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Résumé 

 
Chez Arabidopsis thaliana, les gènes d’ARNr 5S, transcrits par l’ARN polymérase III, sont présents à 
environ 1000 copies regroupées en blocs situés au niveau de l’hétérochromatine péricentromérique des 
chromosomes 3, 4 et 5. Le chromosome 5 porte un locus d’ADNr 5S sur chacun de ses bras. Seuls les loci 
du chromosome 4 et du bras gauche du chromosome 5 contiennent des gènes d’ARNr 5S transcrits. La 
population d’ARNr 5S est hétérogène chez Arabidopsis et se caractérise par la présence d’un ARNr 5S 
dit « majoritaire », représentant plus de 90% des transcrits 5S de la cellule, et d’ARNr 5S « minoritaires » 
différant du transcrit 5S majoritaire par une ou deux substitutions nucléotidiques. Dans le cadre de l’étude 
de la régulation génétique de l’expression des gènes d’ARNr 5S, nous avons identifié, cloné et caractérisé 
TFIIIA d’Arabidopsis, qui est le facteur de transcription spécifique des gènes d’ARNr 5S. Lors de cette 
étude, nous avons également identifié un produit d’épissage alternatif du gène TFIIIA, codant une 
protéine plus courte que TFIIIA dans sa partie N-terminale, dénommée TFIIIAbis. L’analyse de lignées 
RNAi ciblant TFIIIAbis et des expériences de trancription in vitro, ont suggéré que TFIIIAbis aurait un 
effet positif sur le taux global des ARNr 5S, probablement en stabilisant ces ARN. Nous avons également 
mené une étude de la régulation épigénétique de l’expression des gènes d’ARNr 5S. Ainsi, nous avons 
démontré l’implication de la méthylation de l’ADN dans la répression de la transcription des gènes 
d’ARNr 5S minoritaires. L’expression de ces gènes est également contrôlée par la voie de répression 
transcriptionnelle indépendante de la méthylation ADN dont MOM1 fait partie. Nous avons identifié un 
nouveau type de transcrits provenant des gènes d’ARNr 5S, appelés ARNr 5S-210. De la même façon 
que les ARNr 5S minoritaires, l’expression des ARNr 5S-210 est contrôlée par la méthylation de l’ADN 
et par la voie de répression contenant MOM1. Enfin, nous montrons que toutes les séquences répétées 
hétérochromatiques, à l’exception des éléments transposables, sont soumises à ces deux voies de 
répression. 
 
 
 
 
Abstract 
 
In Arabidopsis thaliana, polymerase III-transcribed 5S rRNA genes are present at about 1000 copies 
clustered at pericentromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5. The chromosome 5 bears one 
5S rDNA locus on each arm. Transcribed 5S rRNA genes are only present on chromosome 4 and in the 
large locus of left arm of chromosome 5. In Arabidopsis, 5S rRNA pool is heterogeneous and 
characterized by the existence of both a major 5S rRNA (more than 90% of total 5S rRNAs) and some 
minor 5S rRNAs, differing from the major one by one or two base substitutions. Within the framework of 
the study of the genetic regulation of the 5S rDNA expression, we have identified, cloned and 
characterized the transcription factor TFIIIA from Arabidopsis that is specific of the 5S genes. We also 
identified an alternatively spliced product from the TFIIIA gene, named TFIIIAbis, that is shorter than 
TFIIIA in its N-terminal extremity. The data obtained by the targeting of TFIIIAbis by a RNAi technique 
and in vitro transcription experiments, suggest a positive effect of TFIIIAbis on the 5S rRNA global rate, 
probably by stabilizing these RNA. We also studied the epigenetic regulation of the 5S rDNA 
demonstrating the implication of DNA methylation in the silencing of minor 5S genes. In addition, 
MOM1 mediates DNA methylation-independent silencing of these genes. We identified a novel transcript 
originating from 5S genes, named 5S-210 rRNA. As minor 5S rRNA, the expression of the 5S-210 
transcripts is under the control of DNA methylation and of the MOM1 pathway. Finally, we demonstrated 
that all highly repetitive heterochromatic sequences with the exception of transposable elements are 
controlled by these two distinct epigenetic silencing pathways. 
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Synthèse bibliographique 

Introduction 
 
Le terme « hétérochromatine » est largement utilisé pour désigner des régions de la 

chromatine condensées ou contenant des gènes dont l’expression est réprimée (phénomène 

appelé dans cette thèse « silencing »). A l’origine l’hétérochromatine a été décrite comme 

des segments de chromosomes ou des chromosomes qui restent condensés pendant 

l’interphase et qui se colorent différemment du reste du noyau (l’euchromatine) (Heitz, 

1928). Depuis sa première description, d’autres caractéristiques ont été attribuées à 

l’hétérochromatine (Henikoff, 2000; Hennig, 1999; Karpen and Allshire, 1997). D’un point 

de vue cytologique, ce sont des régions chromosomiques colorées intensément et hautement 

condensées, et moléculairement, ce sont des segments de chromosomes contenant des 

séquences d’ADN répétées en tandem. Biochimiquement, l’hétérochromatine est un 

complexe d’ADN et de protéines relativement insensible à la DNase I, et est riche en ADN 

méthylé et en histones H3 méthylées sur leur lysine 9. De manière physique, les 

nucléosomes sont arrangés régulièrement au niveau de l’hétérochromatine, et 

fonctionnellement, ce sont des régions largement inactives transcriptionnellement, se 

répliquant tardivement, et étant rarement impliquées dans la recombinaison méiotique.  

 

 L’objectif de ces travaux de thèse était d’approfondir la compréhension de la 

régulation de l’expression des gènes d’ARNr 5S, d’un point de vue génétique et 

épigénétique. Les gènes d’ARNr 5S étant situés dans l’hétérochromatine péricentromérique 

chez Arabidopsis, la synthèse bibliographique se déclinera en trois chapitres : le premier 

chapitre présente notre modèle d’étude, l’ARNr 5S ; le deuxième chapitre décrit la 

méthylation de l’ADN et son impact sur l’expression des gènes ; le troisième chapitre 

présente certaines modifications post-traductionnelles des histones qui participent au 

contrôle de l’expression du génome. 
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L’ARN ribosomique 5S 
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Synthèse bibliographique 

1. L’ARNr 5S est un composant des ribosomes 
 
La synthèse des protéines utilisant les ARNm comme matrice est un processus universel. Il 

n’est donc pas surprenant que la machinerie cellulaire nécessaire à la synthèse protéique soit 

hautement conservée. L’ensemble des évènements de la synthèse protéique sont possibles 

grâce à un complexe multienzymatique important, composé de molécules protéiques et de 

molécules d’ARN : le ribosome. Ce dernier établit des interactions spécifiques avec 

l’ARNm à traduire, des ARNt portant les acides aminés et différents cofacteurs protéiques 

assurant ainsi la formation correcte de la chaîne polypeptidique. Des bactéries jusqu’aux 

mammifères, les ribosomes possèdent globalement la même structure. Ce sont de grosses 

particules ribonucléoprotéiques qui sont invariablement constituées d’une grande et d’une 

petite sous-unité. Cependant, les ribosomes eucaryotes (ribosomes 80S) et procaryotes 

(ribosomes 70S) ont une composition différente en ARN et en protéines (figure 1). Chez les 

eucaryotes, la petite sous-unité 40S est composée d’une molécule d’ARN ribosomal 18S liée 

à 33 protéines ribosomales différentes, alors que la grande sous-unité 60S est constituée de 

trois molécules d’ARN ribosomaux, 28S (25S chez les plantes), 5.8S et 5S, qui sont liées à 

environ 50 protéines ribosomales. Les ribosomes procaryotes sont légèrement plus petits et 

contiennent moins de composants. La petite sous-unité 30S contient un ARNr 16S et 21 

protéines alors que la grande sous-unité 50S possède un ARNr 23S et un ARNr 5S ainsi que 

31 protéines. Les interactions entre l’ARNm et les ARNt ont lieu au sein de la petite sous-

unité ribosomale alors que la grande sous-unité permet l’assemblage de la chaîne peptidique. 

 D’autre part, comme décrit précédemment, les ribosomes étant composés d’ARN 

ribosomiques et de protéines ribosomales, leur biogenèse fait intervenir trois ARN 

polymérases dans les cellules eucaryotes: l’ARN polymérase I transcrit les ARNr 28S (25S 

chez les plantes), 18S et 5.8S, l’ARN polymérase II synthétise les ARNm codant les 

protéines ribosomales et l’ARN polymérase III produit l’ARNr 5S. La majorité de ces 

différents facteurs est assemblée en particules pré ribosomales dans le nucléole, puis ces 

particules traversent le nucléoplasme, sortent du noyau par les pores nucléaires et sont 

finalement assemblées en ribosomes matures dans le cytoplasme. En plus des trois ARN 

polymérases, un très grand nombre de protéines non ribosomales et de petits ARN 

nucléolaires catalysent la formation des ribosomes et restent dans le nucléole quand les 

sous-unités ribosomales sont exportées vers le cytoplasme (Warner, 2001). 
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Ribosome Eucaryote: 80S

Ribosome Procaryote: 70S

30S 50S

ARNr 18S 
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 + 

31 protéines

Figure 1: Composition d'un ribosome procaryote et d'un ribosome eucaryote.

60S40S



Synthèse bibliographique 

2. L’ARNr 5S forme différents complexes ribonucléoprotéiques 

Les différents complexes prenant en charge l’ARNr 5S sont résumés figure 2. 

L’ARNr 5S possède la particularité de pouvoir être lié par son propre facteur de 

transcription spécifique TFIIIA (voir paragraphe 5.1). TFIIIA a de multiples fonctions dans 

la biogenèse des ribosomes. Durant les stades précoces de l’ovogenèse chez le xénope, 

TFIIIA active la transcription de larges quantités d’ARNr 5S avant que les autres 

composants ribosomiques ne soient disponibles. L’excès d’ARNr 5S est exporté jusqu’au 

cytoplasme en étant lié soit à TFIIIA, formant le complexe ribonucléoprotéique 7S (7S 

RNP ; (Honda and Roeder, 1980 ; Pelham and Brown, 1980; Picard and Wegnez, 1979)), 

soit à la protéine L5, constituant le complexe ribonucléoprotéique 5S (5S RNP ; (Allison et 

al., 1991; Guddat et al., 1990)). Ces ARNr 5S sont alors stockés à ce niveau jusqu’au 

moment de l’assemblage des ribosomes qui a lieu pendant les stades tardifs de l’ovogenèse. 

En générant des variants d’ARNr 5S ne pouvant lier ni L5, ni TFIIIA, Guddat et al. ont 

observé que ces ARN sont retenus dans le noyau démontrant ainsi l’importance de ces 

liaisons dans l’export des ARNr 5S (Guddat et al., 1990). Avec le début de l’assemblage des 

ribosomes, les ARNr 5S doivent être réimportés dans le noyau pour être incorporés dans la 

grande sous-unité ribosomale. Contrairement à la 5S RNP, la 7S RNP ne peut pas être 

importée dans le noyau (Rudt and Pieler, 1996), elle reste séquestrée dans le cytoplasme 

certainement parce que la fonction d’import nucléaire de TFIIIA est masquée par la liaison 

de l’ARNr 5S (Pieler and Rudt, 1997). Rudt et Pieler ont montré que la liaison de l’ARNr 

5S sur TFIIIA est un élément clé pour la rétention cytoplasmique de TFIIIA (Rudt and 

Pieler, 1996). A l’opposé, la capacité de l’ARNr 5S à être importé dans le noyau est corrélée 

avec sa capacité à lier la protéine ribosomale L5. Ainsi, la réentrée de l’ARNr 5S dans le 

noyau permet l’assemblage des ribosomes (Dechampesme et al., 1999; Steitz et al., 1988). 

