNETDIKIRVNKFYRPENTHKSTPASYHAD
INLLYWSDEEAVVDFKAVQGRCTVEYGEDLPECVQVYSMGGPNRFYFLEAYNAKSKSFEDPPNHARSPGNKGKGKGKGKGKPKS
QACEPSEPEIEIKLPKLRTLDVFSGCGGLSEGFHQAGISDTLWAIEMWDPAAQAFRLNNPGSTVFTEDCNILLKLVMAGETTNSRGQ
RLPQKGDVEMLCGGPPCQGFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSFLSYCDYYRPRFFLLENVRNFVSFKRSMVLKLTLRCLVRMGYQC
TFGVLQAGQYGVAQTRRRAIILAAAPGEKLPLFPEPLHVFAPRACQLSVVVDDKKFVSNITRLSSGPFRTITVRDTMSDLPEVRNGA
SALEISYNGEPQSWFQRQLRGAQYQPILRDHICKDMSALVAARMRHIPLAPGSDWRDLPNIEVRLSDGTMARKLRYTHHDRKNGR
SSSGALRGVCSCVEAGKACDPAARQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSV
RECARSQGFPDTYRLFGNILDKHRQVGNAVPPPLAKAIGLEIKLCMLAKARESASAKIKEEEAAKD

>Mus musculus Dnmt1
MPARTAPARVPALASPAGSLPDHVRRRLKDLERDGLTEKECVREKLNLLHEFLQTEIKSQLCDLETKLHKEELSEEGYLAKVKSLL
NKDLSLENGTHTLTQKANGCPANGSRPTWRAEMADSNRSPRSRPKPRGPRRSKSDSDTLSVETSPSSVATRRTTRQTTITAHFTKGP
TKRKPKEESEEGNSAESAAEERDQDKKRRVVDTESGAAAAVEKLEEVTAGTQLGPEEPCEQEDDNRSLRRHTRELSLRRKSKEDPD
REARPETHLDEDEDGKKDKRSSRPRSQPRDPAAKRRPKEAEPEQVAPETPEDRDEDEREEKRRKTTRKKLESHTVPVQSRSERKAA
QSKSVIPKINSPKCPECGQHLDDPNLK YQQHPEDAVDEPQMLTSEKLSIYDSTSTWFDTYEDSPMHRFTSFSVYCSRGHLCPVDTGLI
EKNVELYFSGCAKAIHDENPSMEGGINGKNLGPINQWWLSGFDGGEKVLIGFSTAFAEYILMEPSKEYEPIFGLMQEKIYISKIVVEF
LQNNPDAVYEDLINKIETTVPPSTINVNRFTEDSLLRHAQFVVSQVESYDEAKDDDETPIFLSPCMRALIHLAGVSLGQRRATRRVM
GATKEKDKAPTKATTTKLVYQIFDTFFSEQIEKYDKEDKENAMKRRRCGVCEVCQQPECGKCKACKDMVKFGGTGRSKQACLKR
RCPNLAVKEADDDEEADDDVSEMPSPKKLHQGKKKKQNKDRISWLGQPMKIEENRTYYQKVSIDEEMLEVGDCVSVIPDDSSKPL
YLARVTALWEDKNGOMMFHAHWFCAGTDTVLGATSDPLELFLVGECENMQLSYIHSKVKVIYKAPSENWAMEGGTDPETTLPG
AEDGKTYFFQLWYNQEYARFESPPKTQPTEDNKHKFCLSCIRLAELRQKEMPKVLEQIEEVDGRVYCSSITKNGVVYRLGDSVYLP
PEAFTFNIKVASPVKRPKKDPVNETLYPEHYRKYSDYIKGSNLDAPEPYRIGRIKEIHCGKKKGKVNEADIKLRLYKFYRPENTHRS
YNGSYHTDINMLYWSDEEAVVNFSDVQGRCTVEYGEDLLESIQDY SQGGPDRFYFLEAYNSKTKNFEDPPNHARSPGNKGKGKG
KGKGKGKHQVSEPKEPEAAIKLPKLRTLDVFSGCGGLSEGFHQAGISETLWAIEMWDPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVM
AGEVTNSLGQRLPQKGDVEMLCGGPPCQGFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSFLSYCDY YRPRFFLLENVRNFVSYRRSMVLKLTL
RCLVRMGYQCTFGVLQAGQYGVAQTRRRAIILAAAPGEKLPLFPEPLHVFAPRACQLSVVVDDKKFVSNITRLSSGPFRTITVRDTM
SDLPEIQNGASNSEIPYNGEPLSWFQRQLRGSHYQPILRDHICKDMSPLVAARMRHIPLFPGSDWRDLPNIQVRLGDGVIAHKLQYT
FHDVKNGYSSTGALRGVCSCAEGKACDPESRQFSTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPE
QHRVVSVRECARSQGFPDSYRFFGNILDRHRQVGNAVPPPLAKAIGLEIKLCLLSSARESASAAVKAKEEAATKD

>Gallus gallus DNMT1
MPARSAPPPPALPPALRRRLRDLERDEDSLSEKETLQEKLRLTRGFLRAEVQRRLSALDADVRCRELSEERYLAKVKALLRRELAAE
NGDAAKLFSRASNGCAGNGEEEWERGGRGEDGAMEVEEAAASSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSLLPAPRARKARRSRSNGESKKSPASS
RVTRSSGRQPTILSVFSKGSTKRKSEEVNGAVKPEVSAEKDEEEEEELEEKEQDEKRIKIETKEGSEIKDEITQVKTSTPAKTTPPKCV
DCRQYLDDPDLKFFQGDPDDALEEPEMLTDERLSIFDANEDGFESYEDLPQHKVTSFSVYDKRGHLCPFDTGLIERNIELYFSGAVK
PIYDDNPCLDGGVRAKKLGPINAWWITGFDGGEKALIGFTTAFADYILMEPSEEYAPIFALMQEKIYMSKIVVEFLQNNRDVSYEDL
LNKIETTVPPVGLNFNRFTEDSLLRHAQFVVEQVESYDEAGDSDEPPVLITPCMRDLIKLAGVTLGKRRAVRRQAIRHPTRIDKDKG
PTKATTTKLVYLIFDTFFSEQIEKDEREDDKENAMKRRRCGVCEVCQQPECGKCKACQNMVKFGGSGRSKQACLQRRCPNLAVRE
ADEDEEVDDNIPEMPSPKKMLQGRKKKQNKSRISWVGEPIKSDGKKDFYQRVCIDSETLEVGDCVSVSPDDPTKPLYLARVTAMW
EDSSGOMFHAHWFCPGSDTVLGATSDPLELFLVDECEDMQLSYIHGKVNVIYKPPSENWAMEGGLDMEIKMVEDDGRTYFYQM
WYDQEYARFETPPRAQPMEDNKYKFCLSCARLDEVRHKEIPKVAEPLDEGDGKMFYAMATKNGVQYRVGDSVYLLPEAFSFSMK
PASPAKRPKKEAVDEDLYPEHYRKYSEYIKGSNLDAPDPYRVGRIKEIFCHIRTNGKPNEADIKLRIWKFYRPENTHKSMKATYHAD
INLLYWSDEETTVDFCAVQGRCTVVYGEDLTESIQDYSAGGLDRFYFLEAYNAKTKSFEDPPNHARSSGNKGKGKGKGKGKGKG
KSSTTCEQSEPEPTELKLPKLRTLDVFSGCGGLSEGFHQAGVSETLWAIEMWEPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVMSGEKT
NSLGQKLPQKGDVEMLCGGPPCQGFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSFLSYCDYYRPRFFLLENVRNFVSFKRSMVLKLTLRCLVR
MGYQCTFGVLQAGQYGVAQTRRRAIVLAAAPGEKLPMFPEPLHVFAPRACQLSVVVDDKKFVSNITRTYSGPFRTITVRDTMSDLP
EIRNGASALEISYNGEPQSWFQRQIRGSQYQPILRDHICKDMSALVAARMRHIPLAPGSDWRDLPNIEVRLSDGTSTRKLRY THHEK
KNGRSSSGALRGVCSCAEGKPCDPADRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPEQHRV
VSVRECARSQGFPDTYRLFGNILDKHRQVGNAVPPPLAKAIGLEIRACVGARMREESGAAVAPPAPEKMEMTAAAD

>Danio rerio dnmt1
MPTRTSLSLPEDVKERLQVLDEGGDSLSDEECVKEKLRLLQEFLLTDTQDQLKNLEDKLKSSELSTEVYMSEVKAVLKKALGVGK
EGDGVEQNGHSNGFSENGSHKDNGEQEGAMDTQDEGDTIKSPSAPKGRGGRRSKADSEPKKSPASSRVTRNTGKQQTIVSMFSRV
PKRKSDELNGEPANGDTEIKTEETITEEVREEKRLKTEDEKPEAENAANLKPVSTAKTPPPKCPDCRQYLDDSDLKFLQGDPDDALD
EPEMLTDERLSLFDSNEDGFESYEDLPQHKITNFSVYDKRGHLCPFDSGLIEKNVELYFSCAVKPIYDDNPCMDGGVPAKKLGPINA
WWITGFDGGEKALIGFTTAFADYILMDPSEEYSAIFALMQEKIYMSKIVVEFLQKNQDATYEDLLNKIETTVPPAGLNFNRFTEDTL
LRHAQFVVEQVESYDEAGDSDEQPIIITPCMRDLIKLAGVTLGKRRAARRQAVRHPTKIEKDNKGPTKATTTKLVYLIFDTFFSDQID
QNNKDGGVKRQRCGVCEVCQAPDCGKCSACKDMIKFGGSGRSKQACQKRRCPNLAVKEAEDDENMDEEDVLPVKDTKKMSQT
KKKKQTKNKISWVGEPLKTEGKKEYYMKVRVENEVLEVGDCVSVSPDDPSHPLYLARITALWDDGEKMFHAHWFCRGTDTVLG
ESSDPLELFLVDECEDMQLSFIHGKVNVFYKAPSENWYMEGGMDEDIKVIDDDGESFFYQLHYEGECARFETPPKVTPSEDCKYKF
CASCTRNEEREAESVPHAYEPLEDEESDSKVFYGLVNYKGEQYKVGDSVYLPPEAFNFVVKAASPVKRSHRKDDVDEDLYPEYYR
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KSSDYIKGSNLDAPQPFRIGRIKEIFCNKRSNGKPDTTEIKLRLYKFYRPENTHKGPKGAYHSDINQLYWSDEEATVSMTEVLTRCR
VEYAEDLVESVQDYSNKGPDRFYFLEAYNAKTKSFEDPPNHARSAVNKGKGKGKGKGKGKGKAAPQEPQDQEAQEPAVPKLRTL
DVFSGCGGLSEGFHQAGISETHWAIEMWDPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGPPC
QGFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSYLSYCDYYRPKFFLLENVRNFVSFKRSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQAGQYGVAQTR
RRAIILAAAPGEKLPRYPEPLHVFAPRACSLSVAVDEKKYVSNVTRGNGGIYRTITVRDTMSDLPEIRNGAAALEISYNGEPQSWFQ
RQIRGSQYQPILRDHICKDMSALVAARMRHIPLAPGSDWRDLPNIEVRLRDGTTTKKLRYTHSDKKNGRSGTGALRGVCSCSEGKQ
CDPADRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDTYRFFGN
VLDKHRQVGNAVPPPLSKAIGLEVKKCVLEKMRENATEPVKQEKMELSD