La surexpression de la protéine L5 dans des embryons de xénope induit l’activation de gènes 

d’ARNr 5S normalement inactifs, permettant ainsi de supposer que la liaison de l’ARNr 5S 

à TFIIIA ou à L5 dans le cytoplasme serait un moyen de réguler indirectement la 

transcription des gènes d’ARNr 5S via la quantité de TFIIIA libre disponible pour la 

transcription (Pittman et al., 1999). Le stockage de l’ARNr 5S dans le cytoplasme n’est 

cependant pas un phénomène universel puisqu’il n’a pas été observé dans les cellules 

somatiques de mammifères (Rosorius et al., 2000). 

En 1967, Knight et Darnell ont découvert que dans des cellules de mammifères seule 

la moitié des molécules ARNr 5S est associée avec la grande sous-unité du ribosome 

(Knight and Darnell, 1967). L’autre moitié est soit sous forme libre, soit associée avec une 
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gènes d'ARNr 5S

NOYAU NUCLEOLE

CYTOPLASME

TFIIIA

TFIIIA
5S

TFIIIA
5S

5S

7S RNP

p43 p48
3 ARNt

p43 p48
3 ARNt

42S RNP

TFIIIA

L5

L5
5S

5S RNP

L5
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ARNr 25S
ARNr 5.8S

protéines ribosomales

60S

5S
L5

L5

L5
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Figure 2: L'ARNr 5S forme différents complexes chez le xénope.
Chez les eucarytotes, les gènes d'ARNr 5S sont constitués d'unités indépendantes 
transcrites par la polymérase III. TFIIIA est impliqué dans l'initiation de la transcription 
et peut également lier l'ARNr 5S formant la 7S RNP qui peut être exportée du noyau au 
cytoplasme chez le xénope. L'ARNr 5S nouvellement synthétisé peut aussi être lié par 
L5 formant la 5S RNP qui peut amener l'ARNr 5S du noyau au cytoplasme. Une fois 
dans le cytoplasme, l'ARNr 5S peut être complexé en 42S RNP. L'ARNr 5S peut être 
importé dans le noyau mais uniquement sous forme 5S RNP, pour être incorporé à la 
grande sous-unité ribosomale 60S. D'après Szymanski et al. (2003).
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ou plusieurs protéines. Une protéine de mammifères connue pour lier l’ARNr 5S est 

l’antigène La. Les ARN ainsi complexés représentent une petite fraction de l’ARNr 5S total, 

environ 1%, et sont légèrement plus longs au niveau de leur extrémité 3’ (Rinke and Steitz, 

1982). La protéine La permet en réalité la maturation de tous les transcrits polymérase III. 

Chez l’homme, la drosophile, S. pombe, S.cerevisae et T. brucei, les différentes protéines La 

lient in vivo les transcrits polymérase III nouvellement synthétisés (Wolin and Cedervall, 

2002). De même chez Xenopus, Guddat et al. ont montré que les ARNr 5S nucléaires 

nouvellement synthétisés interagissent de manière transitoire avec l’antigène La (Guddat et 

al., 1990). De plus, des expériences de protection à la ribonucléase sur des pré-ARNr 5S 

immunoprécipités de xénope ont révélé que la protéine La protège l’extrémité 3’ de ces 

ARN de digestions exonucléasiques (Shi et al., 1996). La protéine La est par la suite 

remplacée soit par la protéine L5 soit par TFIIIA. D’autre part dans les cellules de 

mammifères, les 5S RNP ( ARNr 5S lié à L5) serviraient de précurseurs à l’assemblage du 

ribosome en permettant le passage de l’ARNr 5S du nucléoplasme au lieu d’assemblage des 

sous-unités préribosomales 60S dans le nucléole (Steitz et al., 1988). Ces auteurs proposent 

donc une voie en trois étapes pour l’assemblage des ARNr 5S dans les ribosomes : les ARNr 

5S nouvellement synthétisés non maturés sont complexés avec la protéine La, une fois ces 

ARN maturés ils s’associent avec la protéine L5 qui adresse les ARN jusqu’au nucléole pour 

qu’ils puissent être intégrés dans la grande sous-unité ribosomale. 

Chez Xenopus, l’ARNr 5S est retrouvé également dans la particule 42S. Malgré le 

fait que la particule 42S ait été la première RNP non-ribosomale contenant l’ARNr 5S 

décrite dans des ovocytes immatures de X. laevis (Ford, 1971), elle a été relativement peu 

étudiée. Environ 50% des ARNr 5S présents dans ces ovocytes immatures sont retrouvés 

dans les particules 42S. Ce sont des structures relativement complexes comportant quatre 

sous-unités 15S identiques (Denis and le Maire, 1983; Kloetzel et al., 1981). Chaque sous-

unité contient l’ARNr 5S, des ARNt, la protéine p43 et la protéine p48 dans les ratios 

molaires 1:3:1:2, respectivement (Picard et al., 1980). C’est en fait la protéine p43 qui lie 

l’ARNr 5S dans ce complexe. Cette protéine est structurellement similaire à TFIIIA mais 

ces deux protéines sont fonctionellement différentes ; en effet p43 ne lie pas les gènes 

codant les ARNr 5S mais exclusivement ses transcrits (Joho et al., 1990). La protéine p43 

tient donc aussi un rôle de stockage cytoplasmique de l’ARNr 5S. 
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3. Fonction de l’ARNr 5S 

Depuis de nombreuses années, l’ARNr 5S a été utilisé comme molécule modèle pour des 

études structurales des ARN et des analyses d’interactions ARN-protéines, mais aussi 

comme marqueur phylogénétique. Ceci a permis l’accumulation d’un grand nombre de 

séquences nucléotidiques de gènes d’ARNr 5S (Szymanski et al., 2002). La conservation 

des structures primaire et secondaire de cet ARN de 120 nucléotides entre procaryotes et 

eucaryotes suggère une fonction importante dans la biosynthèse des protéines (figure 3). 

Cependant, le rôle précis de l’ARNr 5S dans la fonction du ribosome n’est pas 

complètement élucidé. Basé sur des expériences de cross-linking, il a été suggéré qu’il 

pourrait servir de transducteur de signaux entre les différents domaines catalytiques du 

ribosome (Dokudovskaya et al., 1996), ou bien de déterminant de stabilité de la grande sous-

unité ribosomale (Holmberg and Nygard, 2000). L’importance de la fonction de l’ARNr 5S 

dans la synthèse protéique a été démontrée chez Escherichia coli, où la délétion de six des 

huit gènes 5S présents réduit très fortement le taux de croissance de la bactérie (Ammons 

and Rampersad, 2001; Ammons et al., 1999).  

Nous voyons donc que, bien que « l’acide ribosomal de faible poids moléculaire » ait 

été identifié voici 40 ans (Rosset and Monier, 1963), la fonction précise de l’ARNr 5S au 

sein du ribosome reste mal connue.  

 

4. Organisation et structure des gènes codant les ARNr 5S 

Les gènes d’ARNr 5S sont généralement présents sous la forme de blocs de séquences 

répétées en tandem en orientation directe. Le nombre de ces gènes est variable, pouvant aller 

de huit copies chez E. coli (Condon et al., 1995), à plusieurs centaines chez l’homme 

(Sorensen and Frederiksen, 1991) et Drosophila melanogaster (Wimber and Steffensen, 

1970), voire près de 60000 chez Linum usitatissimum (Schneeberger et al., 1989). Les gènes 

d’ARNr 5S peuvent être regroupés en un seul locus ou bien dispersés dans le génome, selon 

les organismes. Chez les bactéries (Condon et al., 1995) et certains champignons comme 

Saccharomyces cerevisiae (Philippsen et al., 1978) ou Mucor racemosus (Cihlar and 

Sypherd, 1980), les gènes d’ARNr 5S sont retrouvés associés aux autres gènes d’ARNr, 

dans une même unité de transcription (chez les bactéries) ou transcrits indépendamment. 

Cependant, chez la plupart des eucaryotes supérieurs, et chez Schizosaccharomyces pombe 

(Mao et al., 1982) et Neurospora crassa (Selker et al., 1981), les gènes d’ARNr 5S ne sont 

pas physiquement liés aux autres gènes d’ARNr. 
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Figure 3: Structure secondaire de l'ARNr 5S chez les 
eucaryotes (A) et chez les procarytotes (B).
N: A, C, G ou U; Y: C ou U; R: A ou G; W: A ou U; S: G ou 
C; M: A ou C; K: G ou U. D'après Szymanski et al. (2002).
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4.1 Organisation des gènes codant les ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana 

Arabidopsis thaliana possède environ 1000 gènes d’ARNr 5S par génome haploïde, 

organisés en blocs de répétitions en tandem, représentant 0,7% du génome (Campell et al., 

1992). Grâce à des techniques d’hybridation in situ à l’aide de sondes fluorescentes (FISH), 

à la fois sur chromosomes mitotiques et méiotiques, la répartition chromosomique de ces 

blocs d’ADNr 5S ainsi que le polymorphisme chromosomique de ces loci entre les 

différents écotypes d’Arabidopsis thaliana (Fransz et al., 1998; Murata et al., 1997) ont pu 

être observés. Dans tous les écotypes testés, le chromosome 4 porte un bloc d’ADNr 5S sur 

son bras court et le chromosome 5 présente deux loci d’ADNr 5S ; un grand locus sur le bras 

gauche et un petit locus sur le bras droit du chromosome (Fransz et al., 1998; Murata et al., 

1997). Tous ces blocs d’ADNr 5S se situent en position péricentromérique et sont de nature 

hétérochromatique, et ils sont physiquement séparés des loci des autres gènes d’ARNr qui 

sont localisés en position télomérique sur les bras courts des chromosomes 2 et 4 (figure 4). 

La présence ainsi que la position d’un bloc d’ADNr 5S sur le chromosome 3 sont 

polymorphiques entre certains écotypes (Fransz et al., 1998; Tutois et al., 2002). Par 

exemple dans les écotypes Columbia, Cape Verde Islands et Kashmir 1, ce locus 5S est 

retrouvé dans la région péricentromérique du bras court du chromosome, alors que dans le 

cas de l’écotype Landsberg erecta il se trouve au milieu du bras long du chromosome 

(figure 4). Dans les écotypes Landsberg, C24 et Wassileskija, le chromosome 3 ne porte pas 

de locus d’ADNr 5S (Fransz et al., 1998). 

La cartographie de chromosomes artificiels de levure (YAC, Yeast Artificial 

Chromosome) et de chromosomes artificiels de bactéries (BAC, Bacteria Artificial 

Chromosome) au niveau des différents loci génomiques d’ADNr 5S a été réalisée (AGI, 

2000; Cloix et al., 2000; Tutois et al., 1999). Afin d’étudier la nature des gènes d’ARNr 5S 

présents au niveau des différents loci génomiques, ces YAC ont été utilisés comme matrice 

ADN pour des amplifications PCR utilisant des amorces établies selon la séquence du gène 

d’ARNr 5S initialement rapportée par Campell et al. (Campell et al., 1992). La séquence des 

produits PCR obtenus a permis d’établir de nouvelles séquences consensus de gènes 

d’ARNr 5S spécifiques de chacun des différents loci génomiques d’ADNr 5S (Cloix et al., 

2000). 

De plus, ces réactions PCR ont révélé l’existence de deux types de gène d’ARNr 5S 

dans l’écotype Columbia. Les unités représentées majoritairement ont une longueur de 502 

pb et plus rarement des variants de 251 pb sont retrouvés. Ces derniers, présentant une 

10 



chromosome 1

chromosome 5

chromosome 4

chromosome 3

chromosome 2

chromosome 1

chromosome 5

chromosome 4

chromosome 3

chromosome 2

Arabidopsis thaliana écotype Columbia

Arabidopsis thaliana écotype Landsberg erecta

Figure 4:  Représentation schématique des chromosomes d'Arabidopsis 
thaliana dans les écotypes Columbia et Lansberg erecta.
Les loci d'ADNr 5S et les loci d'ADNr sont représentés par les rectangles 
violets et noirs, respectivement; les centromères sont visualisés par des 
élipses grises.
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délétion couvrant une partie de la séquence transcrite des gènes d’ARNr 5S de 502 pb, ont 

uniquement été détectés au niveau du petit locus du chromosome 5 (Cloix et al., 2000). 

 

4.2 Structure des gènes d’ARNr 5S  

Les gènes d’ARNr 5S sont composés d’une région transcrite de 120 pb, contenant des 

séquences promotrices internes utilisées pour la transcription par l’ARN polymérase III, 

séparées par des séquences espaceurs, considérées auparavant comme non transcrites, 

portant également certains motifs de séquences importants pour la transcription. 

 

4.2.1 Le promoteur interne 

La caractéristique la plus étonnante et la plus inhabituelle des promoteurs utilisés par la 

polymérase III est que la majorité des éléments de séquence requis pour la transcription est 

située en aval du site d’initiation de transcription (+1). Ces régions de contrôle internes à la 

séquence transcrite sont généralement discontinues et composées de blocs séparés par des 

régions non-essentielles. Les gènes d’ARNr 5S somatiques (décrits dans la section 6) chez 

X. laevis sont un exemple classique qui requiert trois éléments internes pour une 

transcription efficace : une boîte A localisée entre les positions +50 et +64, un élément 

intermédiaire positionné entre +67 et +72, et une boîte C qui s’étend de +80 à +97 (Pieler et 

al., 1987) (figure 5). Ces trois éléments composent l’ICR, pour « internal control region » ; il 

est suffisant pour permettre l’assemblage du complexe de transcription composé de l’ARN 

polymérase III et de trois facteurs de transcription TFIIIA, TFIIIB et TFIIIC. De plus, ce 

promoteur est relativement sensible à  des changements d’espacements entre ses trois 

éléments (Pieler et al., 1987). Ce type de région de contrôle interne est aussi retrouvé dans 

les gènes d’ARNr 5S de beaucoup d’organismes inférieurs parmi lesquels Drosophila 

melanogaster (Sharp and Garcia, 1988) et S. cerevisae (Lee et al., 1995), ainsi que chez les 

mammifères (Seifart et al., 1989). 

Par analogie de séquence avec les données disponibles chez Xenopus laevis 

(Bogenhagen et al., 1980; Pieler et al., 1987; Sakonju et al., 1980), les éléments constituant 

le promoteur interne des gènes d’ARNr 5S d’Arabidopsis thaliana ont pu être définis. La 

boîte A se situe entre les positions +51 et +62 par rapport au site d’inititation de 

transcription, l’élément intermédiaire est formé des paires de bases +71 et +72, et la boîte C 

est comprise entre les positions +81 et +90 (Cloix et al., 2000). 
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Figure 5 : Représentation schématique de deux unités d'ADNr 5S consécutives.
La région transcrite et l'espaceur intergénique sont indiqués. Le promoteur est 
interne à la région transcrite et est composé des boîtes A et C et d'un élément 
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4.2.2 Importance de la région en amont du site de transcription 

Les tous premiers travaux effectués sur un gène somatique codant un ARNr 5S chez le 

xénope  ont montré que le remplacement de la région entière flanquante en 5’ par l’ADN 

plasmidique d’E. coli (pMB9) n’avait aucun effet sur la transcription dans des extraits 

nucléaires d’ovocytes de Xenopus (Bogenhagen et al., 1980; Sakonju et al., 1980). En 

revanche, les séquences flanquantes en 5’ des gènes d’ARNr 5S chez Bombyx mori sont 

essentielles à la transcription utilisant des extraits cellulaires homologues (Morton and 

Sprague, 1984). Ces auteurs ont montré qu’une région de 26 pb en amont de la séquence 

transcrite du gène d’ARNr 5S est nécessaire à une transcription efficace in vitro. La 

séquence de cette région contient un motif TATAT, ressemblant à une boîte TATA 

(« TATA-like »). 

Toutefois, bien que les régions amont des gènes d’ARNr 5S chez Xenopus laevis ne 

représentent pas un élément nécessaire à la transcription in vitro, ces séquences sont 

impliquées dans l’établissement de structures chromatiques distinctes qui contribuent à 

l’expression différentielle des gènes d’ARNr 5S de type ovocytaire et somatique (Wolffe, 

1994). De plus, ces séquences sont requises pour une initiation précise de la transcription par 

l’ARN polymérase III. 

L’importance de la région amont dans la transcription des gènes d’ARNr 5S a, par la 

suite, été également démontrée chez différents organismes. En effet, les gènes d’ARNr 5S 

chez Caenorhabditis elegans et Caenorhabditis briggsae (Nelson et al., 1998), Neurospora 

crassa (Selker et al., 1986) et Drosophila melanogaster (Sharp and Garcia, 1988) possèdent 

la même séquence « TATA-like » que les gènes d’ARNr 5S de Bombyx mori (Morton and 

Sprague, 1984) et cette séquence est requise pour une transcription efficace par l’ARN 

polymérase III. Paradoxalement, chez Acanthamoeba castellanii, la substitution d’une 

séquence consensus TATA dans la région 5’ d’un gène codant l’ARNr 5S provoque des 

effets modestes sur la transcription (Peng and Bateman, 2004). Chez les mammifères, la 

séquence « TATA-like » est remplacée par une séquence de 12 pb riche en G+C appelée 

boîte D et située aux environs de la position -30 en amont de la région transcrite des gènes 

d’ARNr 5S (Hallenberg et al., 1994; Hart and Folk, 1982; Jensen and Frederiksen, 2000; 

Nielsen et al., 1993). Cette séquence est nécessaire à une transcription efficace des gènes 

d’ARNr 5S de mammifères in vitro (Hallenberg et al., 1994; Nielsen et al., 1993). 

Chez Arabidopsis thaliana, comme dans le cas des séquences promotrices internes, 

les éléments régulateurs en 5’ de la région transcrite ont été définis par homologie de 

séquence. Une étude en transcription in vitro utilisant des extraits nucléaires de tabac a 
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montré qu’un motif « TATA-like » (de séquence TATATA) en position -28, un dinucléotide 

GC en -12 et un résidu C en -1 sont nécessaires à une transcription précise et efficace des 

gènes d’ARNr 5S d’Arabidopsis (Cloix et al., 2003). Cette étude a également confirmé la 

position et l’importance du promoteur interne à la séquence transcrite de ces gènes. 

 

4.2.3 Terminaison de transcription 

Une séquence consensus simple présente en aval de la séquence transcrite des gènes 

d’ARNr 5S, composée d’un cluster d’au moins quatre résidus T, agit comme un signal de 

terminaison de transcription chez le xénope (Bogenhagen and Brown, 1981). De même, 

chez Acanthamoeba castellanii, des analyses de délétions ont permis de montrer 

l’importance d’une région T-riche pour la terminaison de transcription (Peng and Bateman, 

2004). In vitro, il a été également montré que l’ARN polymérase III termine la transcription 

d’un gène codant l’ARNr 5S de souris au niveau d’un cluster de 23 résidus A (Emerson and 

Roeder, 1984). 

Chez Arabidopsis thaliana, il existe également un strech de T en aval de la région 

transcrite du gène d’ARNr 5S (figure 6). Cette séquence diffère entre les unités d’ADNr 5S 

suivant qu’elles appartiennent aux loci du chromosome 3, du chromosome 4, au grand ou au 

petit locus du chromosome 5 (Cloix et al., 2000; Cloix et al., 2002). Par exemple, les unités 

du chromosome 4 possèdent un long strech de T ininterrompu (de 19 à 21 résidus), alors que 

la séquence polydT des gènes d’ARNr 5S aux autres loci est interrompue par des motifs qui 

sont spécifiques de chaque locus (figure 6). Cloix et al. ont montré par des expériences in 

vitro que cette séquence est aussi utilisée comme terminateur de transcription par l’ARN 

polymérase III (Cloix et al., 2003). 

 

5. La machinerie transcriptionnelle des gènes d’ARNr 5S 

Les ARN polymérases I et III eucaryotes transcrivent un nombre limité de gènes. La 

polymérase I synthétise les ARNr, alors que la polymérase III produit les ARNr 5S, les 

ARNt, l’ARN 7SL, l’ARNsn U6 et quelques autres petits ARN dont la plupart est impliquée 

dans des processus de maturation. Ceci contraste avec la vaste variété des transcrits 

polymérase II qui codent les protéines. Cependant, les activités polymérases I et III 

dominent la transcription cellulaire puisqu’elles génèrent plus de 80% des ARN transcrits 

dans des cellules en croissance.  

L’expression des gènes d’ARNr 5S nécessite trois facteurs de trancription, TFIIIA, 

TFIIIB et TFIIIC. La plupart des informations disponibles sur la transcription des gènes 
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Figure 6: Séquences consensus des différents loci d'ADNr 5S d'Arabidopsis thaliana, écotype 
Columbia.
Les séquences promotrices externes sont entourées en bleu et les séquences composant le 
promoteur interne (ICR) sont entourées en jaune. Les séquences "signature" (en vert) sont 
constituées d'une répétition de résidus T dont la longueur et les motifs qui l'interrompent sont 
spécifiques à chaque locus. EI : Elément Intermédiaire, Chr : Chromosome. (Mathieu, 2003a) 
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d’ARNr 5S provient des nombreux travaux effectués chez Xenopus laevis et Saccharomyces 

cerevisiae. Les trois facteurs de trancription se fixent sur le promoteur de manière 

séquentielle ; TFIIIA contacte les trois éléments du promoteur interne, puis TFIIIC se lie à 

TFIIIA permettant ainsi la fixation de TFIIIB en amont du site d’initiation de la 

transcription, ce dernier facteur recrutant l’ARN polymérase III (Bieker et al., 1985; 

Kassavetis et al., 1990; Setzer and Brown, 1985) (figure 7). 

 

5.1 Le facteur de transcription TFIIIA 

TFIIIA a la particularité d’être le facteur de transcription spécifique des gènes d’ARNr 5S. 

TFIIIA de X. laevis, d’environ 38.6 kDa, fut le premier facteur de trancription eucaryote à  

être purifié (Engelke et al., 1980) et le premier dont le cDNA a été cloné (Ginsberg et al., 

1984). C’est également le membre fondateur de la famille des protéines à doigts de zinc ; en 

effet, cette protéine de 344 acides aminés contient neuf doigts de zinc de type Cys2-His2, qui 

sont des domaines de liaison à l’ADN zinc-dépendants (Miller et al., 1985). Un domaine 

contenu dans l’extrémité C-terminale de la protéine est nécessaire à l’activation 

transcriptionnelle des gènes d’ARNr 5S (Mao and Darby, 1993). Les doigts 1 à 3 N-

terminaux reconnaissent la boîte C du promoteur interne d’un gène 5S, la liaison de ces trois 

domaines à la boîte C représentant environ 95% de l’énergie de liaison totale de la protéine 

TFIIIA entière sur le gène 5S (Clemens et al., 1992; Foster et al., 1997; Nolte et al., 1998). 

Les doigts 7 à 9 C-terminaux contactent la boîte A mais avec une moindre affinité (Clemens 

et al., 1992). En revanche, les doigts 4 à 6 adoptent une structure particulière qui leur permet 

de couvrir l’ADN interbloc ( entre les boîtes A et C) qui est deux fois plus long que l’ADN 

lié par les doigts N-terminaux (1-3) ou C-terminaux (7-9) (Nolte et al., 1998). Seul le doigt 5 

se positionne au niveau de l’élément intermédiaire se trouvant entre les boîtes A et C (Nolte 

et al., 1998). 

Depuis sa caractérisation chez Xenopus laevis, TFIIIA a été identifié dans plusieurs 

organismes incluant d’autres espèces d’amphibiens (Gaskins and Hanas, 1990; Gaskins et 

al., 1992), l’homme (Drew et al., 1995), le poisson chat (Ogilvie and Hanas, 1997), la souris 

et le rat (Hanas et al., 2002), Saccharomyces cerevisiae (Archambault et al., 1992), 

Schizosaccharomyces pombe (Schulman and Setzer, 2002), et Acanthamoeba castellani 

(Polakowski and Paule, 2002). 