>Anolis carolinensis DNMT1
MVPSSAGPAPPSSPSPRCARNCSRPPSRSLPTAASLPVCLAGPEMPARAAPLTPEELRWRLKDLERNEDGLGERECVKEKLSLMHGF
LQADVQNQLKDLETKFHKEELSEERYLAKVKALLHKELSFENGDNLELGQKTNGCAENCANGSDEEPERMGNKTEEDSGMEIEEA
ASSSSSTPLASPSVLKARKGRKSKSNSESRKTPSSSRVTRSSGKQPTIVAMFSKGSNKRKSEEVNGKLKQETNLENEEEEEEEQFGEK
EPDVKRFKTETKEEGLERKEEATQIKTGTPVKTTPPKCAECRQYLDDPDLKFFQGDPDNALDEPEMLTDERLSIFDANEDGFESYDD
LPQHKVTSFSVYDRKGHLCPFDTGLIERNIELYFSGVVKPIYDDNPCLDGGVRARKMGPINAWWITGFDGGEKALIGFTTAFADYIL
MEPSEEYAPIFALMQEKIYMSKIVVEFLONNPDVSYEDLLNKIETTVPPAGLNFNRFTEDSLLRHAQFVVEQVESYDEAGDSDEPPV
LITPCMRDLIKLAGVTLGKRRAARRQAIRHPTKIDKDKGPTKATTTKLVYLIFDTFFSEQIEKTEKEEDNENVSKRRRCGVCEVCQQ
PECGKCRACQDMIKFGGSGKTKQACFQRRCPNLAVKEADDDEEVDDNIPEVPSPKKMLQGRKKKQSKSRISWVGHPVKSDGKKD
YYQKVCIDSETLQIGDCVSVSPDEPTKALYLARITAMWEDVNSSEPMFHVHWFCRGTDTVLGATSDPLELFLVDECEDMQLSYIHG
KVNVLYKAPSENWSLEGGLDVEIKMVEDDGRTYFYQMWYDQEYARFETPPKIQPTEDNIHKFCMSCIRLDEVRQKEIPRVLEPQEE
SEGKMFYSMAMKNGVQYRVGDGVFLLPDAFSFSLRLASPIKRQKKEAVNEELYPEHYRKYSEYIKGSNQDAPEPYRIGRIKEIYCNI
RSSGRPNEAEIKLRVYKLYRPENTHKSVKASYHADINLLYWSDEEASVEFKDVQGRCTVVYGEDLTENIQDYSASSSDRFYFLEAY
NAKTKTFEDPPYHARSSGNKGKGKGKGKGKSKGKSSTASEHSEHEAAKMKPPKLRSLDVFSGCGGLSEGFHQAEVSETLWAIEM
WEPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGPPCQGFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSFLSY
CDYYRPRFFLLENVRNFVSFKRSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQAGQYGVAQTRRRAIVLAAAPGEKLPMFPEPLHVFAPRAC
QLSVVVDDKKFVSNITRTYSGPFRTITVRDTMSDLPEIRNGASALEISYNGEPQSWFQRQIRGSQYQPILRDHICKDMSALVAARMR
HIPLAPGSDWRDLPNIEVRLSDGITTRKLRY THHEKKNGRSSTGALRGVCSCAEGKACDPADRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGL
YGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDTYRLFGNVLDKHRQVGNAVPPPLAKAIGLEIKSCVSA
KIKEGATDTIKREKMDTSD

>Xenopus tropicalis dnmt1]
LTESVSPLLYTAMPAQSASLALPADVRKRLKDLERDQDGMTEKECVQQKLSLVLGFLEADARNKLSDLESKLSSEELSEEGYLTKV
KALLRKQLSCENGDLSLNGETNGCSTNGTCGSDEEDVEMSESNTAGVKNRKTRKSK TNGENKTESPARARSSRSTTGKQATILSMF
SKGSSDLAMHQHSCNITFDNLITSDGIRRRCSIPFQHIMLEYQFQVDKKRPTSSVKFQWSLALTSNSTESSVLSILKASPFYTITSGLLR
SNKRKSSDEEKDTDVSADADQPEEKEKEEKRIKIEVNESENENRSTAEESKKVKPVLPPKTPPPKCMDCRQYLDDPDLK YFQGDPD
DALDEPEMLTDERLSLFEANEDGFES YDDLPQHKVTCFSVYDKRGHLCPFDSGLIEKNVELYFSGYVKPIYDDNPSLDGGVRAKKL
GPINAWWITGFDGGEKALIGFTTAFADYILMDPSEEY SSIFALMQEKIYMSKIVVEFLQNNPDVSYEDLLNKIETTVPPSGLNFNRFT
EDSLLRHAQFVVEQVESYDEAGDSDEQPVIVTPCMRDLIKLAGVTLGKRRAARRQAIRHPTKIEKDNKGPTKATTTKLVYQIFDTFF
SEQIEKDADKENGIKRRRCGVCEVCQQPDCGQCKACQDMLKFGGAGRTKQACTQRRCPNLAVKEADEDEEVEDVVPEMPSPKKI
LQGKKKKLEKKNRISWVGDPIKTEGKKDFYLKVSIDSEILEVGDCVSVSPDNPTEPLYLARITSMWEDACGPMFHAHWFCLGTDTV
LGATSDPLELFLVDECEDMQLSYIHGKVKVIYKAPSDNWFMEGGTHTDIKVVEDDGSTYFYQLWYDPEYARFETPPTPQPTEDNK
YKFCTSCARLAEIRQREMPRVSCPVEDLDSKVCYSTAIKNDVQYKVGDGVLLLPDAFSFSVKLGSPMKRPQKKDDVDEDLYPEYY
RKSSDYIKGSNLDAPEPYRLGRIKEIFCNKRSNGKANESDIKLRIYKFYRPENTHKGVKASYHSDVNMVYWSDEEAVVDFKAVQG
HCTVEYGEDLTETIQEYSAGGSDRFYFLEAYSAKTKSFEDPPNHARSAVNKGKGKGKGKGRTQTNSSKGKTASKSENEQQNCGDK
LPKLRTLDVFSGCGGLSEGFHQAGISETNWAIEMWEPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVMSGEKTNSLGQRLPQKGDVEML
CGGPPCQGFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSYLSYCDYYRPKYFLLENVRNFVSFKRSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQAGQY
GVAQTRRRAIVLAAAPGEKLPMFPEPLHVFAPRACSLSVVVDEKKYVSNITRTNSSLFRTITVRDTMSDLPEIRNGASALEISYNGEP
QSWFQRQIRGSQYQPILRDHVCKDMSALVAARMRHIPLAPGSDWRDLPNMEVRLSDGTTTRKLRYSHHDKKNGRSSTGALRGVC
SCSEGKPCDPADRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVITNPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDT
YRLFGNILDKHRQVGNAVPPPLSK AIGSEIKKCVLSREKENGTETVKAEKMET

>Anolis carolinensis DNMT3A
MNAVEEALPRSEPQKEEEASPPASQQPTDPASPNVATTPEPLGPDAADKGMSKTADDEPEYEDGRGFGIGELVWGKLRGFSWWPG
RIVSWWMTGRSRAAEGTRWVMWFGDGKFSVVCVEKLLPLSSFANAFHQATYNKQPMYRKAIYEVLQVASSRSGKIFPSCPENDE
TDTSKAVEIQNKOQMIEWALGGFQPSGPKGLEPPEEERNPYKEVYTEMWVEPEAAAY APPPPAKKPRKSTAEKPKVKEIIDERTRERL
VYEVRQKCRNIEDICISCGSLNVTLEHPLFIGGMCQNCKNCFLECAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDL
LVGPGAAQAAIKEDPWNCYMCGHKGIYGLLRRRDDWPSRLOQMFFANNHDQEFDPPKVYPPVPAERRKPIRVLSLFDGIATGLLVL
KDLGIQVDRYIASEVCEDSITVGMVRHQGKIMYVGDVRNVTQKHIQEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYR
LLHEARPKEGDERPFFWLFENVVAMGVSDKRDISRFLESNPVMIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMNRPLASTVNDKLELQECLEH
GRIAKFSKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVFMNEKEDILWCTEMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEY
FACV

>Homo sapiens DNMT3A
MPAMPSSGPGDTSSSAAEREEDRKDGEEQEEPRGKEERQEPSTTARKVGRPGRKRKHPPVESGDTPKDPAVISKSPSMAQDSGASE
LLPNGDLEKRSEPQPEEGSPAGGQKGGAPAEGEGAAETLPEASRAVENGCCTPKEGRGAPAEAGKEQKETNIESMKMEGSRGRLR
GGLGWESSLRQRPMPRLTFQAGDPYYISKRKRDEWLARWKREAEKKAKVIAGMNAVEENQGPGESQKVEEASPPAVQQPTDPAS
PTVATTPEPVGSDAGDKNATKAGDDEPEYEDGRGFGIGELVWGKLRGFSWWPGRIVSWWMTGRSRAAEGTRWVMWFGDGKFS
_ VVCVEKLMPLSSFCSAFHQATYNKQPMYRKAIYEVLQVASSRAGKLFPVCHDSDESDTAKAVEVQNKPMIEWALGGFQPSGPKGL
EPPEEEKNPYKEVYTDMWVEPEAAAY APPPPAKKPRKSTAEKPKVKEIIDERTRERLVYEVRQKCRNIEDICISCGSLNVTLEHPLFV
GGMCQNCKNCFLECAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGPGAAQAAIKEDPWNCYMCGHKGTY
GLLRRREDWPSRLQMFFANNHDQEFDPPKVYPPVPAEKRKPIRVLSLFDGIATGLLVLKDLGIQVDRYIASEVCEDSITVGMVRHQG
KIMYVGDVRSVTQKHIQEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHDARPKEGDDRPFFWLFENVVAMGVS
DKRDISRFLESNPVMIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMNRPLASTVNDKLELQECLEHGRIAKFSKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVF
MNEKEDILWCTEMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFACV

>Mus musculus Dnmt3a
MPSSGPGDTSSSSLEREDDRKEGEEQEENRGKEERQEPSATARKVGRPGRKRKHPPVESSDTPKDPAVTTKSQPMAQDSGPSDLLP
NGDLEKRSEPQPEEGSPAAGQKGGAPAEGEGTETPPEASRAVENGCCVTKEGRGASAGEGKEQKQTNIESMKMEGSRGRLRGGLG
WESSLRQRPMPRLTFQAGDPYYISKRKRDEWLARWKREAEKKAKVIAVMNAVEENQASGESQKVEEASPPAVQQPTDPASPTVA
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TTPEPVGGDAGDKNATKAADDEPEYEDGRGFGIGELVWGKLRGFSWWPGRIVSWWMTGRSRAAEGTRWVMWFGDGKFSVVCV
EKLMPLSSFCSAFHQATYNKQPMYRKAIYEVLQVASSRAGKLFPACHDSDESDSGKAVEVQNKQMIEWALGGFQPSGPKGLEPPE
EEKNPYKEVYTDMWVEPEAAAYAPPPPAKKPRKSTTEKPKVKEIIDERTRERLVYEVRQKCRNIEDICISCGSLNVTLEHPLFIGGM
CQNCKNCFLECAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGPGAAQAAIKEDPWNCYMCGHKGTYGLLR
RREDWPSRLQMFFANNHDQEFDPPKVYPPVPAEKRKPIRVLSLFDGIATGLLVLKDLGIQVDRYIASEVCEDSITVGMVRHQGKIM
YVGDVRSVTQKHIQEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHDARPKEGDDRPFFWLFENVVAMGVSDKR
DISRFLESNPVMIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMNRPLASTVNDKLELQECLEHGRIAKFSKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVFMN
EKEDILWCTEMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFACV

>@Gallus gallus DNMT3A
MVESSDTPKDTAAVPKCPPPCPEASPAEPLPNGDLEADGAQWKGTEEGGASPKSGRPEEDETESLADGETGRALENGRCTPKEGLD
APADEGELAPSDPQKKRGRRKLLEATEKSKEEKEENNFDSLKMEGSRGRLRGGLGWESSLRQRPMQRHTFQAGDPY YISKRKRDE
WLARWKREAEKKAKVIAVMNVVEETPRAEPQKEEEASPPASQQPTDPASPNVATTPEPVVADAVDKNTSKSADDEPEYEDGRGL
GIGELVWGKLRGFSWWPGRIVSWWMTGRSRAAEGTRWVMWFGDGKFSVVCVEKLLPLSSFSSAFHQATYNKQPMYRKAIYEVL
QVASSRAGKIFPACPENDETDTSKVVEIQNKQMIEWALGGFQPSGPKGLEPPEEERNPYKEVYTEMWVEPEAAAY APPPPAKKPRK
STTEKPKVKEIIDERTRERLVYEVRQKCRNIEDICISCGSLNVTLEHPLFIGGMCQNCKNCFLECAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVL
MCGNNNCCRCFCVECVDLLVGPGAAQAAIKEDPWNCYMCGHKGVYGLLRRREDWPSRLOQMFFANNHDQEFDPPKVYPPVPAEK
RKPIRVLSLFDGIATGLLVLKDLGIQVDRYIASEVCEDSITVGMVRHQGKIMYVGDVRNVTQKHIQEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVN
PARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKEGDDRPFFWLFENVVAMGVSDKRDISRFLESNPVMIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMN
RPLASTVNDKLELQECLEHGRIAKFSKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVFMNEKEDILWCTEMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRL
LGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFACV

>Xenopus tropicalis dnmt3a
QAESATVSKDIASVPKCHTSPNSARPDPIHNGEMDSRQHKAKRPTQDRPAPELSPRDTKTCDSPEEVPRDSDVTPVVENGCCTPSDD
IDPQDMEDCDVSVISTPKKRGRRSLSSSSEQSKEEREDDNSDSPKEEGYRGRLRGGLSWETSLRQRPMQRLPFQAGDPY YISKRKRD
EWLARWKREAEKKQQLAAVINAMEETVSREPQKEEEPCPPASQQPTDPASPTVATTPEPVAPDAVDKNTSKSADDEAEYEDGRGF
GIGELVWGKLRGFSWWPGRIVSWWMTGRSRAAEGTRWVMWFGDSKFSVVCVEKLLPLSSFAGTFHQATYNKQPMYRKAIYEVL
QVASTRARKVFPSCPENDESDTSKAVEIQNKQMIEWALGGFQPSGPKGLEPPEEERNPYKEVYTEMWVEPEAAAYTPPPPAKKPRK
STEKPKVKEIIDERTRERLVYEVRQKCRNIEDICISCGSLNVTLEHPLFIGGMCQNCKNCFLECAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVL
MCGNNNCCRCFCVECVDLLVGPGAAQAAIKEDPWNCYMCGHKGIYGLLKRRDDWPSRLQLFFANNHDQEFDPPKLYPPIAAEKR
KPIRVLSLFDGIATGLLVLKDLGIHIERYIASEVCEDSITVGMVRHQGKIMYVGDVRNITRKHIQEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPAR
KGLFEGTGRLFFEFYRLLHEARPKEGDNRPFFWLFENVVAMGVSDKRDISRFLESNPVMIDAREVSAAHRARYFWGNLPGMNRPL
VSTINDRLELQDCLEHGRLAKFSKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVYMNEKEDILWCTEMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGR
SWSVPVIRHLFAPLKEFYACV

>Danio rerio dnmt3ab
MPSNTVATAAAAFKSSDFNCDTNGNQMNESSMETMIIDEMPSLCTPVRKVGRPGRKRKHLHVTCYGPLNQLMAKQHKEAELQSS
LQSQNGEVERHENKSIEGRHSTLDKRDVENGLFCQSGCKAESTSDSSLSPSLENGFVSSQDSEKCDEETLPTLPRKKRGRRKLERPT
KYVEHKEDESGDPSKNEGARGRLRGGVGWEVSLRQRPMPRVTFQAGDPYYISRRTREELLAKWKLEAEKKAKLVSVMNSMEDH
GEVESEPKKDVITVPLLFPPPMPPTPPTPPMQQQPPQPQAQHQTNLKPQPSPQQQPPPFQQQQQQQPTDPASPTVATTPEPVSIGDGD
KTSPKSTESEYEDGRGFGINELVWGKLRGYSWWPGRVVSWRMTRRSPAAEGTRWVTWFGDGKFSVVCVEKLLPLSSFHNAFHQP
TYNKQPMYKKAIFEVLQVASTRAGK TFLSCPASDDTDSSKLVDVENKKMIEWAMSGFQPTGPKGLDPPESEPYEMCEWVEPEAAS
YLPPPAKKPRKSTVTEKPKVKEMIDERTRERLVFDVRQKCRNIEDICISCGSLYVSLEHPLFIGGMCQSCTNCFLECAYQYDDDGYQ
SYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGPGAAQAAIKEDPWNCYMCGLKTQYGLLERRADWPCRLQHFFANNHDQEF
EPPRLYPPVLAENRKPIRVLSLFDGIATGLLVLRELGIQVERYVASEVCEDSITVGIVRHQGRIMYVGDVRQLTRKNIQEWGPFDLVI
GGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKEGDTRPFFWLFENVVAMGVSDKRDISRFLECNPVMIDAKEVSAAHRA
RYFWGNLPGMNRPMSAMCTDKLDLQDCLEHGRTAKFGK VRTITTRSNSIKQGKDQHFPVFMNDKEDILWCTEMER VFGFPVHYT
DVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFACVGT

>Homo sapiens DNMT3B
MKGDTRHLNGEEDAGGREDSILVNGACSDQSSDSPPILEAIR TPEIRGRRSSSRLSKREVSSLLSYTQDLTGDGDGEDGDGSDTPVM
PKLFRETRTRSESPAVRTRNNNSVSSRERHRPSPRSTRGRQGRNHVDESPVEFPATRSLRRRATASAGTPWPSPPSSYLTIDLTDDTE
DTHGTPQSSSTPYARLAQDSQQGGMESPQVEADSGDGDSSEYQDGKEFGIGDLVWGKIKGFSWWPAMVVSWKATSKRQAMSGM
RWVQWFGDGKFSEVSADKLVALGLFSQHFNLATFNKLVSYRKAMYHALEKARVRAGKTFPSSPGDSLEDQLKPMLEWAHGGFK
PTGIEGLKPNNTQPVVNKSKVRRAGSRKLESRKYENKTRRRTADDSATSDYCPAPKRLKTNCYNNGKDRGDEDQSREQMASDVA
NNKSSLEDGCLSCGRKNPVSFHPLFEGGLCQTCRDRFLELFYMYDDDGYQSYCTVCCEGRELLLCSNTSCCRCFCVECLEVLVGTG
TAAEAKLQEPWSCYMCLPQRCHGVLRRRKDWNVRLQAFFTSDTGLEYEAPKLYPAIPAARRRPIRVLSLFDGIATGYLVLKELGIK
VGKYVASEVCEESIAVGTVKHEGNIKYVNDVRNITKKNIEEWGPFDLVIGGSPCNDLSNVNPARKGLYEGTGRLFFEFYHLLNYSR
PKEGDDRPFFWMFENVVAMKVGDKRDISRFLECNPVMIDAIK VSAAHRAR YFWGNLPGMNRPVIASKNDKLELQDCLEYNRIAKL
KKVQTITTKSNSIKQGKNQLFPVVMNGKEDVLWCTELERIFGFPVHY TDVSNMGRGARQKLLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFACE

>Mus musculus Dnmt3b
MKGDSRHLNEEEGASGYEECIIVNGNFSDQSSDTKDAPSPPVLEAICTEPVCTPETRGRRSSSRLSKREVSSLLNYTQDMTGDGDRD
DEVDDGNGSDILMPKLTRETKDTRTRSESPAVRTRHSNGTSSLERQRASPRITRGRQGRHHVQEYPVEFPATRSRRRRASSSASTPW
SSPASVDFMEEVTPKSVSTPSVDLSQDGDQEGMDTTQVDAESRDGDSTEYQDDKEFGIGDLVWGKIKGFSWWPAMVVSWKATSK
RQAMPGMRWVQWFGDGKFSEISADKLVALGLFSQHFNLATFNKLVSYRKAMYHTLEKARVRAGKTFSSSPGESLEDQLKPMLEW
AHGGFKPTGIEGLKPNKKQPVVNKSKVRRSDSRNLEPRRRENKSRRRTTNDSAASESPPPKRLKTNSYGGKDRGEDEESRERMASE
VTNNKGNLEDRCLSCGKKNPVSFHPLFEGGLCQSCRDRFLELFYMYDEDGYQSYCTVCCEGRELLLCSNTSCCRCFCVECLEVLVG
AGTAEDAKLQEPWSCYMCLPQRCHGVLRRRKDWNMRLQDFFTTDPDLEEFEPPKLYPAIPAAKRRPIRVLSLFDGIATGYLVLKEL
GIKVEKYIASEVCAESIAVGTVKHEGQIKY VNDVRKITKKNIEEWGPFDLVIGGSPCNDLSNVNPARKGLYEGTGRLFFEFYHLLNY
TRPKEGDNRPFFWMFENVVAMKVNDKKDISRFLACNPVMIDAIKVSAAHRARYFWGNLPGMNRPVMASKNDKLELQDCLEFSRT
AKLKKVQTITTKSNSIRQGKNQLFPVVMNGKDDVLWCTELERIFGFPAHYTDVSNMGRGARQKLLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYF
ACE

>Danio rerio dnmt3ba )
MATNVSLEPNNPDDKCSRYEVLGWINETLQTNFTQVEQCRSGACFCQLIDLLFPGTINLKK VKFESQKRSDFMQNYSLLQAAFRDL
EVTEPVPVNELLSGKFRPNFTYLKWFKKFFYANVKQERVYNAFEARDGQEIVPVDDVMKSPKALKSSYESGRAGEESDMEINGGR
RSATYDPKWQRNLKWIRASDMGDNYAYCTTCDYNIILLAGFHDLKRHQLTQNHMKHETGRTNLPGRK QIEESISCSETMLLFIQSH
CLSSLPSRINRVSQRTARCILGLKYPNDIVSACKLNPYCIYIYGQVPLDVKTGDKTNCHVVLAGFFEEKQARYCIRFLDVFQPEDSAS
SVSGGLFSILKKFEIPASNMVAVYINDHELTSESVVSQIRELNPQVIDLGGLYSIPDTACSAGLQTHSVQVEELIANIYRHFSTGSTSND
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NLKMLFAGIDGLKVHSNPLSNSEEFCVLVKRIHEMWSDLVSYFSSCDENNDNVKQICSQLENPKIRLTLMFLDQALGPLRAFGQHL
QQSKSSVRADLVEILREASGLLRSYASSFLRPQAVIRYLKEQDPAILDNEAFCLPAAELSLGGVLEDFISAREKELADFLSTFYNECLA
IYKTLTTSIAASLPLSDSVLRAISQLLSPAGRLKVTGKNIVDLAVRFGFCSKPEDSAKLNDEFLEYQLAEEENLSSTHSIERYWCTVLK
TFPPTSVFKRLVLCLLVLPSPSLDATKIFAQAIENGDADQLDDSSSESDTDMTKELDSNDDNSLDNSELQISPIKNGIMKKSRRSTSEV
NLKNDGAKNDGTLTSNTLKEVKNDLSNSTPSPRRGKRDQAYNDGKGFAVGELVWGKVKDFSLWPGLVVPWKGRIVPVSMRRVE
WFGDGMFSEIHTDGLLPFGAFSKNFCSKSYEGLPTYKNAIYQILELAAERSGKLFPPSEKKGEEVKAMMDWAFGGFQPMGADGFLP
SADSSASNKTESDSSVSDYQPPAKRKYVFKNRPSTQECNRDQMVQEVTSKGRKIEDFCLSCGSSNTETFHPLFKGSLCIKCKENFTE
TLYRYDDDGYQSYCTVCCAGLEVILCGNASCCRCFCKDCLNVLVGPGTFDKLKEVDPWSCYVCLPSKCYGVLKLRTDWSVRVQE
FFANNSAFEFEPHRVYPSIPAHKRRPIRVLSLFDGIATGYLVLKDLGFKLERYIASEICEDSIAVGMVKHEGKIEYVKDVRTITRKHLA
EWGPFDLLIGGSPCNDLSMVNPARKGLFEGTGRLFFEYYRMLTMMRPKEDDDRPFFWLFENVVAMSAHDKADICRFLECNPVMID
AVKVSPAHRARYFWGNLPGMNRPVATSLTDNVDLQDCLESGRTAMFSKVRTITTKSNSIKQGKTGPLPVTMNGKEDYLWCTEME
KIFGFPKHYTDVNNMGRGQRQKVLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFACE

>@Gallus gallus DNMT3B
MSMVTSLERLEQRLAVMVAAQETSQAWSSLGEEGPAAMKKEKSHGRDEADCRAELILFDGDCTDPTKDTAALLLEASGKPGAPD
AGSLGLAPLKNKRVSKDLSKEELSWPLTLMEPQEVRPRGSAGWESSLRQKPPVRLIFQAGQTHHEMQIKESSSVEALRELPAPLRSS
RRRTAVPVLTTIDLTEEDSRDSSQSSSTLSGSSSQEGQNGSTELVAEEPESRDAGIALEYQDGKEFGIGELVWGKIKGFSWWPAIVVS
YRATSKRQAVSGMRWVQWFGDGKFSEVSADKLVGLMAFRQHFNTATFNKLVSYRRAIYHALEVARSRSGKTFTSAPGESLEEQL
KPMIDWALTGFKPLGVKGLQPPKSSENGALRNGTEEVLCLEHCPPTKRLKSNPCNSSKEQRMEEDQTREQMVSEVTNNSGSLEDSC
LSCGRRNPATFHPLFEGGLCHTCRDRFLELFYMYDEDGYQSYCTVCCEGKELLLCSNASCCRCFCVECLEVLVGRGSSAKAKEQEP
WNCYMCQPQRSYGVLQRRQDWSSRLQDFFTSDKGQEYDAPKIYPAVPPAKRRPIRVLSLFDGIATGYLVLKDLGIQVEKYIASEICE
DPLAVGTVRHEGNITYVHDVRNITKRNIEEWGPFDLVIGGSPCNDLSLASPPRKAPYGEAAWPHGAGSPQAAWGRRRSCAVAPSG
DTCQALSPPGPPEPVPTPQPNLRGRGRSPPNTPAGSPRTEGTGRLFFEFYHLLNYARPKAGEERPFFWMFENVVAMRVNDKRDISRF
LECNPVMIDAIKISAAHRAR YFWGNLPGMNRIFGFPLHCTDVSNISRGARQKLLGRSWSIPVIQHLFSPLKDYFACE

>Anolis carolinensis DNMT3b
MKKEKRVCWAMDSEETVVLVNGNCGDPSEDKANAALDVKGKRKKPDSSDAEQLSSKTEEKTDEIPGSPKKWQEVNMKRKKRVL
SDTDSEDEVILINISDDESAEEKANANLDVKGKRKKPDADDAGQLSPTREEGQEIRTRGNAGWENCLRQKPPPRIVFQAGPASQDK
KSKDDVESVESFKERHKIRYSRRISRNGPINFSEDELSESSRVGSNGIPNGNHDPGLLRGCKEYQDGKPFQMGELVWGKIRGFAWW
PAIVVTWKSTSNRPAAPGMRWVKWFGDGMFSEVSADKLVGLVNFRDHFNSSTLQKMASYRQAILHVLEVASSRCGKTFPSNAGD
SIEEKLKPMVEWALNGFKPTGGKGLKPPKGEEDVDQEDKSSVEEVVVVLEPSPPPKRVKTAVCNGNGKEQSEENQSRERMLSEVR
NNKKSLEDSCLCCGKSNPATFHPLFEGGLCTTCQDRFLEYFYMYDEDGYQTYCSICCEGTELLLCDNASCFRCFCVDCLNTLVGRG
AADAAREEEPWSCYMCQPQKQHGLLQRRHDWNTRLKEFFTNERGQE YKAPKIYPAIPAAQRRPIRVLSLFDGIATGYLVLRDLGIK
VEKYVASEICEESIAVGTVRHEGNITYVHDVRNITKRNIDEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYHLLNYSRPK
PEEERPFFWLFENVVAMRVNDRRDISRFLECNPVMIDAIK VSAAHRAR YFWGNLPGMNRPLVASK TDKLELQDCLEYSRTAKLKK
VQTITTKSNSIRQGKAQMLPVRMNGKDDDLWCTELERIFGFPLHY TDVSNMGRGARQKLLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFACD

>Oryzias latipes DNMT1 1496aa
MPSRTSLSLPDDVRKRLOMLEEDGSSEEDQVKEKLKLVQDFLHDDTQTQLTSLEKEMKSSEISKEVYISKVKALLGKELHLENDLE
VGKTNGFSNGSHEDEQDEEAMGTDDVKSPPPSKGKAGRRSKSNGDSKKSPASARVTRNSGKQPTILSMFSKVQKRKSEEMSEESV
NGKDEVKKEEDVEESQEKKRLKVESDENSAAEDCKNDTTKPVSAAKTPPPKCQDCRQFLDDSDLKFFQGDPDNALDEPEMLTDER
LSLFDSNEDGFESYDDLPQHRITNFSVYDKRGHLCPFDSGLIEKNVELYFSCAVKPIYDDNPCLDGGVPAKKLGPINAWWITGFDGG
EKALIGFTTAFADYILMQPSEEY APIFALMQEKIYMSKIVVEFLQKNPDVTYEDLLNKIETTVPPAGLNFNCFTEDTLLRHAQFVVEQ
VESYDEAGDSDEQPIIVTPCMRDLIKLAGVTLGKSTLLYWRAARRQAIRHPTKIEKDSKGPTKATTTKLVYQIFDAFFSDQIEQNDKE
SALKRQRCGVCEVCQSPDCGKCTACKDMIKFGGSGRSKQACKQRRCPNLAVKEAEDDEIVEEDVLVEKAKKDANTKKKKQTQCK
LAWIGEPILSEGKKHYYKKVSVNDEVLEVGDCVSVLSDDPSVPLYLARITSMWEGSHGKTFHAHWFLRGIHTALGESSDPLELVVV
DECEDMLLSYVHEKVNVMYKAPSNNWFMEGGMDVDLKVVEDDGKSFFYQFWYDTEFARFETPPKTSEPEDCKYRFCGSCARIKE
RAEQEVPQALEPLENESGDTKVLYALACFKGEQFKIGDGVYLPPDSFSFNMKPASPVKRSHRKEDVDEDLYPEYYRKSSDYIKGSN
LDAPEPFRVGRIKEIFCHRRSNGKSDTADVKLTLYKFYRPENTHKGVKASYHADINQLYWSDEEVTVRMSEVLGRCQIEYAEDLIES
VQDYSSGGPDRFYFLEAYNARSKSFEDPPNHARSAVHKGKGKGKGKGKGKGKASQEQQDSNVGPQMPKVPKYRTLDVFSGCGG
LSEGFHQAGISESLWAIEMWEPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGPPCQGFSGMNRF
NSRTYSKFKNSLVVSYLSYCDYYRPKFFLLENVRNFVSFKNSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQAGQYGVAQTRRRAIILAAAP
GEKLPRYPEPLHVFAPRACSLSVVVDEKRYVSNVTRGNGGIYRTITVRDSMSDLPEIRNGASALEISYNGEPQSWFQRQIRGTQYQPI
LRDHICKDMSALVEGRMRHIPLAPGSDWRDLPNIEVRLKDGTMTKKLRYTHTDKKNGRSSTGALRGVCTCAGGKPCDPADRQFN
TLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDTYRFFGNILDKHRQVG
NAVPPPLSRAIGLEIKKCVIERMKEEETTDVIKQEKMEVSD

>QOryzias latipes DNMT3a 842aa
MPSNSPAAGEPPQTLENDASNDVSEDGADQDSPEEGTPASPHNKRRVGRPGRKRKQLLPEMATSDPCANAPPTPPEEPEPSPSPRKR
RGRRRLEQTEKNREEPDDRNCDSPREGETGRLRRRPVPRVTFQAGDPY YISRRQKEEWLSRWKMEAERRAYREAEISMMDDLSEA
DFQKEEEPSSPAPPPSQQHTDPASPTVAVTPEPVARGDQATPSEIEY QDGRGFGIGTLVFGKLRGFSWWPGRIVSWWMSGRSRAAD
GTRWVMWFGDGKFSVVCVEKLMPLSSFSSAFHQPTYNKQSMYRKAIFEALQVASVRAGRPVPSCDASDDAEGVELQTRQMIEWA
MAGFLPTGPQALDPPEEERNPYKEVYPEMWAEPEAAYTPPPAKKPRKNSAEKAKIREVIDEGTRERLIQEIKKKTRNIEDICISCGSL
NVSLEHPLFMGAMCQGCKNSFLECAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGAGSAAAAIKEDPWNC
YMCGPRSTYGLLRRRDDWPCRLQHFFANNHEQEFEPAKLYPPVSAEKRKPIRVLSLFDGIATGLLVLKDLGIQVDKYVASEVCEDSI
TVGIVRHQGRIMYVGDVRNVTRRHIEEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKPGDERPFFWLFEN
VVAMGVSDKRDISRFLECNPVMIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMSRPLTPMANDRLDLQGCLEHGRTAKFEKLRTITTRSNSVKQ
GKDEHFPVYMDNKEDILWCTEMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFACN

>QOryzias latipes DNMT3b 902aa
MAVVVQPPRARPQVCAHEAGAERRVGEEAGGPGVCAPQLCAHTGARATLPTLFFSRSPRISSCGCTRAAQLVMFQKESGQPLNPST
TTEMPSNSFSAAIMEESNNMTATAAVNRNTCGTEGLSENDSGVELTNENSPLTAAEPPSPPFSPKHNQDAASSQDGNCCLRGSRKRS
RKSPEEGERTWDSYSEEKPPAASQLSLREKPQPRTIYQAGLTLQKHTKARRQSRKEELSVSVVSITHFTCGPQGSEGISGGPPDTPCL
DLIEQDSKDSAQSSSTASSSGTQPEYNDNKGFCIGEMVWGKIKGFSWWPGIVVTWRATGKRQASHGMRWLQWFGDGKFSEVSAD
KLDSITAFPKFFSQASYTKLASYRRAIFQAIEMASVRAGKIFLPCDSENLEEQIKPMLDWANGGFQPKGKEGLKPSHSGADSNPLDH
QLLNVSLPEYFPGAKRPKVSLCKSKAVPEESYCREQMVNEVRKKKINIEEFCLSCGNMRVVTFHPLFEGGLCQTCKDVYLEMSYMF
DDDGYQSYCTICCGGREVLLCGNVNCCRCFCVDCLDILVDPGASNNARYLDPWRCYMCQPLMQYGILKRRHDWNLKLQEFFAND
NGQEFEKPQIYPAVPAEQRRPIRVLSLFDGIATGYLVLRDLGFKVDQYVASEVCQDSISVGVVRHEGKIQYVHDVRNITKKNILEWG
PFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLSEAKPKEGEDRPFFWMFENVVAMGVNDKRDISRFLECNPVMIDAIEVS
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AAHRARYFWGNLPGMNRPLCASGMDKLELQDCLEHGRVAKFGKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVLMNGKEDILWCTELERIFGFP
VHYTDVSNMGRGARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFACE

>Oryzias latipes DNMT3b 1443aa
MAGTEAVLVKWLNNLLKTNFQEVQEMSSGACYCQIMDCTIPGSIDLAKVKFDAQCEDDYKHNFTLLQEAFKKQGITEGIPVEELIQ
GDIKTNSEFLKWFKIFHLTSKNQKAVKNNRDISPNPASPPPRNSRQDLGTEKNNLVATGKGSLYTEKWKETFDWAERSTLGDDYTF
CTSCQSNLHTINKGLVELQRHSETKKHKKGTNLYEGNNSQNKTTKLPCSDAALRFIRSRSNFAPMNGEKPSKHFLYRTLGRRYPKDI
ASVCRHTPYCVYVYEEVSVGKDQHVSVMLVGFYDLQTAAHSVRFLDAFESESGDQTASYVFQTLEKFELPAENLAAVYVSGDSQL
SAQICSELRKLNPILISIGPLYSIADAACCAGVKKLSGLVQELLSALEEQYFSSSIQSDELEALLDSVYDEKSSTSFLDIGCLKFCRLISKI
LEMWTDLTRHFSSRNDEEAELICSQLKDPK VKATFLFLRKALKPLQKFQTQTLEDSWTSMLLILKEASSLLSTYTSCFLQQSAAARY
LEEHDARILRSKKSLLSSPDLDLGGNEVEDALRACDEPAALPHFCEQALSFYAALTGCIAEELPLSVKALRSIAQLLSPQSWLKVTSA
QVKELGTQLGVCNSTDEIRQLTEEFLECKPTREVGPHAGTTVDSLKQHWSRLLDGAKPASLFRRLVLTLLSLPCPPLDPKQVLSRVL
ETTEASSDEESTDSSCDTSCSRKDISIHSPHVQNPQKLDLLKAALRPCEVRLIKIDCLNIDGYQENFISERNHRGSLGCESSLRRKPPAR
TVFQAGVSTWCKPVGFDDKAAPELRDEAGEERPHSGKHTPTK VQRKHNYQDGKGFPVGDLVWGRVKSLSLWPGMVIPWKSKSS
PVGMRRVEWFGDGMISETNTEGLLPFSTFSKSFCKNSYASLPMYKKAIYEILELAAERSRKSFADAEGDKEKELKLMLEWAFEGFL
PTGPEGFAPPSFSVQKEPSEISEDYPPKKRKYLSKNRTSTSAVTCNRESLIEMIKEPGK TIEDFCLSCSSTEVDVQHPLFEGGLCLRCKE
NFSETLYRYDEDGYQSYCTVCCAGLEVVLCDNVNCCRCFCKDCLNILIEDGTFEKLRDTETWNCFMCTPSQCKGNLQLRPDWSVR
VQDFFANSSALEFEPHRVYPSIPVAERRPLKVLSLFDGIATGYLVLKHLGFKIERYIASEICDDSIAVGMIKHEGKIEYVNDVRTITRK
HLAEWGPFDLLIGGSPCNDLATVNPNRKGLYEGTGRLFFEFYRILNLLRPREEDNRPFFWLFENVVHMNSRDKTDICRFLECNPVLI
DAIDVSPAHRARYFWGNLPGMSRRVATSLDDKVNLQDCLEIGRVAKFDKVRTITTKTNCMRQGKTGQLPVIMNGKDDSLWCTEM
ELIFGFPKHYTDVNNMSRMQRQRVLGRSWSVPVIRHLLAPLKDYYACEERV

>Takifugu rubripes DNMT1 1493aa
MPTRTSLSLPEDVKKRLQVLDEDGSTEEDHVKEKLKLVQKFLHIDAQDQLTSLEESMKNSEISMEVYISKVKALLGKELHLENGNS
NGYTNGSHKDEDGEEASMDVQEGEETMKSPTASKGKGGRRSKANSDTKKSPASTRVTRNSGKQPTIMSMFSKVQKRKSEDLNGD
STNGQNEDKKEDDNVEEAREEKRLKVESNENESTEEIKPETKPVPTAKTPPPKCQDCRQYLDDSDLKFFQGDPDNALDEPEMLTDE
RLSLFDSNEDGFESYEDLPQHKITNFSVYDKRGHLCPFDSGLIEKNVELYFSCVVKPIYDDNPCLDGGVPAKKLGPINAWWITGFDG
GEKALIGFTTAFADYILMHSSEDYAPIFALMQEKIYMSKIVVEFLQKNREATYEDLLNKIETTVPPAGLNFNCFTEDTLLRHAQFVVE
QVESYDEAGDSDEERIIVTPCMRDLIKLAGVTLGKRRAARRQAIRHPTKIEKDSKGPTKATTTKLVCQIFDTFFSDQIEQNDKEVVG
VKRHRCGVCEVCQSPDCGKCTACKDMIKFGGSGKSKQACKQRRCPNLAVKEAEDDENVEEDDAPVEKTKKVSHAKRKKQTECN
LTWIGEPVLTEGKRNYYKQVSINDEVLEVGDCVSVSSEDPSVPLILARITSLWEDTHGKMFHAHWFMRGIHTVLGECSDPLELVLV
DDCEDMQLNYVQGKVNIMYKAPSNNWFMEGGLDVDIKVIADDGKSFFYQFWYDPEFARFETPPKTTPSEDCKFKFCSSCVRTTEQ
KEQEIPHVFELLDEDSDSKALFALACFKGEQFKVGDSVYLPPDAFNFSVKPASPMKRSHRKDDVDEELYPEY YRKSSDYIKGSNLD
APDPFRIGRIKEIFCHKRSNGKPDTSEVKLRLYKFYRPENTHKGVKATYHTDINQLYWSDEEVTVDMAQVLGRCQVEYGEDLNEPV
QEYSSGGPDRFYFLEAYNAKTKSFEDPPNHARSAAHKGKGKGKGKGKGKGKAAQDSHDTPNEPQMPKVPKYRTLDVFSGCGGLS
EGFHQAGISESLWAIEMWEPAAQAFRLNNPGATVFTEDCNILLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGPPCQGFSGMNRFNS
RTYSAFKNSLVVSYLSYCDYYRPKFFLLENVRNFVSFKSSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQAGQYGVAQTRRRAIILAAAPGEE
LPRYPEPLHVFAPRACSLNVVVDDKKFVSNVTRGNGGIYRTITVRDTMSDLPEIRNGASALEISYNGEPQSWFQRQIRGTQYQPILR
DHICKDMSALVEGRMRHIPLAPGSDWRDLPNIEVRLRDGTMTKKLRYTHLDKKNGRSSTGALRGVCTCAGGTPCDPADRQFNTLI
PWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDTYRFFGNILDKHRQVGNAV
PPPLSRAIGLEIKKCVTMRIKQEQASENVKHEKMELSE

>Takifugu rubripes DNMT3a-like 983aa
MPSNTVAGTTAFKGSDYTDSPGSRMGESTIMDVDLMTEDKSASASYKGSKPGRKRKHFPGESCGPFKDAVGGGHSYPGMGRLSQ
VYNGDADGHRERMSDACFPKQERRDAENGIPRDSSFCRAEDSPQGQSWSPVQENGLQPSPDEQDPEKDKDDSLTLSRKKRGRRKL
ERPTKYVEHKEEDGVDSVKTEGDRGRLRGGVGWEISLRQRPMPRITFQAGDPY YISKRTREEWLAKWKLEAENKARQMSAMSAM
KDHKESETESREEEVSIIKHPPPSKLQQQPPQPHSQPPPQPQHQQQSLPQQQQHQQPPQQQQQPTDPASPTVATTPEPVAIGGAEKTS
PNPADTEPEYDDGRGFGIGELVWGKLRGFSWWPGRIVSWWMTGRSRAAEGTRWVMWEFGDGKFSVVCVEKLLPLSSFSNAFHQPT
YNKQMYKKAIYEVLQVASRRAGKAFMACPDSDETETSKSVEILNKQMIDWAMTGFQPTGPKALEPPEEERNPYTEVYPEMWVEP
ETAAYTPPPAKKPRKSTAEKPKVKDIIDERTRERLIHDVRQKCRNLEDICISCGSLNVSLEHPLFSGGMCQSCKNCFLECAYQYDDD
GYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGPGAAHAAIKEDPWNCYMCSQKGVFGLLARRIDWPSRLQHFFANNHEQ
DFETPKVYPPVMAEKRKPIRVLSLFDGIATGLLVLKELGIEVDRYVASEVCEDSITLGIVRHQGRIMYVGDVRSVTRKHIQEWGPFD
LVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKEGDDRPFFWLFENVVAMGVSDKRDISRFLECNPVMIDAKEVSAA
HRARYFWGNLPGMNRLVCEWPLSSTNTDKLDLQECLEHGRTAKFEKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVYMNEKEDILWCTEIERIFG
FPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFACV

>Kryptolebias marmoratus DNMT1 1508aa
MPSRTSQSLPDDVRKRLEKLDEDGSSEEDQVKEKLKLVQDFLHDDAQDQLTTLEEKMKKSEISKEVYISKVKALLGKELHLENGSH
VDGAEQNGKANGFTNGSHKDKEDEDGDVAMDTQEEEAAAAVVKSPPASRGKGGRRSKGSTDTKKSPASSRVTRNNGKQPTILA
MFSKVQKRKSDELNEEAVNGTDELKKEDDDDKDESREEKRLKVDSDEKPAPEELKTETVKPVSTAKTPPPKCPDCRQYLDDSDLK
FFQGDPDNALDEPEMLTDERLSLFDSNEDGFESYDNLPQHRITNFSVYDKHGHLCPFDNGLIEKNVELYFSCVVKPIYDDNPCLEGG
VFAKKLGPINAWWITGFDGGEKALIGFTTSFADYILMQPSEEYAPIFALMQEKIYMSKIVVEFLQKNPDASYEDLLNKIETTVPPAGL
NFNCFTEDTLLRHAQFVVEQVESYDEAGDSDEQPIIVTPCMRDLIKLAGVTLGKRRAARRQAIRHPTKIEKDSKGPTKATTTQLVYQ
IFDAFFADQIEQIDKEAGLKRQRCGVCEVCQSPDCGKCAACKDMIKFGGSGRNKQACKQRRCPNLAVKEAEDDENIEEEDVQEEKP
KKVLNAKRKKQTQSKLAWIGESIQTVGRKQYYKKVSVNDEVLEVGDCVSVSSDDPSIPLYLARITSLWEDNNGKMFHAHWFLRGI
HTVLGESSDPLEIVIVDDCEDMLLTY VQGKVNITYKPPSNNWCMEGGVDVDVKVIEDDGKSFFYQFWYDLDFARFETPPKTCPTEE
CKFRFCGSCARTKEREDQELPQPFEPLDNEDGDTKVFYTSACFRGQQFRVGDSVYMPPGAFHFSVKPASPVKRSHRKEDVDEDLYP
EYYRKSSDYIKGSNLDAPQPFRIGRIKEIYCLRRSNGKPDTTEVKLRLYKFYRPENTHKGVKASYHTDVNQLYWSDEEVAVCLSDV
LGCCQVEYAEDLNESIQDYSSGGPDRFYFLEAYNAKSKSFEDPPNHARSCVHKGKGKGKGKGKGKGKAVQEPQDSHIEPPKVSKY
RTLDVFSGCGGLSEGFHQAGISETLWAIEMWEPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGP
PCQGFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSYLSYCDYYRPKFFLLENVRNFVSFKNSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQAGQYGVAQ
TRRRAIVLAAAPGEKLPRFPEPLHVFAPRACQLSVVVDEKKYVSNVTRGNGGIYRTITVRDTMSDLPEIRNGAAALEISYNGEPQSW
FQRQIRGTQYQPILRDHICKDMSALVEARMRHIPLAPGSDWRDLPNIEVRMKDGNMTKKLRYTHHDKKNGRSGTGALRGVCTCA
GGKPCDSADRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDTYR
FFGNILDKHRQVGNAVPPPLSRAIGLELKKCVLERMKEEQAAENIKQEKMEVSD

>Kryptolebias marmoratus DNMT3a 985aa
MMPSNTVINTTAFKGADFADSPGNRMGESTILDMDLMEEEKSTLNSASCKVGKPGRKRKPFPVESCGSLTDSRSVGNSYSGVCRPF
MTQVHNGDMMLDGCFPKQEKREVENGIPRDPLSSCQAEDSSQGPSLSPSMENGFLSGREEQDLEKERDDGVMMPRKKRGRRKLE
RPTKYVEHKEDEGCDAIKTEGGRGRQRGGVGWEISLRQRPMPRITFQAGDPYYISKRTREEWMAKWKMEAEKKAKLMSAMNTM
KDNKNETESEKEEVSIIKHPQPSKQQQQPQPQPQPQSQHSQSLSQPQYQQQSQSSLPQQQQHMQPPQQQQQPTDPASPTVATTPEPV
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TIGGEDKTSPKSADAEPEYEDGRGFGIGELVWGKLRGFSWWPGRIVSWWMTGRSRAAEGTRWVMWFGDGKFSVVCVEKLLPLSS
FNNAFHQPTYNKQPMYKKAIYEVLQVASSRAGKTFMACPDSDETETSKSVEMLNKQMIEWAKTGFQPTGPRGLEPPEEERSNSEV
YPEMWVEPEAAAYTPPPAKKPRKSTVEKPKVKEIVDERTRERLVYEVRQKSRSIEDICISCGGLNVSLEHPLFGGGMCQSCKNCFLE
CAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGPGAALAAIKEDPWNCYMCCPKGVFGLLERRSDWPNRLQ
HFFANNHDQDFDPPKLYPPVMVEKRKPIRVLSLFDGIATGLLVLKELGIQVDRYVASEVCEDSITVGIVRHHGRIMYVGDVRNVTR
KHIQEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKEGDDRPFFWLFENVVAMGVSDKRDISRFLECNPV
MIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMNRPLTAMCTDRLDLQDCLEHGRTAKFGKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVYMNEKEDILWCT
EMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYYACV

>Kryptolebias marmoratus DNMT3a
MPSNSPAAAEPPQTLENDASNDVSEDGADQDSPEEGTPASLRNKRRVGRPSRKSKQQLPEMATSDPCANAPPTPPEEPEPSPSPRKK
RRHQKTEQTEKNKDEPETDRNCDSPREGETGRLRRRPVPRVTFQAGDPYYISRRQKEEWLSRWKMEAERRAYREAEINMMDDLSE
ADFQKEEEPASPAPPPSQQHTDPASPTVAVTPEPVARGDQAMPSEIECQDGRGFSIGTLVFGKLRGFSWWPGRIVSWWMSGRSRAA
DGTRWVMWEFGDGKFSVVCVEKLMPLSSFSSAFHQPTYNKQSMYRKAIFEALQVASVRAGRPVPSCDASDDAEAVEIQTRQMIEW
AMTGFLPNGPQSLDPPEEEQNQFKEGYLEMWPEPEAAY TPPPAKKPRKNSAEKAKIREVIDEGTRERLIHEIKKKTRNIEDICISCGSL
NVSLEHPLFVGAMCQGCKNSFLECAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGAGSAAAAIKEDPWNC
YMCGPRSAYGLLRRRDDWPIRLQHFFANNHEQEFEPAKLFPPVAAEKRKPIRVLSLFDGIATGLLVLKDLGIQVDKYVASEVCEDSI
TVGIVRHQGRIMYVGDVRNVTRKHIEEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKPGDERPFFWLFEN
VVAMGVSDKRDISRFLECNPVMIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMSRPLTPMANDKLDLQECLEHGRTAKFEKLRTITTRSNS
VKQGKDEHFPVYMDNKEDILWCTEMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFACY

>Kryptolebias marmoratus DNMT3b 803aa
MPFNKYSPAMLEESSNVTATAAVNGDTPGAAENDSSVELTNDNSPLTAAEPPSPFSLKQNGDAASPQDGNQCSRGSRKRGRKRPEE
EEPAWDSYCENKSVGAGQLSLRQRPQRRTFYQAGLTTNGHNKPRRQNRKQELSVLLYVSGLQGAAAGSPVAPETSCPDLMEQDS
KDSAQSSSTMSSSETQPEYSDNKGFGIGELVWGKIKGFSWWPGIVVTWRATGKRQASHGMRWLQWFGDGKFSEVSADKLDSLTA
FPKFFNRASYTKLASYRRAIFQALEMASVRAEKTFPPCESDSPEDQVKPMLDWANGGFLPKGEEGLKPAPSANSNPLDHQILNVSL
HEYFAGAKRAKPNFCKIKAAPEESCSREQMVNEVRKKKQSIEEFCLSCGKMRAATFHPLFEGGLCQTCKDVYLEMSYMYDDDGY
QSYCTVCCGGREVLLCGNANCCRCFCVDCLDILIDPGASNSARYQDPWRCYMCQPLLQYGVLKRRHDWSMKLQEFFANDNGQEF
EKTNIYPAVPAEQRRPIRVLSLFDGIATGYLVLRDLGFKVDLYVASEVCEDSISVGVVRHEGKIQYVHDVRNITKKNIQEWGPFDLVI
GGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLSEAKPKEGEDRPFFWMFENVVAMGVNDKRDISRFLECNPVMIDAIEVSAAHRA
RYFWGNLPGMNRPLCASGMDKLELQDCLEHGRVAKFGKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVLMNGKEDVLWCTELERIFGFPVHYTD
LSNMGRGARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFACE

>Kryptolebias marmoratus DNMT3b-like 1441aa
MDCDTEEEPTATKTHENKNSDVIFLISEDEEEKADQMEIVVKDEPGQPHQTAEAAVKTQSAGGDLVTFIKKHCCNNIYSAHPKDLV
HVVSNTPFCLYLYVGVPVGGGQSTSFVLIGYFDARSDDRVVKLVHTLQMNVDTADPHNSAGVTTDELTHAAYSDACLLIETLNKL
ELPLSNLAVFYCSAPHPELSQLLVPKLQTFNPKMISLCNISGMAGRACQGALIASFSHVVDLIRDIHHHYSTCSPVDDSLKKVFAEAG
SYNPLCPVSAQCLFITHSVOQNMAACWQDLLEYFKLLTHSEATDQIRFQLMDDKVKLHFLFLSHSLEPLRALQDLQQSGSASLIVELQ
LVSILLQSYATSILRSSAVDNFLLKRDMWLLHSEKELLPTAEVKVGSRASDFLWATSLNRRQQVRNGFLKDAQSFYIAALQSLVKSI
PGPLWDVTQRNIGPLLKDPNNITDKSFSWKVLSVICISMGLCPTEASEMQLAQNYHIFIKRLKEKQNSSHERNSWAKILHRMRPWTT
LHQLFLTLLALPSSLQRTLVFDKAYENIKIPHDREETPKASPQPDWWARRPSIRRRKLPVQKTEEGGESSTEGSDSHVASPRTYNNTK
HCGSVDNTDYTDNSSDVIDITEESIIFPNNEQVANGDEMQQAEYIFIVTSDEENPSLDSPVSTSGSVESSEK TIGELVWGQIEGFSPWP
GIIVPYKRGLRLPEKRMVEWYGQRMCSQVSLQTLQPYSEFDRHFCAKSFATLVTYREAIFSSLQEAALRCKKQFSPLVEDSEDKLKE
MLDWAFGGFQPSGPNGLKPTNGVFKKTTRPKVKKKLFKKATSFSDPSNPLKNNGNIHTEIKDVAVSLNRLSCKSIYVSSQPKTAVK
KRSKSOMEEERHQTITAGMRKRQEEWEGEKVKLVRKWVNMKSGWGRKRGKEGKGVEKKYNWFYGLDNDRSPDFVPHKKRSYT
RAYNKVNQMTSVYTQPDQKLREQTINRIMDLNLNIEAYCLCCGVEDIEIFHPLFKGSLCLKCKNNFTETLFRYDEDGYQSYCTICCY
GMEVILCGNDSCCRSYCEDCLNILAGPGTFDSLKLLDPWICYLCQPHQPHGALVPREDWSIRVQGLFANNSGIEFEPHRVYPSIPASL
RRPLRVLSLFDGIGTGYLVLKDLGFKVDKYVASEVCEDSIAVSTINHDGKIVHVGDVRFITQEHINDWGPFDLMIGGSPCNDLSIVNP
LRKGLYEGTGRLFFEYYRILQLLKPKEEDPRPFFWLFENVVFMNTHDKVNICRFFECNPVLVDAVKVSPAHRARYFWGNIPGMSRP
ITASQTDKLNLQDCLELGREAKVTKVRTITTNPNSLKQGKDVSQLPVLESGREDTLWITELEKIFGFPKHYTDVRNMNRQQRQKLLG
KAWSVPVIRHLFAPLKDYFACEELPPLSTACMPACSSNTSSSCPATPDLQQLR

>Danio rerio DNMT1 1500aa
MPTKTSLSLPEDVKERLQVLDEGGDSLSDEECVKEKLRLLQEFLLADTQDQLKNLEDKLKSSELSTEVYMSEVKAVLKKALGVVK
EGDGVEQNGHSNGFSENGSHKDNGEQEGAMDTQEEGDAIKSPSAPKGRGGRRSKADSEPKKSPASSRVTRNTGKQQTIVSMFSRV
PKRKSDELNGEPANGDTEIKTEETITEEVREEKRLKTEDEKPEAENAANLKPVSTAKTPPPKCPDCRQYLDDSDLKFFQGDPDDALD
EPEMLTDERLSLFDSNEDGFES YEDLPQHKITNFSVYDKRGHLCPFDSGLIEKNVELYFSCAVKPIYDDNPCMDGGVPAKKLGPINA
WWITGFDGGEKALIGFTTAFADYILMDPSEEYSAIFALMQEKIYMSKIVVEFLQKNQDATYEDLLNKIETTVPPAGLNFNRFTEDTL
LRHAQFVVEQVESYDEAGDSDEQPIIITPCMRDLIKLAGVTLGKRRAARRQAVRHPTKIEKDNKGPTKATTTKLVYLIFDTFFSDQID
QNNKDGGVKRQRCGVCEVCQAPDCGKCSACKDMIKFGGSGRSKQACQKRRCPNLAVKEAEDDENMDEEDVLPVKDTKKMSQT
KKKKQTKNKISWVGEPLKTEGKKEYYMKVRVENEVLEVGDCVSVSPDDPSHPLYLARITALWDDGEKMFHAHWFCRGTDTVLG
ESSDPLELFLVDECEDMQLSFIHGKVNVFYKAPSENWYMEGGMDEDIKVIDDDGESFFYQLHYEGECARFETPPKVTPSEDCKYKF
CASCTRNKEREAESVPHAYEPLEDEESDSKVFYGLVNYKGEQYKVGDSVYLPPEAFNFVVKAASPVKRSHRKDDVDEDLYPEY YR
KSSDYIKGSNLDAPQPFRIGRIKEIFCNKRSNGKPDTSEIKLRLYKFYRPENTHKGPKGAYHSDINQLYWSDEEATVSMTEVLTRCRV
EYAEDLVESVQDYSNKGPDRFYFLEAYNAKTKSFEDPPNHARSAVNKGKGKGKGKGKGKGKAAPQEPQDQEPQEPVVPKLRTLD
VFSGCGGLSEGFHQAGISETHWAIEMWDPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGPPCQ
GFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSYLSYCDYYRPKFFLLENVRNFVSFKRSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQAGQYGVAQTRR
RAIILAAAPGEKLPRYPEPLHVFAPRACSLSVAVDEKKYVSNVTRGNGGIYRTITVRDTMSDLPEIRNGAAALEISYNGEPQSWFQR
QIRGSQYQPILRDHICKDMSALVAARMRNIPLAPGSDWRDLPNFEVRLRDGTTTKKLRYTHPDKKNGRSGTGALRGVCSCSEGKPC
DPADRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDTYRFFGNV
LDKHRQVGNAVPPPLSKAIGLEVKKCVLEKMRENATEPVKQEKMELSD

>Danio rerio DNMT3ab 978aa
MPSNTVATAAAAFKSSDFNCDTNGNQMNESSMETMIIDEMPSLCTPVRKVGRPGRKRKHLHVTCYGPLNQLMAKQHKEAELQSS
LQSQNGEVERHENKSIEGRHSTLDKRDVENGLFCQSGCKAESTSDSSLSPSLENGFVSSQDSEKCDEETLPTLPRKKRGRRKLERPT
KYVEHKEDESGDPSKNEGARGRLRGGVGWEVSLRQRPMPRVTFQAGDPYYISRRTREELLAKWKLEAEKKAKLVSVMNSMEDH
GEVESEPKKDVITVPLLFPPPMPPTPPTPPMQQQPPQPQAQHQTNLKPQPSPQQQPPPFQQQQQQQPTDPASPTVATTPEPVSIGDGD
KTSPKSTESEYEDGRGFGINELVWGKLRGYSWWPGRVVSWRMTRRSPAAEGTRWVTWFGDGKFSVVCVEKLLPLSSFHNAFHQP
TYNKQPMYKKAIFEVLQVASTRAGKTFLSCPASDDTDSSKLVDVENKKMIEWAMSGFQPTGPKGLDPPESEPYEMCEWVEPEAAS
YLPPPAKKPRKSTVTEKPKVKEMIDERTRERLVFDVRQKCRNIEDICISCGSLYVSLEHPLFIGGMCQSCTNCFLECAYQYDDDGYQ
SYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGPGAAQAAIKEDPWNCYMCGLKTQYGLLERRADWPCRLQHFFANNHDQEF
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EPPRLYPPVLAENRKPIRVLSLFDGIATGLLVLRELGIQVERYVASEVCEDSITVGIVRHQGRIMYVGDVRQLTRKNIQEWGPFDLVI
GGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKEGDTRPFFWLFENVVAMGVSDKRDISRFLECNPVMIDAKEVSAAHRA
RYFWGNLPGMNRPMSAMCTDKLDLOQDCLEHGRTAKFGKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVFMNDKEDILWCTEMERVFGFPVHYT
DVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFACVGT

>Danio rerio DNMT3aa 1010aa
MAKQSPKQEAEQEVCEVSKEEKVTDTPTRRVGRPARKRKAPAVNSCEVVTKSSGCVKQSECNGEADSRVAKKSLQRNDSSPESSH
QNGADTPPGEDSAPSTPRKKRGRRKLERTERDIEEDDTSSDTSRGESDGARHRGRQGWDISLRRRPVQRETFQAGDPYHISRREKEE
LLAHWKKEKEKKVRLVQMSDTMDHQSAVGSQEDEPAMILPTIPIGGSRDKAGKKFEKKVRLVQMSDTMDHQSAVGSQEDEPAMI
LPTIPIGGSRDKAGKKFEKKVRLVQMSDTMDHQSAVGSQEDEPAMILPTIPQQQQKKVRLVLMSDTMDDQSAVGSQEDEPAMILP
AIPQQQHTDPASPTVATTPEPPPVACGEKVLTGIAPIHQEYQDGLGYGIGELVWGKLRGFSWWPGRIVSCWITNRGPAAEGTRWVM
WFGDGKLSMMCVEKLLPLSAFSKTFHQPTYNKQPVYRKAIFQVLLTGGLRAGKPFPHCEYTNYTPEGKMEENETQAQQMIKWAS
TGFLPSGPKGLEPPPAERNPYTEVYPEMWEPEAASYTAPPPAKKPRKNSVEKTKIKEIIDEGTRERLMLEVKQKCRNIEDICISCGSLN
VTLEHPLFVGAMCQSCKNSFLECAYQYDEDGYQSFCTICCGGRQVLMCGNNNCCRCYCVECVDLLVGTGCAQAAISEDPWNCYM
CCSRSVFGLLRRRDDWTSRLQLFFANNHDQDFEPPALYSPVAPEKRQPIRVLSLFDGIATGLLVLKDLGIQVDRYVASEVCEDSITV
GMVRHFERITYVGDIRNITRKHIQEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLFEGTGRLFFEFYRLLHEARPKEGDDRPFFWLFENVV
AMGVSDKKDISRFLECNPVMIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMNRPLTAMVNDKLDLQDCLEHGRTAKFNKVRTITTRSNSIKQG
KDQHYPVYMNNKEDILWCTEMERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKEYFAC

>Danio rerio DNMT3bb 816aa
MRKEEIKKSTEIVMPSNKYPSAESDKMTATAAMNRDTSVGDGLSENDSGLEMTSENSPLTPAEPPSPFCPKQNGGAASPADESVNSI
RRKRSRKRSDTEEDSAWDSSYSEEKAEVGSGCETGLRQRPRPRTIFQAGLTAHSKPRSRERGHSKEDHSDLVASVPEGPALELMEQ
DSKDSAQSSTTSTSTTETASQPEYKDNKGFGIGELVWGKIKGFSWWPGMVVTWRATGRRQASHGMRWLQWFGDGKFSEVSADK
LDSITAFPKFFNQSSYTKLASYRRAIFQALEVASLRAEKTFPPSEADSLEEQVKPMLDWAHGGFLPKGQEGLKPKENAEYCVFPLAS
ESSTLLESSPPEFPPSAKRARLPLNKAKPGIEEVYSREQMVNEVLKNHRSIEEFCLSCGKTRVATFHPLFEGGLCLTCKDAYLENSYM
YDDDGYQSYCTVCCGGREMLLCGNANCCRCICVDCLDILVGAGAANSARNLDPWRCYMCQPLQQYGVLKKRHDWSLKLQEFFV
NDSGQEFESPKIYPAVPAEQRRPIRVLSLFDGIATGYLVLRDLGFKVDLYIASEVCEDSISVGAVRHEGKIQYVHDVRNITRKNIAEW
GPFDMVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLSEAKPKEGEDRPFFWMFENVVAMSVNDKRDISRFLECNPVMIDAIEV
SAAHRARYFWGNLPGMKRPLCASGMDKLELQDCLEHGRVAKFGK VRTITTRSNSIKQGKDQHFPVMMNGKEDILWCTELERIFGF
PVHYTDVSMGRGARQKLLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFACE

>Danio rerio DNMT3b 1448aa
MVADVKIGDDKQSLCELLDWLNGLLQATFSQVEDTCSGAAFCQLMDIIQPGSIDVTKVNFTAEENLDILNNYNLLQEAFSKAQIQK
ELELTLLVNGDIMTTCDLLTWFKDMYDHNFAKQKCNPQVAFIKPEVVSLKSSREFETIEKENVSSLYNTEETSSNQKTQHVEKTSQE
SVSWSPLTSFIRKYGSSTLTDDESNNVNSKDCPGQKSFGDITPFWRQTPYCLYLLHGVELEDDKKASVLLLGFFDKETGENKIRLLD
VVYPTKESTEDICNYILDTLRKIGIPLFNMAILYSDFPDHEHLVAGLQLMKAEIVSLCGLTDLTGQVCHSGVEKIEFSDLILNLITEIYK
HFPSFPADLQALLEDVEGSDIDNLTSQCSLFWRIIKKIPLAWSHLEKYFGSLGTEEEAVCLLLEDPKIKLNVLFLTHALQPLCDFQEIID
QGASVLQLLQDASKLLRLYTQSFLRPKAAEYFHRRGKTSLVQETVGHLPKGEVAVGEQAADFLQQHSEELFDYLETFHSSIISFYTT
VTVNIVKRLPLPDSTLRNLSLVLSPGKKLEVTGKMVQDLGVGFGVCIRPDNVSLLTDEFLEYQLIEGGDTGSVDQPTEKYWQTELRI
MGNASNFGKLIVSLLALPKTLKKEIFKOQMFQQTDYLKMMRKEDCEEKDMMEDDVTDSSSYKSAPSHLSPETQGSSISDVIDLTEM
DEIGPVEIEDIAPMDVDDIVSISSDSETENQKVNVPHVSIVLDDDDDDDDEMTDDDDDYGCEAGEVMWKYSKNKGNTQNEMTDN
TYQGGFSVGEMVLGPIEGFGLWPGLVQSWDSERPCGSMRKVIFFGNGMQTEVQADSLLPFSSLAKCFCSNSFATVMAYKDAIFSSL
QVASRRSRMFFSPESESKDELLRVMLNWAFGGFEPLGADGLQPQAEYSVKVKKGKRKNPTGKLFNLTVPLNKIPESLDLNNGSVD
LGTTDADKKRLYSKWNGRSMQTVKIRRKYKQRNKNIIPTVQIESRQNSQKRHQMVHEFLKNKRKIEDFCLSCGSMSVDIIHPLFEG
KLCTNCKFNFTETLYRYDEDGYQSYCTVCCSGMEVILCGHDSCCRSFCVDCLDILVCQGTFDQLKNVDPWTCYLCAPETSSGALKP
RHDWSIRVQEFFANDTGMEFEPHRVYPSIPAIQRRPIRVLSLFDGIATGYLVLRDLGFKVEKYVASEIDEESITISMVNHDGKITQVDD
VKNITKKHIEQWGPFDLLIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEY YRLLNVLKPKEDDPQPFFWLFENVTFMQTHVKADICRFL
ECNPVLVDAVKVSPAHRARYFWGNIPGMNRPIIASQNDKLCLQECLEPGRTAKYEKVRTITTRQNSLKQGTNDAHFPVTMNGKDD
HIWITELEKIFGFPKHYTDVKSMGRPQRQRVLGKSWSVPVIRHLLAPLKDYFACDEFPVK

>Danio rerio DNMT3ba 1500aa
MATNVSLEPNNPDDKCSRYEVLGWINETLQTNFTQVEQCRSGACFCQLIDLLFPGTINLKKVKFESQKRSDFMQNYGLLQAAFRDL
EVTEPVPVNELLSGKFRPNFTYLKWFKKFFYANVKQERVYNAFEARDGQEIVPVDDVMKSPKALKSSYESGRAGEESDMEINGGR
RSATYDPKWQRNLKWIRASDMGDNYAYCTTCDYNIILLAGFHDLKRHQLTQNHMKHETGRTNLPGRKQIEESISCSETMLLFIQSH
CLSSLPSRINRVSQRTARCILGLKYPNDIVSACKLNPYCIYIYGQVPLDVKTGDKTNCHVVLAGFFEEKQARYCIRFLDVFQPEDSAS
SVSGGLFSILKKFEIPASNMVAVYINDHELTSESVVSQIRELNPQVIDLGGLYSIPDTACSAGLQTHSVQVQELIANIYRHFSTGSTSN
DNLKMLFAGIDGLKVHSNPLSNSEEFCVLVKRIHEMWSDLVSYFSSCDENNDNVKQICSQLENPKIRLTLMFLDQALGPLRAFGQH
LQQSKSSVRADLVEILREASGLLRSYASSFLRPQAVIRYLKEQDPAILDNEAFCLPAAELSLGGVLEDFISAREEELADFLSTFYNECL
AIYKTLTTSIAASLPLSDSVLRAISQLLSPAGRLKVTGKNIVDLAVRFGFCSKPEDSAKLNDEFLEYQLAEEENLSSTHSIERYWCTVL
KTFPPTSVFKRLVLCLLVLPSPSLDATKIFAQAIENGDADQLDDSSSESDTDMTKELDSNDDNSLDNSELQISPIKNGIMKKSRRSTSE
TVQHSNAVKPCVVRLEKITSQREVNLKNDGAKNDGTLTSNTLKEDSIRGIHGWECSLRQKPQARTVFQAGAGTWSKPAIQDVDRK
PEAVKNDLSNSTPSPRRGKRDQAYNDGKGFAVGELVWGKVKDFSLWPGLVVPWKGRIVPVSMRRVEWFGDGMFSEIHTDGLLPF
GAFSKNFCSKSYEGLPTYKNAIYQILELAAERSGKLFPPSEKKGEEVKAMMDWAFGGFQPMGADGFLPSADSSASNKTESDSSVSD
YQPPAKRKYVFKNRPSTQECNRDQMVQEVTSKGRKIEDFCLSCGSSNTEIFHPLFKGSLCIKCKENFTETLYRYDDDGYQSYCTVCC
AGLEVILCGNASCCRCFCKDCLNVLVGPGTFDKLKEVDPWSCYVCLPSKCYGVLKLRTDWSVRVQEFFANNSAFEFEPHRVYPSIP
AHKRRPIRVLSLFDGIATGYLVLKDLGFKLERYIASEICEDSIAVGMVKHEGKIEYVKDVRTITRKHLAEWGPFDLLIGGSPCNDLSM
VNPARKGLFEGTGRLFFEY YRMLTMMRPKEDDDRPFFWLFENVVAMSAHDKADICRFLECNPVMIDAVKVSPAHRARYFWGNLP
GMNRPVATSLTDNVDLQDCLESGRTAMFSKVRTITTKSNSIKQGKTGPLPVTMNGKEDYLWCTEMEKIFGFPKHYTDVNNMGRG
QRQKVLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFACE

>Fundulus heteroclitus DNMT1 1584aa
MPSKTSLSLPDDVRKRLQMLDDDDGSPEEDQVKEKLKLVLDFLHDDAQDQLTSLEEKMKKSEISKEVYISKVKVLLGKELHLENG
SLVDGAEQNGKANGFANGSHKDKEEEDVEMAAEREEAETKSPAALRGKGGRRSKANSETKKSPTSTRVTRNSGKQPTILSMFSKV
QKRKSEDLNGEAVNGANEPKTEEDAEETQEEKRLKVESDETPAADESKSKIAKPGPAAKTPPPKCPDCRQYLDDPDLKLFQGDPDN
ALEEPEMLTHESLSLFESNEDGFESYENLPQHRITNFSVYDKRGHLCPFDSGLIEKNVELYFSCYVKPIYDDSPGLTSGVFARKLGPIN
AWWITGFDGGEKALIGFTTSFADYILMEPSEEYAPIFALMQEKIYMSKIVVEFLQKNPDVSYEDLLNKIETTVPPAGLNFNCFTEDTL
LRHAQFVVEQVESYDEAGDSDEQPIIVTPCMRDLIKLAGVTLGKRRAARRQAIRHPTKIEKDSKGPTKATTTKLVYQIFDAFFADQI
EQNDKEGGAKRQRCGVCEVCQSPDCGKCVACKDMIKFGGSGKSKQACKQRRCPNLAVKEAEDDENIEEEDVPAEKAKKVLQTK
KKRQTQSKLAWIGEPVETAGKRQYYKKVSLNDEVLEVGDCVSVSSDDPSMPIYLARITSLWEDNNGKMFHAHWFLRGIHTVLGES
SDPLELVIVDECEDMLLNYVQGKVNVMYKAPSDNWCMEGGIDVDLKVIEDDGKSFFYQFWYDTEFARFETPPKTEQSEDCKFRFC
GSCTRIKERDEKGVPRAFEPLENEDSDNKALYAMACFKGEQFRVGDSVYLPPEAFSFSVKPASPVKRSHRKEDVDEDLYPEYYRKS
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SDYIKGSNLDAPEPFRVGRIKEIFYHRRSNGKADTSEVKLRLYKFYRPENTHRGVKASYHTDVNQLYWSDEEVTVNMSEVLGRCQ
VEYAEDLNESVHDYSSGGPDRFYFLEAYSAKSKSFEDPPNHARSSVHKGKGKGKGKGKGKGKASQDSQESRTEPQTLKVPKYRTL
DVFSGCGGLSEGFHQAGISETLWAIEMWEPAAQAFRLNNPGTTVFTEDCNVLLKLVMSGEKTNSLGQKLPQKGDVEMLCGGPPCQ
GFSGMNRFNSRTYSKFKNSLVVSYLSYCDYYRPKFFLLENVRNFVSFKNSMVLKLTLRCLVRMGYQCTFGVLQAGQYGVAQTRR
RAIILAAAPGEKLPRYPEPLHVFAPRACSLTVAVDEKKYVSNVTRGNGGIYRTITVRDTMSDLPEIRNGAAALEISYNGEPQSWFQR
QIRGTQYQPILRDHICKDMSALVEARMRHIPLAPGSDWRDLPNIEVRLKDGTMTKKLRYTHHDKKNGRSSTGALRGVCTCAGGKT
CDSADRQFNTLIPWCLPHTGNRHNHWAGLYGRLEWDGFFSTTVTNPEPMGKQGRVLHPEQHRVVSVRECARSQGFPDTYRFFGN
VLDKHRQVGNAVPPPLSRAIGLEIKKCVADRMKEEQATADIKQXXXXXXXXXXXXXXXFFPHVLKVLMLEYFLSDLTFSCHQVA
TMYYVVIIPYCVLMVFIHAVKCSMWSKLYVDFICNISNKVLLKL

>Fundulus heteroclitus DNMT3b 1496aa
MADPLVVIPNASQDKSSRFYVVSWINKLLKTNFKDVREMGSGACQCQMMDCTFPGSVDLTKVKFDAQSTEDFRHNFSLLQDAFK
QKDITKTIPIEELTKGDFQTCYEFMKWFKVFHTANAISKDYDPLKARNNKDITPISISSESGNSDRETNGTTTPTKGFPYTETWKEDF
DWADRSPLGERHTYCSSCHTNLSTYAKGVVELQRHMETNKHKKRAKHLQSSQRKSQLTKPFPCSDAAIRFIYNRCYTGSAKGEQV
PRHFARCKLGLKYPKDLIAVSKHTPYCVYVYEGLTAGVDDTVTVVLLRFFDSESSTHRIRFLDAFQAADGDGDQTAAAVVETLKK
FELSTYNLAACYVGEGEASEQIRSRLRELNPNIIAFGGLYAIADAAYHAGVTELSSQVQELIVDLYAHYSSCSAKNDNLKALFGPDIT
KHSSPFYLSISCLRFHQLITKMLEMWSDLILYHSSCPEDCKKAKSLCSQLKDPKVKATIMFLEQALKPLQKFQKQIQESSWTDMPLIL
EEASALLGTYTSHFLQQNAAXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XX XX XX XX XXX XX XX XXX XXX XXXXXXXDAQILNNKKFHLSG
DDFNLGGSAVRDFLQGSEAAESVPQLQEEVLPFYVAVTGCIAEELPLSDTVLRSIAQVLNPQSSLTVAKAAVEELGSKLGICNTPEE
VRQLKKEYSEYLLAEEGKSKEGVNEDTLETPLARVLKSPGSAPLFRKLVLTLLSFPCPPLGAHHVLSQALDTNDDCSETDTFVESEC
EALSDGVLTNNGSKNLQVLANGLNGLFLKPCEVRLTKINDLCDDIVNGSLSNEGSWRGGHGWESSLRRKPPARKVFQAGVCTWSK
PIGKNDPESLNEVLEGMSPSRKGTPSRARHSQYQDGKAFPVGELVWGKLSGMSMWPGLVMDWKSKHAPPGVRRVEWFGDGMFS
EISTERLKPFSSFTLCFCKNSFASLPVYKEAIYHICELAAERCGKTFDKAKGDKEKELKLMVEWASEGFLPTGPRGFAVPDPSSNQDS
NDSASPDYQPPAKRKHALKNREGGHATTHNRDSLKEKVKEEGKTIEHFCLSCASPEIEVQHPLFEGGLCHKCKENFTETLYRYDED
GYQSYCTICCGGLEVILCENSSCCRCFCKDCLEILVAEGTFEKLKK VDPWICFMCEPSKCDGHLKVRPDWSVKVQDLFANNSAMEF
ESHRVYPSIPADRRKPLKVLSLFDGIATGYLVLRDLGFKIERYIASEICDDSIVVGMVKHEGKIEYVNDVRTITRKHLAEWGPFDLLI
GGSPCNDLSMVNPLRKGLYEGTGRLFFEFYRILTLLRPKEEDDRPFFWLFENVVFMNAHDKNDICRFLECNPVLVDAIKVSPAHRA
RYFWGNIPGMSRPLSTSLDDKVTLQDCLEAGRMAKFEKVRTITTKSNSIRQGKTGPLPVLMNGKEDYLWCTEMEQIFGFPKHYTD
VNNMGRMQRQKVLGRSWSVPVIRHLLAPLKDYFECE

>Fundulus heteroclitus DNMT3a 989aa
MPSNTVTNTNSTSCKGSDFADSPGHRMGESTILGTDLMEEQRSAFSSASFKAGKPGRKRKQFPAESCGSITDCAGVCNSYPGLCRPT
VSQVHNGDVDAHGDKTPDACLPKQERREVENGIPRCLSSSSSYQEEEEDSSQGRSPSPCQENGFPSERGPESDKDDGLMMPRKKRG
RRKLERPTKYVEHKEDDGCDTIKTEGGRGRLRGGVGWEISLRQRPMPRITFQAGDPYYISKRTREELMAKWKMEAEKKAKLMSEI
NIMKDFEKNETETQKEEVSIIKHPQPSKQQPQPEPLSQVQYQQQSQPSLPQQQQQKQPPQQQQQQOQQQQQPTDPASPPVATTPEPV
AIGGEEKSSPKSGDTEPEYEDGRGFGIGELVWGKLRGFSWWPGRIVSWWVTGRSRAAEGTRWVMWFGDGKFSVVCVEKLLPLSS
FNNAFHQPTYNKQPMYKKAIYEVLQVASSRAGKAFIACPDSDESETSKSVDQLNKQMIEWAMAGFQPTGPKGLEPAEEERNSEVY
PETWVEPEAAAYTPPPAKKPRKSTVEKPKVKDIIDEGTRERLVYEVRQKCRSLEDICISCGSLNVSLEHPLFAGGMCQSCKNCFLEC
AYQYDDDGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGQGAAVAAIKEDPWNCFMCCPKGVFGLLERRADWPSRLQT
FFANNHDQDFDPPKLYAPVLAEKRKPIRVLSLFDGIATGLLVLKELGIQVDRYVASEVCEDSITVGIVRHQGRIMYVGDVRNVTRK
HIQEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKEGDNRPFFWLFENVVAMGVSDKRDISRFLECNPVMI
DAKEVSAAHRARYFWGNLPGMNRPLSAMCSDKLDLQDCLEHGRTAKFEKVRTITTRSNSIKQGKDQHFPVYMNEKEDILWCTEM
ERVFGFPVHYTDVSNMSRLARQRLLGRSWSVPVIRHLFAPLKDYFACV

>Fundulus heteroclitus DNMT3a-like
MPSNSPAAAEPPQTPENDGAKNLGEDGADQDSPEEGTPASPHNKRRVGRPSRKRKQLLPEMAASDPCANAPPTPPEEPEPSPSSQKK
RRRRKLEQSERNKDETDERNCDSPREIETGRLRRRPVPRVTFQAGDPFYISRRQKEEWLSRWKMEAERRAYREAEINMMDDLSEN
GFQKEEEPASPAPPPSQQHTDPASPTVAVTPDPVARGDQAMPNEIEYQDGRGFGIGTLVFGKLRGFSWWPGRIVSWWMSGRSRAA
DGTRWVMWFGDGKFSVVCVEKLMPLSSFSSAFHQPTYNKQSMYRKAIFEALQVASVRAGRPVPACDASDEAEGVELQTRQMIEW
AMTGFLPTGPQSLDPPEEEQNQFKEGYLEMLPEPEAAYTPPPAKKPRKNTAEKAKIREVIDEGTRERLIHEIKKK TRNIEDICISCGSL
NVSLEHPLFMGAMCQGCKNSFLECAYQYDDDGYQSYCTICCGGREVLMCGNNNCCRCFCVECVDLLVGAGSAAAAIKEDPWNC
YMCGPRSTYGLLRRRDDWPIRLQHFFANNHEQEFEPAKLYPPVAAEKRKPVRVLSLFDGIATGLLVLKDLGIQVDKYVASEVCEDS
ITVGMVRHQGRIMYVGDVRNVTRKHIDEWGPFDLVIGGSPCNDLSIVNPARKGLYEGTGRLFFEFYRLLHEARPKPGDERPFFWLF
ENVVAMGVSDKRDISRFLECNPVMIDAKEVSAAHRARYFWGNLPGMSRPLTPMANDKLDLQECLEHGRTAKPRSICGSRCASCPC
ALSWWSDRQTGAPAEEDGVGIHKDRRIMAANMGSMRILIKGGKVVNDDFTQEADVYIENGIIQQVGKELMIPGGAK VIDASGKLV
LPGGIDTCVHLQDTFMNASIQDDFYSGTKAALMGGTTMVMALVLPEQHCSLVDAYEKCRALADAKACCDYALHVGVTWWGPK
VHNEMESLVREHGVNSFQMFMAYKDMMMLRDSELYQSLQTCKDIGAIARVHAENGELVAEGAKEALDLGISGPEGIEISRPEELES
EATHRAITIANRARCPIYLVNVSSMLAGDMIAAAKMQGKVVHAETTVAHAVLNGNQYYHHDWAHAAAHVIVPPLRLDPNTPSYL
MGLLGNDTLSVVASEHRPFSTKQRALGKEDFSKIPHGVAGVQDRMSVIWERGVVTGKMDENRFVAVTSSNAAKIYNLYPRKGRII
PGADADVVVWDPDAARTISVSTQVQGGDFNLYEGMRCHGVPLVTISRGRLVCENGVFMCAEGSGKFYPQRTFPDYLYKKMVQRE
KNQAYKGVERDPYSGDVAKVANTMKKELGLGPIDGDSPNKPPVRVHQGVRDLHESSFSLSGSQVDDHIPKRSSARILAPPGGRSSG
IW
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