Chez les plantes, TFIIIA de maïs (Wyszko et al., 1997) et TFIIIA de tulipe (Wyszko 

and Barciszewska, 1997) ont été isolés uniquement biochimiquement. L’identification et la 

caractérisation de TFIIIA d’Arabidopsis, le seul caractérisé chez les plantes, sera décrite 
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Figure 7 : Interactions des facteurs de transcription sur le gène d'ARNr 5S chez 
S. cerevisiae.
TFIIIC se place sur le promoteur grâce à des contacts avec TFIIIA qui est 
positionné sur le promoteur interne (boites A et C et l'élément intermédiaire IE). 
L'extrémité N-terminale de la sous-unité t 131 de TFIIIC lie la partie 
N-terminale de BRF, alors que la partie C-terminale de BRF contacte à la fois 
TBP et B''. TFIIIB est composé de B'' + TBP + BRF.
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dans la partie résultats de cette thèse. L’analyse de la séquence de ces différents TFIIIA 

révèle une très faible conservation de la séquence primaire. Ainsi, les protéines TFIIIA de 

Xenopus laevis et Saccharomyces cerevisiae partagent moins de 20% d’identité, et la plupart 

des résidus conservés se situe au niveau des doigts de zinc. De manière surprenante, même 

entre les différentes espèces d’amphibiens, la divergence est considérable, TFIIIA de X. 

laevis possédant 84% d’identité de séquence avec TFIIIA de X. borealis, et 63% avec 

TFIIIA de Rana catesbeiana (Paule and White, 2000).  Au cours de l’évolution, le taux de 

divergence entre les différents TFIIIA est très élevé s’il est comparé à celui d’autres 

protéines à doigt de zinc, à d’autres facteurs de transcription ou aux protéines en général 

(Schulman and Setzer, 2002). La divergence des différents TFIIIA est d’autant plus 

surprenante que les sites des gènes d’ARNr 5S liés par ces protéines sont fortement 

conservés (Szymanski et al., 2002). 

Malgré ces variations de séquence primaire, les protéines TFIIIA connues possèdent 

une organisation similaire à celle de TFIIIA de X. laevis, à l’exception des TFIIIA de S. 

cerevisiae et S. pombe. Les doigts de zinc 8 et 9 sont séparés par une longue région espaceur 

de 81 acides aminés chez S. cerevisiae (Archambault et al., 1992) et la protéine TFIIIA de S. 

pombe contient un dixième doigt de zinc (Schulman and Setzer, 2002). 

Comme vu précédemment (section 2), il a été montré que la protéine TFIIIA est 

capable de lier le gène d’ARNr 5S ainsi que l’ARNr 5S (Picard and Wegnez, 1979; 

Polakowski and Paule, 2002; Wyszko and Barciszewska, 1997; Wyszko et al., 1997). Par sa 

liaison aux transcrits 5S, TFIIIA permet leur transport et /ou leur stockage. 

 

5.2 Le facteur de transcription TFIIIC 

TFIIIA sert d’adaptateur à TFIIIC, lui permettant ainsi d’être recruté au niveau des gènes 

d’ARNr 5S pour qui il possède peu d’affinité. Contrairement à TFIIIA, TFIIIC est composé 

de plusieurs polypeptides ; TFIIIC est un des plus complexes et des plus gros facteurs de 

transcription connus. Chez Xenopus laevis, une protéine TFIIIC native de 400 kDa a été 

purifiée et une seule sous-unité de 85 kDa a été identifiée (Keller et al., 1992). Chez S. 

cerevisiae, TFIIIC est composé de six sous-unités (tableau 1 ; (Paule and White, 2000)). 

Aucune de ces sous-unités considérée séparément, ne semble capable de lier l’ADNr 5S 

(Conesa et al., 1993; Parsons and Weil, 1990; Parsons and Weil, 1992). Chez l’homme, 

TFIIIC est également constitué de plusieurs sous-unités séparées fonctionnellement en sous-

complexes : TFIIIC1 d’environ 200 kDa composé d’au moins quatre sous-unités (Wang and 

Roeder, 1998), TFIIIC2 formé par cinq polypeptides et TFIIIC0 liant la région de 
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Tableau 1: Composition et équivalences des facteurs de 
transcription généraux polymérase III chez S. cerevisiae et 
chez l'humain.

S. cerevisiae Homme

TFIIIA TFIIIA

TFIIIB: TBP+BRF+B" TFIIIB: TBP+BRF+B"

TFIIIC TFIIIC

τ 138

τ 131

τ 95

τ 91
τ 60
τ 55

TFIIIC2TFIIIC2

TFIIIC 220

TFIIIC 102

TFIIIC 63

TFIIIC 110

TFIIIC 90

TFIIIC1TFIIIC1

TFIIIC0TFIIIC0
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terminaison des gènes (tableau 1 ; (Oettel et al., 1997; Paule and White, 2000)). TFIIIC1 

renforce la liaison de TFIIIC2 sur l’ADN et est requis pour la transcription (Huang and 

Maraia, 2001). TFIIIC humain (hTFIIIC) lève la répression nucléosomale in vitro grâce à 

l’activité histone acétyl-transférase de trois sous-unités de TFIIIC2 (hTFIIIC220, 

hTFIIIC110 et hTFIIIC90) qui acétylent les histones H3, H4, H2A (Kundu et al., 1999). 

hTFIIIC90, cloné et caractérisé par Hsieh et al., possède une activité acétyl-transférase 

spécifique des histones H3 (Hsieh et al., 1999). 

TFIIIC est un coactivateur puisqu’il fait le lien entre la protéine TFIIIA, qui lie 

spécifiquement l’ADNr 5S, et le complexe protéique qui est reconnu par l’ARN polymérase 

III, TFIIIB. 

 

5.3 Le facteur de transcription TFIIIB 

TFIIIB est composé de trois sous-unités : une TBP (pour « TATA binding protein »), une 

TAF90 (pour « TBP-associated factor 90 », appelée aussi B’’), et une TAF70 (aussi connue 

sous le nom de BRF pour « TFIIB-related factor) (tableau 1). TFIIIB est recruté en 5’ du site 

d’initiation de la transcription grâce à des contacts protéine-protéine par 

TFIIIC/TFIIIA/ADNr 5S (Paule and White, 2000). Des expériences de délétion au niveau de 

B’’ chez la levure ont montré que TFIIIB participe en deux étapes à l’ouverture du 

promoteur par l’ARN polymérase III. En effet, B’’ permet l’initiation de la séparation des 

brins d’ADN à l’extrémité amont de la bulle de transcription, et BRF permet sa propagation 

(Kassavetis et al., 2001). Une fois que TFIIIB est positionné en amont du site de la 

transcription, TFIIIA et TFIIIC ne sont plus indispensables à la transcription par la 

polymérase III in vitro (figure 7 ; (Kassavetis et al., 2001)). La TBP stabilise la liaison de 

BRF sur TFIIIC, et ces deux sous-unités sont requises pour l’assemblage de B’’ (TAF90) 

dans le complexe de transcription, et pour la transcription spécifique par l’ARN polymérase 

III (Kassavetis et al., 1992; Sharp, 1992).  

Chez l’homme, en 1995 Wang et Roeder ont purifié à partir de TFIIIB, un 

polypeptide de 90 kDa (hTFIIIB90) et ont isolé l’ADNc correspondant (Wang and Roeder, 

1995). Des expériences de complémentation ont permis à  ces auteurs de conclure que 

hTFIIIB90 est l’homologue fonctionnel de TAF70 de S. cerevisiae, c’est-à-dire de BRF. En 

réalité, tout comme chez la levure, hTFIIIB est formé par hTBP, hBRF et hB’’ (tableau 1 ; 

(Huang and Maraia, 2001)). La partie C-terminale de hTBP possède deux répétitions 

directes liant la boîte TATA (Nikolov et al., 1996). D’ailleurs, phylogénétiquement, la 
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portion C-terminale de TBP est conservée chez la levure, Arabidopsis thaliana et chez 

l’homme (Nikolov et al., 1996). 

Chez C. elegans, une protéine de 759 aa homologue à BRF a été identifiée par 

Larminie et White (Larminie and White, 1998). Chez Arabidopsis thaliana, TFIIIB n’a pas 

été isolé mais deux gènes codant deux TBP de 200 aa sont connus (Gasch et al., 1990) et il 

existe une séquence prédite de BRF dans les banques de données. De plus, l’activité de 

liaison à l’ADN de TBP a permis d’isoler TFIIIB chez X. laevis (McBryant et al., 1996). 

 

6. Régulation différentielle des familles de gènes d’ARNr 5S chez Xenopus 

L’ovocyte de xénope, durant son développement, accumule des réserves d’ARNr 5S ainsi 

que d’autres ARNr et des facteurs de transcription et de traduction, en préparation des 

multiples divisions cellulaires rapides et successives qui auront lieu sans transcription 

immédiatement après la fécondation (Wolffe and Brown, 1988). De premières études ont 

suggéré que ces ARNr 5S sont codés par une famille multigénique extrêmement active 

durant l’ovogenèse mais inactivée après la fécondation (Brown and Littna, 1964; Brown and 

Weber, 1968). D’autres expériences ont depuis montré que les ARNr 5S proviennent de 

deux familles multigéniques étroitement liées ; environ 20000 gènes de type ovocytaire et 

environ 400 gènes de type somatique par génome haploïde (Peterson et al., 1980). Les deux 

familles sont exprimées durant l’ovogenèse et les stades précoces de développement mais 

les gènes de type ovocytaire deviennent sélectivement réprimés de sorte que les gènes 

somatiques produisent 95% des ARNr 5S dans les cellules somatiques (Denis et al., 1972; 

Ford and Southern, 1973; Wegnez et al., 1972). Ceci implique que les gènes somatiques sont 

1000 fois plus activement trancrits que les gènes ovocytaires dans les tissus somatiques 

(Wolffe and Brown, 1988). 

Chaque copie des gènes ovocytaires a une taille variant de 650 à 850 pb mais 

contient de manière invariable un gène et un pseudogène séparés par une séquence espaceur 

riche en A+T. Chaque copie de gène d’ARNr 5S de type somatique fait 880 pb et est formée 

d’un gène et d’un espaceur riche en G+C (figure 8). Les séquences transcrites de ces deux 

types de gènes ont une longueur identique de 120 pb et diffèrent uniquement à 5 positions 

nucléotidiques. Ces positions différentes sont importantes pour la fixation des facteurs de 

transcription. Les séquences espaceurs partagent quant à elles peu ou pas d’homologie ; elles 

jouent un rôle dans l’établissement de structures chromatiniennes distinctes importantes 

pour l’expression différentielle des deux types de gènes. 
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Figure 8: Structure des gènes d'ARNr 5S de types ovocytaire et somatique 
chez le xénope.
Les séquences transcrites sont représentées par les flèches et le rectangle noir 
représente un pseudogène. D'après Wolffe (1994).
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6.1 Facteurs de tanscription et expression différentielle des gènes 5S 

Comme vu précédemment, la transcription 5S est régulée via la séquence promotrice interne 

à la séquence transcrite (ICR) (Sakonju et al., 1980). De manière intéressante, les mêmes 

facteurs sont impliqués dans l’expression des gènes ovocytaires et somatiques, et ces deux 

types de gènes, dont l’ICR, sont très similaires (Bogenhagen et al., 1982; Peterson et al., 

1980). Le facteur de transcription spécifique des gènes 5S, TFIIIA, se lie au promoteur 

interne, et permet la formation d’un complexe de préinitiation stable (Lassar et al., 1983). 

Bien que TFIIIA contacte les deux types de gènes avec la même affinité, l’abondance 

relative de ce facteur dans les cellules suit l’activité des gènes de type ovocytaire in vivo 

(Ginsberg et al., 1984). La majorité de l’ARNr 5S est synthétisée précocement durant 

l’ovogenèse, quand TFIIIA est très abondant et que l’activité TFIIIC est également en excès 

(Korn, 1982). Ces facteurs de transcription deviennent par la suite limitants pour la 

transcription dans l’oeuf et l’embryon. Il faut souligner que même si le complexe de 

transcription est formé au niveau de la séquence transcrite elle-même, le complexe n’est pas 

affecté par plusieurs cycles de synthèse d’ARNr 5S (Bogenhagen et al., 1982), mais est 

déplacé par la fourche de réplication (Wolffe and Brown, 1986). Il a été suggéré que la 

stabilité du complexe de transcription doit être critique pour l’expression sélective des gènes 

somatiques dans les tissus somatiques (Schlissel and Brown, 1984; Wolffe and Brown, 

1988). La liaison de TFIIIC stabilise grandement le complexe ADN/TFIIIA de sorte qu’en 

conditions de faible abondance de TFIIIA, l’expression des gènes somatiques pourrait être 

favorisé in vivo (Lassar et al., 1983; Wolffe, 1988). De plus, certaines mutations au niveau 

du promoteur peuvent résulter en une transcription réduite sans diminuer de manière 

détectable la liaison de TFIIIA (Pieler et al., 1987), et les quelques différences de bases entre 

les gènes de type ovocytaire et somatique résultent en une moindre stabilisation de TFIIIC 

sur le premier type (Wolffe and Brown, 1988). Ces résultats suggèrent que TFIIIC pourrait 

établir des interactions spécifiques avec les boîtes A et C de l’ICR. 

 

6.2 La chromatine est un régulateur à part entière de la transcription 5S 

Comme vu dans le paragraphe précédent, le contrôle différentiel de l’expression des gènes 

5S ovocytaires et somatiques est relié à la stabilité du complexe de préinitiation assemblé 

sur ceux-ci (Bogenhagen et al., 1982; Darby et al., 1988; Wormington et al., 1981). En fait, 

l’investigation de l’influence de la chromatine sur la transcription 5S est aisée car la 

chromatine des ovocytes immatures et des œufs fertilisés de xénope retient les facteurs 

nécessaires à la transcription ou à la répression (Bogenhagen et al., 1982; Parker and 
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Roeder, 1977). Par exemple, alors que les complexes de transcription assemblés sur les 

gènes somatiques sont stables en présence d’un excès de compétiteur ADNr 5S, ceux 

assemblés sur les gènes ovocytaires sont déplacés (Wormington et al., 1981). Ces complexes 

« somatiques » ont été montrés stables in vivo pendant plusieurs semaines dans des cellules 

ne se répliquant pas (Darby et al., 1988). Des résultats in vitro ont aussi suggéré que la 

stabilité du complexe de transcription 5S est un facteur critique de la régulation des gènes 

5S et qu’une compétition entre l’assemblage de la chromatine et l’assemblage de complexes 

de transcription stables existe. Dans des extraits d’ovocytes et d’œufs de Xenopus qui 

permettent à la fois l’assemblage de la chromatine et la transcription 5S, des expériences in 

vivo et in vitro ont suggéré que l’assemblage de la chromatine entrerait en compétition avec 

les facteurs de transcription au niveau des régions régulatrices (Almouzni et al., 1990; 

Almouzni et al., 1991; Shimamura et al., 1988). Par l’utilisation d’enzymes de restriction 

pour étudier le positionnement des nucléosomes, Morse a montré que les nucléosomes 

reconstitués avec des histones purifiées inhibent à la fois l’initiation et l’élongation de 

l’ARN polymérase III de xénope (Morse, 1989). De même, dans un système in vitro de 

levure, l’assemblage d’un complexe de transcription complet est réfractaire à la répression 

par l’assemblage ultérieur de la chromatine (Felts et al., 1990). 

 Des études ont indiqué que les histones linker (H1) jouent également un rôle 

important dans la régulation de l’expression différentielle 5S dépendante de la structure 

chromatinienne chez Xenopus. L’histone H1 n’est pas présente dans les oeufs de xénope 

(Dimitrov et al., 1993; Hock et al., 1993; Wolffe, 1989). A sa place une autre histone 

« linker » est présente, l’histone B4, qui est exprimée uniquement dans les ovocytes (Smith 

et al., 1988). L’ARNm de l’histone H1 est bien synthétisé dans l’ovocyte mais il est stocké 

sous une forme « masquée », c’est à dire associée à des protéines empêchant sa traduction 

(Bouvet and Wolffe, 1994). Ce n’est qu’après la fécondation que l’ARNm de H1 sera traduit 

(Woodland et al., 1979). Pendant l’embryogenèse précoce, l’histone H1 s’accumule, en 

corrélation directe avec la répression des gènes d’ARNr 5S ovocytaires (Dimitrov et al., 

1993; Wolffe, 1989). Dans des cellules somatiques, les gènes ovocytaires réprimés sont 

assemblés dans des structures chromatiniennes répressives impliquant l’histone H1, alors 

que les gènes somatiques sont assemblés dans des complexes de transcription productifs 

(Schlissel and Brown, 1984). Des expériences de digestion à la DNase micrococcale ont 

permis d’établir que la fixation de H1 sur les deux types de gènes a des conséquences 

différentes. Ainsi, la fixation de H1 sur les gènes ovocytaires positionne le nucléosome de 

manière à rendre les gènes (notamment la boîte C du promoteur interne) inaccessibles au 
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complexe de transcription, alors que sur les gènes somatiques, le positionnement du 

nucléosome, induit par la fixation de H1, laisse les éléments du promoteur accessibles et les 

gène compétents pour la transcription (Sera and Wolffe, 1998). 

 

7. Transcription des gènes d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana 

Comme vu au paragraphe 4.1, au laboratoire, des séquences issues de produits PCR utilisant 

comme matrice des YAC cartographiés au niveau des différents loci 5S d’Arabidopsis 

thaliana, ont permis d’établir des signatures spécifiques pour les gènes d’ARNr 5S 

appartenant à tel ou tel locus ((Cloix et al., 2002) ; figure 6). L’équipe s’est intéressée à 

l’étude de l’expression de ces différents gènes car il a été depuis longtemps suggéré que 

seule une partie des gènes 5S doit être active. En effet, le nombre important de gènes 5S 

excède largement le nombre qui devrait être requis pour produire un taux amplement 

suffisant d’ARNr 5S. Ainsi, par des expériences de RT-PCR, à différents stades de 

développement et dans différents tissus, il a été observé que les ARNr 5S sont de différentes 

natures. L’ARNr 5S dit majoritaire est l’ARN retrouvé de façon prépondérante, représentant 

plus de 90% des transcrits 5S retrouvés dans la cellule. Des ARNr 5S dits minoritaires 

représentent la deuxième population d’ARNr 5S : ils diffèrent du majoritaire par la 

substitution d’une ou de deux bases (Cloix et al., 2002). De plus, ces deux types d’ARNr 5S 

sont également retrouvés au niveau des ribosomes (Cloix et al., 2002). Ceci peut être 

interprété de différentes manières : (i) les ribosomes portant un ARNr 5S minoritaire ne sont 

pas fonctionnels ; (ii) il existe une hétérogénéité fonctionnelle des sous-unités ribosomales 

60S ; (iii) les substitutions de bases trouvées au niveau des ARNr 5S minoritaires ne 

modifient pas leur fonction. En fait, l’hétérogénéité des transcrits 5S a été rapportée chez de 

nombreux organismes dont les bactéries (Jarry and Rosset, 1971), les champignons (Chen et 

al., 1984; Wildeman and Nazar, 1982), les échinodermes (Lu et al., 1980), les arthropodes 

(Komiya et al., 1980) et les amphibiens (Ford and Southern, 1973).  

Des expériences de RT-PCR ainsi que de transcription in vitro ont permis de montrer 

que seuls certains gènes d’ARNr 5S localisés au niveau du chromosome 4 et du grand locus 

du chromosome 5 ont la capacité à être transcrits. La présence de différentes mutations au 

niveau du promoteur interne des gènes appartenant aux loci du chromosome 3 et au petit 

locus  du chromosome 5 seraient responsables de l’inhibition de l’expression de ces gènes, 

qu’elle traduise une réelle non transcription ou une dégradation très rapide des ARN 

produits (figure 9 ; (Cloix et al., 2002; Cloix et al., 2003)). En comparant les séquences des 

produits des RT-PCR avec les séquences des gènes d’ARNr 5S provenant des PCR réalisées 
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Figure 9: Les ARNr 5S proviennent uniquement du chromosomes 4 
et du grand locus du chromosome 5.
Chaque flèche rose ou violette représente une unité ADNr 5S; chaque 
trait blanc visualise une substitution dans l'unité ADNr 5S.
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sur les différents YAC portant les loci génomiques d’ADNr 5S, l’équipe s’est aperçue 

qu’effectivement seuls le locus du chromosome 4 et le grand locus du chromosome 5 portent 

des gènes dont la séquence transcrite correspond aux ARNr 5S majoritaires et minoritaires. 

D’autre part, des ARN correspondant à des gènes d’ARNr 5S ayant la capacité à être 

transcrits (possédant une séquence promotrice interne intacte) n’ont jamais été isolés in vivo, 

alors que leur transcription in vitro est efficace (figure 9). Ainsi, le produit d’un gène portant 

une substitution nucléotidique en position +98 (un T au lieu d’un G) n’a jamais été retrouvé 

par RT-PCR alors que ce gène possède au moins 20 copies dans le génome . Deux 

hypothèses peuvent être avancées : soit ces gènes sont transcrits à un faible niveau 

indétectable par RT-PCR, soit les produits de ces gènes sont rapidement dégradés. Olivier 

Mathieu, lors d’un séjour dans le laboratoire du Professeur Sugiura au Japon, a pu montrer 

par des expériences in vitro que ce type de gènes possède une transcription et une stabilité 

équivalentes à un gène majoritaire (Mathieu, 2003). La conclusion de ces expériences fut 

que l’expression de ces gènes est très certainement inactivée par des phénomènes 

épigénétiques. L’ADN de séquences « silencées » épigénétiquement, est souvent méthylé. 

 

8. Méthylation des gènes d’ARNr 5S et transcription 

L’ADNr 5S a surtout été étudié chez les plantes. L’utilisation  d’enzymes de restriction 

sensibles à la méthylation a permis de mettre en évidence que l’ADNr 5S est méthylé chez 

le maïs (Mascia et al., 1981), le blé (Grellet and Penon, 1984), le lupin (Rafalski et al., 

1982), le pois (Ellis et al., 1988), le lin (Goldsbrough et al., 1982), le soja (Gottlob-McHugh 

et al., 1990), le tabac (Fulnecek et al., 1998; Kovarik et al., 2000), Arabidopsis thaliana 

(Finnegan et al., 1996; Vongs et al., 1993) et chez le thé (Singh and Ahuja, 2006). Chez X. 

laevis, le même type d’analyses a montré que les gènes 5S somatiques et ovocytaires sont 

fortement méthylés (Sims et al., 1983). 

L’impact de la méthylation de l’ADN sur la transcription par l’ARN polymérase III a 

été analysé pour deux types de gènes transcrits par cette polymérase : un gène d’ARNtlys2 de 

poulet et deux gènes d’ARNr 5S de xénope, de type ovocytaire et somatique (Besser et al., 

1990). L’ADN de ces gènes a été méthylé artificiellement à l’aide d’une méthyltransférase 

extraite à partir de foie de rat, méthylant spécifiquement les cytosines en contexte CG, puis 

injecté dans des ovocytes de xénope. Les auteurs ont observé que si la méthylation entraîne 

une diminution du taux de transcription du gène d’ARNt lys2 d’environ 80% par rapport à un 

contrôle non-méthylé, elle n’affecte pas le taux de transcription des gènes d’ARNr 5S 
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ovocytaires et somatiques. Ces résultats suggèrent que la méthylation de l’ADN a un impact 

différent sur la transcription des gènes transcrits par l’ARN polymérase III.  

 L’étude de l’influence de la méthylation ADN sur la transcription des ARNr 5S chez 

Arabidopsis thaliana a été amorcée au laboratoire par Olivier Mathieu. Ainsi, il a pu 

montrer que l’ADNr 5S est fortement méthylé sur les cytosines (79,1% en moyenne) et ce 

quelque soit le contexte, c’est-à-dire en contextes symétriques (CG et CNG) et asymétriques 

(Mathieu et al., 2002). Cette forte méthylation de l’ADN est présente sur tous les loci 5S, 

qu’ils soient transcrits ou non. Les profils de méthylation de gènes d’ARNr 5S 

correspondant à des ARNr 5S et les profils de méthylation de gènes pour lesquels il n’a 

jamais été trouvé d’ARN alors qu’ils sont transcrits et stables in vitro (voir paragraphe 7), 

ont été comparés. Aucune différence particulière n’a été relevée ; leur taux global de 

méthylation est similaire, et il n’existe pas de position déméthylée particulière aux gènes 

transcrits (Mathieu et al., 2002). De plus, par l’utilisation de primers choisis pour amplifier 

seulement des unités 5S faiblement méthylées, ces auteurs ont pu amplifier 10 unités 5S 

avec de faibles taux de méthylation allant de 12 à 38%. Mais ces unités appartiennent à 

différents loci 5S, transcrits (chromosome 4 et grand locus du chromosome 5) ou non (loci 2 

et 3 du chromosome 3), et ne correspondent pas préférentiellement aux ARNr 5S (une seule 

sur les dix copies). Dans le même article, l’impact direct de la méthylation de l’ADN sur la 

transcription d’un gène d’ARNr 5S a été testé in vitro. Et la méthylation des sites CG de ce 

gène (obtenue par l’action d’une méthylase CG-spécifique) n’entraîne pas d’inhibition de sa 

trancription en extraits nucléaires de cellules de tabac. De plus, la déméthylation de l’ADNr 

5S obtenue en cultivant des plantes sur un milieu contenant différentes concentrations de 5-

azacytidine n’induit pas d’augmentation du taux global d’ARNr 5S. Ces différents résultats 

suggèrent que la méthylation de l’ADNr 5S ne détermine pas à elle seule, l’expression ou la 

répression des gènes d’ARNr 5S.  
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Chapitre II 

Epigénétique, méthylation de l’ADN et ARN interférence 
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Le terme épigénétique définit les modifications transmissibles et réversibles de l'expression 

des gènes et ne s'accompagnant pas de changements des séquences nucléotidiques. Ce type 

de régulation peut cibler l’ADN ou l’ARN et agir au niveau du noyau ou du cytoplasme. La 

transmission d’un état épigénétique peut être réalisée par la méthylation de l’ADN, par des 

modifications post-traductionnelles des histones, et par la déposition de variants d’histones. 

De plus, il devient de plus en plus évident que les mécanismes médiés par les petits ARN 

siRNA (small interfering RNA) jouent un rôle central dans la mise en place et le maintien de 

l’état d’activité des gènes. 

 

1. Différentes méthylations de l’ADN 

Différentes bases de l’ADN peuvent être méthylées chez la quasi-totalité des organismes. La 

modification la plus fréquente est la méthylation de la cytosine au niveau du carbone en 

position 5 de son cycle. Cette base est nommée 5mC pour 5-méthylcytosine. Cependant, la 

méthylation d’adénines a été détectée chez des cellules procaryotes, la méthylation 

d’adénines et d’uraciles a été trouvée chez des eucaryotes unicellulaires (Rae and Steele, 

1978; Zhu and Henney, 1990), et des adénines et des guanines méthylées ont été mises en 

évidence dans des cellules humaines et des cellules d’insectes (Achwal et al., 1983). Les 

bases 5mC étant les bases modifiées les  plus fréquemment trouvées dans les génomes 

eucaryotes et les plus étudiées, les autres bases modifiées ne seront pas traitées dans la suite 

de ce manuscrit. 

 

2. La méthylation des cytosines chez les eucaryotes 

La méthylation de l’ADN et/ou les enzymes méthylant l’ADN (les ADN méthyltransférases) 

sont retrouvées chez la plupart des eucaryotes, mis à part des organismes comme 

Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe et C. elegans. D’autre part, la 

drosophile contient une faible proportion de 5mC (Gowher et al., 2000 ; Lyko et al., 2000; 

Salzberg et al., 2004). Un gène, dDNMT2 (drosophila DNA-METHYLTRANSFERASE2), 

codant une enzyme ressemblant à une ADN méthyltransférase a été rapporté (Hung et al., 

1999; Tweedie et al., 1999) et la réduction ainsi que la surexpression de cette protéine 

influencent le taux de méthylation ADN de drosophile (Kunert et al., 2003). Les génomes de 

vertébrés sont méthylés à hauteur de 3 à 8% alors que chez les plantes, 20 à 30% des 

cytosines sont méthylées en moyenne. Le taux de méthylation de l’ADN chez les plantes est 

très variable entre les espèces : 6% chez Arabidopsis thaliana contre 35% chez le tournesol 

(Wagner and Capesius, 1981). 
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La méthylation des cytosines est impliquée dans un mécanisme de « silencing » 

eucaryotique qui protège le génome grâce à l’inactivation d’éléments ADN potentiellement 

dangereux (dont les transposons) pour le génome (Martienssen and Colot, 2001; Yoder et 

al., 1997b ). La démonstration la plus claire de ceci vient de la plante modèle Arabidopsis 

thaliana, chez qui des transposons sont mobilisés lorsque la méthylation ADN est réduite 

(Miura et al., 2001; Singer et al., 2001). La méthylation de l’ADN permet aussi de réguler 

des gènes endogènes chez les plantes et les animaux (Bird, 2002). Par exemple, les plantes 

utilisent la méthylation de l’ADN pour des phénomènes  d’« imprinting » et pour moduler 

l’expression de familles de gènes répétés (Bender and Fink, 1995; Kinoshita et al., 2004; 

Lawrence et al., 2004). Chez les mammifères, la méthylation de l’ADN contrôle également 

l’« imprinting » mais aussi l’inactivation du chromosome X et le « silencing » des gènes 

suppresseurs de tumeurs (Bird, 2002). 

 

3. Les ADN méthyltransférases 

Chez les mammifères, la méthylation de l’ADN est surtout restreinte aux séquences 

symétriques CG, bien que d’autres contextes soient méthylés dans des cellules souches 

embryonnaires de souris  (Bird, 2002; Ramsahoye et al., 2000). Différemment, cette 

méthylation chez les plantes intervient dans des contextes symétriques CG et CNG (N : T, 

G, C ou A) et dans des contextes asymétriques CHH (H : A, T, ou C). 

 

3.1 MET1/DNMT1 

Chez les eucaryotes, la première ADN méthyltransférase clonée fut DNMT1 (DNA-

METHYLTRANSFERASE1) (Bestor et al., 1988). Celle-ci permet surtout la méthylation de 

maintenance des sites CG hémiméthylés (Yoder et al., 1997a) et est ciblée au niveau des 

fourches de réplication dans les noyaux en phase S (Leonhardt et al., 1992) mais DNMT1 

possède également une faible activité de novo (Yoder et al., 1997a). 

  Chez les plantes, le gène codant l’ADN méthyltransférase MET1 

(METHYLTRANSFERASE1) a été cloné chez Arabidopsis par Finnegan et Dennis 

(Finnegan and Dennis, 1993) grâce aux homologies de séquences existant entre DNMT1 et 

MET1. Des homologues de MET1 ont été identifiés chez la carotte, le pois, la tomate, le 

maïs et le riz (Bernacchia et al., 1998 ; Finnegan and Kovac, 2000; Pradhan et al., 1998; 

Teerawanichpan et al., 2004).  

Chez Arabidopsis thaliana, l’impact de MET1 sur la méthylation du génome a par la 

suite été étudié par une stratégie utilisant une séquence ADN antisens pour éteindre 
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l’expression de ce gène (Ronemus et al., 1996). Ces auteurs ont ainsi observé une 

diminution du taux global de la méthylation ADN allant jusqu’à plus de 70% dans plusieurs 

lignées met1. De plus, par l’utilisation d’enzymes de restriction sensibles à la méthylation, 

ils ont pu montrer que l’inhibition de l’expression de MET1 entraîne une baisse de la 

méthylation au niveau de l’ADNr 5S et des répétitions centromériques 180 pb, aussi bien 

aux sites CG qu’aux sites CNG (tableau 2). Une autre étude utilisant la même stratégie de 

génétique inverse, a montré une diminution allant jusqu’à 90% de la méthylation globale CG 

ainsi qu’une déméthylation aux sites CG  et CNG des répétitions centromériques 180 pb 

(Finnegan et al., 1996). Dans plusieurs plantes descendantes ayant ségrégé la construction 

antisens MET1, le niveau de méthylation CG reste inférieur à celui de plantes sauvages 

suggérant que les niveaux de méthylation de l’ADN ne sont pas restaurés après le passage 

de la méiose. Des croisements répétés de mutants met1 avec des plantes sauvages restaurent 

graduellement les niveaux de méthylation ADN ce qui est en accord avec l’hypothèse d’une 

perte progressive de l’ADN hypométhylé plutôt qu’une méthylation de novo (Vongs et al., 

1993). Ces différentes données indiquent que les plantes ne possèdent pas de mécanismes 

qui restaurent les niveaux normaux de méthylation ADN après la méiose, suggérant que les 

plantes ne subissent pas de cycle de déméthylation globale suivie par une reméthylation, 

comme observé dans les stades précoces du développement embryonnaire chez les 

mammifères (Razin et al., 1984). 

MET1 maintient la méthylation de l’ADN dans les contextes symétriques CG et 

également CNG. Kishimoto et al., ainsi que Bartee et Bender, ont montré que cette enzyme 

affecte également la méthylation de l’ADN dans les contextes asymétriques CHH, sans 

conclure si cet effet est direct ou indirect (Bartee and Bender, 2001; Kishimoto et al., 2001). 

 

3.1.1 MET1 : méthylase de maintenance et/ou de novo  

DNMT1 ayant surtout une activité méthyltransférase de maintenance, les similarités de 

séquence entre MET1 et DNMT1 suggèrent que MET1 possède le même type d’activité. 

Chez Nicotiana benthamiana et chez Arabidopsis thaliana, le rôle de MET1 dans la 

maintenance de la méthylation des sites CG a été démontré (Aufsatz et al., 2002a; Jones et 

al., 2001). De plus, Aufsatz et al. ont confirmé le rôle de maintenance de MET1 et ont 

suggéré que MET1 est également requise pour l’établissement complet de la méthylation de 

novo dans les contextes CG (Aufsatz et al., 2004). Il reste difficile de trancher au niveau de 

son activité méthyltransférase de novo, étant donné que cette enzyme est nécessaire au 

maintien de cette méthylation, et que ces deux activités ne peuvent être bien distinguées. 
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ADN méthyltransférases Activité

MET1

CMT3

DRM2
(DRM1)

- maintenance CG et CNG
- de novo CG

- maintenance CNG
- maintenance C asymétriques cible spécifique
- de novo CNG

- de novo CG, CNG et C asymétriques

Tableau 2: Principales ADN méthyltransférases chez Arabidopsis.
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3.2 CMT3 

Un deuxième type d’ADN méthyltransférase est représenté par la classe des 

chromométhylases qui, comme MET1, sont apparentées à DNMT1 de mammifères, et qui 

ont la particularité de posséder un chromodomaine inséré entre deux motifs 

méthyltransférases (Henikoff and Comai, 1998). Les chromodomaines permettent aux 

protéines qui les possèdent, de cibler l’hétérochromatine (Platero et al., 1995). Cette classe 

d’ADN méthyltransférases n’existe que chez les plantes, et trois gènes CMT 

(chromométhylases) existent chez Arabidopsis thaliana (Finnegan and Kovac, 2000). Le 

gène CMT1 est prédit comme non fonctionnel car dans tous les écotypes étudiés, la 

séquence codante de ce gène est interrompue (Henikoff and Comai, 1998). Les gènes CMT2 

et CMT3 sont transcrits (Genger et al., 1999 ; McCallum et al., 2000), et la fonctionnalité de 

la protéine CMT3 a été démontrée ((Bartee et al., 2001; Lindroth et al., 2001) ; tableau 2). 

Différents allèles mutants de CMT3 ont été isolés dans un crible suppresseur 

d’inactivation du gène SUP (impliqué dans le développement floral) (Lindroth et al., 2001). 

En effet, le gène SUP (SUPERMAN) devient hyperméthylé et inactivé dans différents fonds 

génétiques qui présentent une hypométhylation globale de leur génome (Jacobsen and 

Meyerowitz, 1997; Jacobsen et al., 2000). Les allèles sup « silencés » sont alors appelés 

clark kent (clk). Cette hyperméhtylation de SUP ressemble à un phénomène observé dans 

des cellules cancéreuses où la perte globale de la méthylation ADN est associée à 

l’hyperméthylation et au « silencing » de gènes suppresseurs de tumeurs (Baylin and 

Herman, 2000). Les allèles clark kent sont hyperméthylés en contextes symétriques (CG et 

CNG) et asymétriques (CHH). Afin d’identifier les loci importants pour le maintien de la 

méthylation et de l’inactivation de SUP, Lindroth et al. ont procédé à une mutagenèse afin 

de cribler des suppresseurs d’un allèle clark kent stable (appelé clk-st) (Lindroth et al., 2001) 

créé par l’introduction d’un locus additionnel de SUP dans des plantes clk (Jacobsen and 

Meyerowitz, 1997). Ces auteurs ont alors identifié différents allèles mutants de CMT3 et ont 

regardé l’impact de cette mutation sur différentes cibles, par séquençage d’ADN traité au 

bisulfite.  Ainsi un mutant cmt3 perd la quasi-totalité de la méthylation CNG au niveau de 

SUP, du LTR («long terminal repeat ») d’un rétrotransposon Athila péricentromérique, et 

des séquences répétées centromériques 180 pb (Lindroth et al., 2001). En revanche, cette 

mutation cmt3 ne modifie pas la plupart de la méthylation CG et a des effets variables sur la 

méthylation asymétrique de ces cibles allant jusqu’à une perte complète de la méthylation 

asymétrique à l’extrémité 5’ du locus SUP. De plus pour déterminer si la perte de la 

méthylation ADN CNG s’applique à une plus grande partie du génome, cette équipe a 
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procédé à des southern blots avec des enzymes de restriction sensibles à la méthylation. 

Différents allèles mutants cmt3 ont une perte de la méthylation CNG au niveau des LTR des 

séquences Athila (précédemment ils analysaient un seul LTR d’une séquence Athila par la 

méthode de séquençage au bisulfite), des séquences centromériques 180 pb, et du transposon 

Ta3, alors que leur méthylation CG ne varie pas (Lindroth et al., 2001). 

Dans un deuxième crible, cette fois suppresseur de « silencing » de PAI 

(« phosphoribosylanthranilate isomerase »), d’autres allèles mutants cmt3 ont été isolés 

chez Arabidopsis thaliana (Bartee et al., 2001). Le gène PAI2 code une enzyme 

intermédiaire dans la voie de biosynthèse du tryptophane et la perte de l’expression de PAI 

entraîne des phénotypes pléiotropiques dont l’accumulation d’intermédiaires du tryptophane 

fluorescents. Dans l’écotype WS d’Arabidopsis thaliana, une répétition inversée PAI1-PAI4 

entraîne sa propre méthylation et celle de PAI2 (Bender and Fink, 1995). Un crible 

suppresseur de ce « silencing » a identifié des mutations de CMT3, la suppression de cette 

inactivation étant due à une perte de la méthylation non-CG (c’est-à-dire CNG et 

asymétrique) (Bartee et al., 2001). Ces auteurs ont aussi observé une réduction de la 

méthylation des séquences répétées centromériques 180 pb. Récemment, des expériences de 

microarray ont montré que CMT3 cible préférentiellement les éléments transposables de 

tout type, dans le génome (Tran et al., 2005). 

D’autre part, une méthylase de la classe des CMT a été caractérisée chez le maïs 

grâce à une approche de génétique inverse ; cette chromométhylase ZMET2 est requise pour 

la méthylation des sites CNG de l’ADNr, de l’ADNr 5S et des séquences centromériques, 

alors que la mutation de zmet2 n’affecte pas la méthylation CG (Papa et al., 2001). De plus, 

aucune réduction des méthylations CG et asymétrique n’a été observée au niveau des 

répétitions 180 pb du knob (Papa et al., 2001). 

Ces trois études indiquent que les gènes CMT codent les méthyltransférases CNG 

majeures des plantes, et l’absence d’homologues CMT chez les mammifères peut expliquer 

que, contrairement aux plantes, les animaux maintiennent surtout la méthylation CG. 

 

3.3 « Domains Rearranged Methyltransferases » 

Les gènes DRM1 (« Domains Rearranged Methyltransferases ») et DRM2 d’Arabidopsis et 

ZMET3 de maïs ont été décrits comme ayant un fort taux de conservation de séquences avec 

DNMT3 de mammifères, suggérant que ces gènes codent des méthyltransférases ADN à 

activité de novo (Cao et al., 2000). Le terme « Domains Rearranged Methyltransferases » a 

été choisi car ces protéines de plantes possèdent un nouvel arrangement des motifs 
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catalytiques conservés par rapport aux autres méthyltransférases eucaryotiques connues. En 

2002, l’activité de novo de DRM1 et DRM2 a été démontrée grâce à des mutants perte de 

fonction de ces gènes (Cao and Jacobsen, 2002b). Ainsi chez un double mutant drm1 drm2, 

la méthylation CG préexistante est retenue au niveau du locus endogène FWA alors que la 

méthylation CG de novo associée au « silencing » d’un transgène FWA, est bloquée (Cao 

and Jacobsen, 2002b). D’autre part, cette double mutation bloque également les 

méthylations CNG et asymétrique de novo ainsi que l’inactivation du gène SUP endogène, 

qui sont normalement provoquées par une répétition de SUP inversée ((Cao and Jacobsen, 

2002b) ; tableau 2). Cependant, aucune réactivation d’allèles clk préalablement inactivés n’a 

été observée dans le double mutant drm1 drm2, et la majorité de la méthylation préexistante 

au niveau de SUP est retenue dans le double mutant. De même,  ces auteurs n’ont pas 

détecté de perte de méthylation CG ni CNG au niveau des séquences centromériques 180 

pb, ceci suggérant que les mutations drm n’affectent pas la maintenance de la méthylation 

de ces répétitions. Ces différents résultats suggèrent que les gènes DRM codent les enzymes 

majeures de méthylation de novo ciblant FWA et SUP (Cao and Jacobsen, 2002b). 

Cependant, dans la même étude, Cao et al. ont aussi testé les simples mutants drm1 et drm2 

par transformation avec un transgène FWA et ont ainsi montré que la mutation drm2 seule, 

mais pas la mutation drm1, bloque la méthylation de novo et le « silencing » normalement 

associé à ce transgène. Ceci est en accord avec des observations précédentes montrant un 

taux global d’ARN DRM2 beaucoup plus important que celui de DRM1 (Cao et al., 2000). 

Ces résultats suggèrent que DRM2 est l’ADN méthyltransférase de novo prédominante chez 

Arabidopsis thaliana. D’autre part, le fait que les mutants drm bloquent la méthylation ADN 

de novo de FWA et de SUP mais ne causent pas une perte importante de la méthylation 

préexistante de ces gènes après croisements, indiquent que FWA, SUP ainsi que les 

séquences centromériques 180 pb ne subissent pas en temps normal de perte de leur 

méthylation d’une génération à l’autre (Cao and Jacobsen, 2002b). Cette interprétation est 

en accord avec des résultats montrant une absence de reméthylation après ségrégation d’une 

mutation déméthylante (Kakutani et al., 1999). Ceci supporte la notion, déjà évoquée au 

paragraphe 3.1 de ce chapitre, d’absence de déméthylation suivie par une méthylation de 

novo du génome des plantes durant leur développement, contrairement aux mammifères 

(Reik et al., 2001). 

D’autres résultats provenant du même groupe suggèrent que les méthyltransférases 

DRM possèdent également une activité de méthylation de maintenance au niveau des sites 
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CNG et asymétriques, et agissent de manière redondante avec CMT3 (voir paragraphe 3.2 

de ce chapitre) au niveau de certains loci (Cao and Jacobsen, 2002a). 

Chez Nicotiana tabacum, un cDNA codant une protéine ressemblant aux DRM 

d’Arabidopsis et de maïs a été isolé, et l’activité méthyltransférase de la protéine 

correspondante testée in vitro cible préférentiellement les sites CNG et asymétriques (Wada 

et al., 2003). 

 

4. DDM1 

Une mutagenèse EMS visant à isoler des mutants d’Arabidopsis présentant une réduction de 

leur méthylation ADN, a permis d’isoler différentes mutations à deux loci, DDM1 

(« Decrease in DNA Methylation 1 ») et MET1 (nommé alors DDM2) (Vongs et al., 1993). 

Dans les plantes mutantes ddm1, la méthylation ADN est réduite globalement de 70%, cette 

hypométhylation touchant aussi bien les sites CG que les sites CNG (Vongs et al., 1993). 

DDM1 code un facteur de remodelage de la chromatine apparenté aux protéines SWI2/SNF2 

et des études in vitro ont montré qu’elle possède une activité ATPase et la capacité à 

repositionner les nucléosomes (Brzeski and Jerzmanowski, 2003; Jeddeloh et al., 1999). 

Ainsi, l’effet observé de DDM1 sur la méthylation ADN est indirect et son action de 

remodelage de la chromatine permettrait un accès facilité de l’ADN aux ADN 

méthyltansférases (Jeddeloh et al., 1999). La mutation ddm1 est récessive, et au cours de 

croisements successifs entre des plantes homozygotes mutantes ddm1, une diminution 

graduelle de la méthylation ADN est observée. Dans les premières générations homozygotes 

ddm1/ddm1, les séquences répétées, comme les répétitions centromériques et 

péricentromériques associées à l’hétérochromatine, sont hypométhylées, et après plusieurs 

générations d’autofécondation, la méthylation de séquences simples copies est également 

réduite (Kakutani et al., 1996; Vongs et al., 1993). L’effet progressif de cette mutation sur 

des séquences peu ou non répétées suggère une implication de DDM1 dans la méthylation 

ADN de maintenance. Le mécanisme d’action de DDM1 n’est pas connu, mais l’homologue 

de DDM1 chez la souris, la protéine LSH (« Lyphoid Specific Helicase »), contrôle aussi la 

méthylation ADN (Dennis et al., 2001). Ceci indique une fonction conservée de DDM1, à la 

différence près que les souris mutantes lsh meurent peu de temps après leur naissance 

(Dennis et al., 2001; Geiman et al., 2001), alors que les plantes mutantes ddm1 sont viables 

et fertiles.  

D’autre part, dans des mutants homozygotes ddm1, la méthylation de novo de l’ADN 

peut avoir lieu ; en effet, de façon surprenante, le gène SUP devient hyperméthylé au niveau 
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de cytosines symétriques et asymétriques dans différentes lignées homozygotes ddm1 

(Jacobsen et al., 2000). Ceci est en opposition avec le fait que l’hyperméthylation de 

transgènes et des gènes endogènes PAI n’est pas maintenue dans un fond génétique ddm1 

mutant (Jeddeloh et al., 1998; Mittelsten Scheid et al., 1998). 

 

5. Déméthylation de l’ADN : DEMETER et ROS1 

Chez les vertébrés, la déméthylation de l’ADN peut se produire de manière passive lorsque 

plusieurs cycles de réplication de l’ADN ont lieu sans maintenance de la méthylation, ou 

bien de façon active en absence de réplication (Kress et al., 2001). Au niveau des embryons 

de mammifères, avant l’implantation, le génome maternel est déméthylé par un processus 

passif au cours des divisions cellulaires, alors que le génome paternel est déméthylé 

activement immédiatement après la fécondation (Reik et al., 2001). A cette déméthylation 

globale, s’ajoute une déméthylation spécifique à certains sites durant le développement et la 

différenciation des tissus (Frank et al., 1991). Contrairement aux études génétiques, 

biochimiques et biologiques des ADN méthyltransférases, la déméthylation active est mal 

comprise d’un point de vue enzymatique. Un des mécanismes proposés pour expliquer la 

déméthylation est la rupture de la liaison N-glycosidique liant la base 5-méthylcytosine 

(5mC) avec le déoxyribose correspondant, suivie par le remplacement avec une cytosine non 

modifiée. Une activité glycosylase ciblant les 5mC (5mC ADN glycosylase) a été identifiée 

pour la première fois dans des embryons de poulet (Jost et al., 1995) et celle-ci a été 

copurifiée avec une protéine homologue à la thymine ADN glycosylase humaine (TDG pour 

Thymine DNA Glycosylase) (Neddermann et al., 1996; Zhu et al., 2000b). Par la suite, il a 

été rapporté que MBD4 (« methyl-CpG Binding Protein 4 »), une ADN glycosylase 

humaine sans similitudes de séquences avec TDG, avait également une activité 5mC ADN 

glycosylase (Zhu et al., 2000a). TDG et MBD4 sont des ADN glycosylases présentant une 

préférence pour les mésappariements U-G et T-G dans un contexte CG (Hendrich et al., 

1999; Sibghat et al., 1996). Cependant, ces protéines n’ont qu’une faible activité sur les 

5mC-G comparée à celle dirigé contre les mésappariements U-G et T-G (Hardeland et al., 

2003; Hendrich et al., 1999; Zhu et al., 2000a). Le rôle de ces protéines dans la 

déméthylation active de l’ADN reste donc assez flou. Il a été aussi suggéré que la 

déméthylation de l’ADN pourrait avoir lieu indirectement par la déamination des 5mC par 

des cytidines déaminases, suivie par la réparation des mésappariements T-G ainsi générés 

(Morgan et al., 2004). 
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 Chez les plantes, des travaux récents ont démontré l’implication d’ADN glycosylases 

dans la déméthylation active de l’ADN. DEMETER (DME) a été identifiée lors d’un crible 

visant à isoler des mutations entraînant des effets d’origine parentale sur la viabilité des 

graines (Choi et al., 2002). DME est nécessaire à l’expression de l’allèle maternel MEDEA 

(MEA) ; le gène DME code une grande protéine possédant un domaine ADN glycosylase et 

un signal de localisation nucléaire  (Choi et al., 2002). La plupart des ADN glycosylases 

fonctionnent dans la voie de réparation de l’ADN par excision de base (ou BER pour « Base 

Excision DNA Repair »), qui induit l’excision de bases « abimées », modifiées, ou mal 

appariées, puis la coupure de l’ADN et le remplacement des sites abasiques créés, par des 

bases « normales ». L’expression ectopique de DME dans les feuilles induit des cassures 

simple-brin dans le promoteur de MEA, ce qui est en accord avec sa fonction ADN 

glycosylase et une action directe de DME sur MEA (Choi et al., 2002). De manière 

intéressante, Xiao et al. ont isolé quatre mutants qui empêchent l’avortement des graines dû 

à la mutation dme (Xiao et al., 2003). Toutes ces mutations se sont révélées toucher le gène 

MET1. La transmission d’un allèle met1 maternel mutant par le gamétophyte femelle s’est 

révélée suffisante pour complètement supprimer l’avortement des graines dû à la mutation 

dme, alors que la transmission d’un allèle met1 paternel mutant a peu, voir pas d’effet sur cet 

avortement (Xiao et al., 2003). Les résultats de cet article ont montré que la méthylation de 

l’ADN joue un rôle important dans le contrôle de l’empreinte de MEA et la viabilité des 

graines, et que ces processus sont contrôlés par l’antagonisme entre MET1 et DME dans le 

gamétophyte femelle (figure 10). En 2004, Kinoshita et al. ont montré que l’allèle maternel 

FWA est exprimé dans la cellule centrale et dans l’endosperme contrairement à l’allèle 

paternel qui est « silencé », et que l’activation de l’allèle maternel est également dépendant 

de DME (Kinoshita et al., 2004).  

Chez Arabidopsis, une deuxième ADN glycosylase, ROS1 (« Repressor Of  

Silencing 1 »), a été identifiée dans un crible visant à isoler des mutants ayant une 

expression dérégulée du transgène RD29A-LUC (Gong et al., 2002). La mutation de ROS1 

entraîne le « silencing » de ce transgène et du gène endogène RD29A ; le promoteur de ces 

séquences est alors hyperméthylé (Gong et al., 2002). Cette inactivation peut être relevée par 

la mutation ddm1 ou par l’utilisation de l’inhibiteur de la méthylation des cytosines, la 5-

aza-C (Gong et al., 2002). Ces auteurs ont montré que le gène ROS1 code une protéine 

possédant une activité bifonctionnelle ADN glycosylase/lyase dirigée contre de l’ADN 

méthylé in vitro (figure 11).  
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Figure 10: Modèle de régulation de l'imprinting de MEDEA.
La méthylation de MEDEA est maintenue par MET1. Dans la cellule centrale, 
DEMETER retire la méthylation de MEA qui est alors exprimé. Dans 
l'endosperme, des protéines polycomb dont MEA, exprimées par le génome 
maternel,silencent l'allèle MEA paternel. (Gehring et al. , 2006).

Figure 11: Modèle des activités biochimiques de ROS1 de Kapoor et al. 
(2005).
L'activité glycosylase de ROS1 retire la cytosine méthylée puis son activité 
lyase coupe l'ADN par un mécanisme d'élimination βδ. L'ADN est par la suite 
réparé par un mécanisme inconnu impliquant certainement une kinase, une 
polymérase ADN et une ligase. 
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Les effets de ROS1 et de DME contrecarrant la méthylation de l’ADN et 

l’inactivation de gènes peuvent être expliqués de deux manières. La première possibilité est 

que ces deux protéines exercent des effets indirects grâce à des interactions avec des facteurs 

de transcription et/ou  des protéines de modification de la chromatine. La deuxième 

possibilité est que ROS1 aussi bien que DME excisent directement les 5mC de l’ADN, 

initiant le remplacement par des cytosines non méthylées et permettant l’hypométhylation et 

l’activation de gènes. Morales-Ruiz et al. ont confirmé la deuxième hypothèse(Morales-Ruiz 

et al., 2006). Ces auteurs ont montré que DME et ROS1 catalysent le clivage des 5mC de 

l’ADN par un mécanisme glycosylase/lyase. Ces deux protéines agissent sur les 5mC en 

contexte CG mais également en contexte CNG (plus précisément CAG) et asymétriques 

(Morales-Ruiz et al., 2006).  

 

6. Phénomènes de TGS  

L’inactivation de gènes peut avoir lieu à travers une répression transcriptionnelle appelée 

TGS (« Transcriptional Gene Silencing »), ou par une dégradation de l’ARNm, dénommée 

PTGS (« Post-Transcriptional Gene Silencing »). Ces deux voies ne sont pas cloisonnées, et 

chez les plantes, le TGS et le PTGS peuvent faire intervenir des intermédiaires communs, 

comme par exemple, des ARN double-brin. 

Lors de tranformations de plantes par des transgènes, il a été remarqué qu’il existe 

souvent une relation inverse entre le nombre de copies du transgène et le niveau 

d’expression de celui-ci. Ainsi plusieurs études ont montré que des transgènes multicopies 

subissent du TGS accompagné par l’hyperméthylation de ces transgènes sans que ces études 

aient pu déterminer si cette hyperméthylation est une cause ou une conséquence du TGS 

(Assaad et al., 1993; Furner et al., 1998; Mittelsten Scheid et al., 1998). Il faut remarquer 

que des transgènes présents à une copie peuvent également subir un phénomène de TGS 

comme chez le pétunia (Elomaa et al., 1995; Meyer et al., 1993). Ces exemples de TGS 

impliquent un ou plusieurs transgènes insérés au même locus, et se produisent en cis. 

Cependant des transgènes qui sont initialement actifs peuvent être « silencés » en trans par 

l’introduction d’un autre transgène par tranformation ou par croisement (Fagard and 

Vaucheret, 2000). Il a été montré qu’un ARN double-brin contenant des séquences 

promotrices peut induire le TGS et la méthylation de novo d’un transgène contenant ces 

séquences promotrices (ou d’un gène endogène) (Mette et al., 2000). Ceci a permis de 

conclure qu’un ARN double-brin peut permettre un phénomène de TGS en trans.  
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6.1 Les mutants et les cibles du TGS 

 

6.1.1 Transgènes 

Afin d’isoler les gènes impliqués dans les phénomènes de TGS, des cribles génétiques ont 

été effectués visant à identifier des suppresseurs de TGS de lignées transgéniques 

d’Arabidopsis. Par exemple, une lignée A contenant plusieurs copies du gène codant 

l’hygromycine transférase dirigé par un promoteur 35S à un locus, a été utilisée ; le locus A 

est  inactivé et hyperméthylé (Mittelsten Scheid et al., 1998). Huit mutants som 

(« suppression of methylation ») ont ainsi été isolés dans lesquels le locus A est réactivé et 

hypométhylé. L’ADNr et les répétitions centromériques sont hypométhylés dans les mutants 

som, comme observé précédemment dans les mutants ddm1 et met1 (Richards, 1997). En 

réalité, som1, som4, som5, som7 et som8 sont des allèles mutants de DDM1. MET1 est aussi 

impliquée dans le phénomène de TGS puisque la mutation met1 peut lever le « silencing » 

d’un transgène 35S-GUS (Morel et al., 2000). Dans un deuxième crible suppresseur de TGS, 

une lignée portant au locus C trois transgènes a été utilisée (Furner et al., 1998). Ce crible a 

permis d’identifier deux autres loci appelés HOG1 (« HOmology-dependent Gene 

silencing ») et SIL1. Dans le mutant hog1, les trois transgènes sont hypométhylés et 

réactivés, alors que le mutant sil1 réactive deux des transgènes sans affecter leur 

méthylation.  
 

6.1.2 Séquences endogènes 

Dans des plantes mutantes ddm1 homozygotes, les séquences répétées centromériques et 

péricentromériques, ainsi que des transposons sont préférentiellement déméthylés. Ainsi les 

séquences TSI (« Transcriptionally Silent Information ») qui sont péricentromériques et 

normalement « silencées » sont réactivées par différents allèles mutants de ddm1 et de met1 

(Steimer et al., 2000). Récemment, de manière surprenante, May et al. ont montré une 

activation de la transcription des répétitions centromériques 180 pb dans les mutants ddm1 

et met1 (May et al., 2005). Plusieurs transposons peuvent également devenir 

transcriptionnellement actifs dans le contexte mutant ddm1 (Lippman et al., 2003), cette 

réactivation pouvant aller jusqu’à la capacité à transposer pour certains éléments (Hirochika 

et al., 2000; Miura et al., 2001; Singer et al., 2001). Un autre exemple de déméthylation d’un 

transposon permettant sa transposition est donné par CACTA, qui est réactivé dans les 

simples mutants met1 et cmt3 mais qui transpose uniquement dans le double mutant 

met1cmt3 (Kato et al., 2003). Parmi les gènes endogènes réactivés dans les mutants de TGS, 
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on trouve le gène PAI2 (évoqué dans le paragraphe 3.2) et  le gène FWA (voir paragraphe 6).  

En effet, ces gènes sont hypométhylés et réactivés dans les mutants ddm1 et met1 (Bartee 

and Bender, 2001 ; Jeddeloh et al., 1998; Kinoshita et al., 2004; Soppe et al., 2000).  

Nous avons déjà évoqué dans le paragraphe 3.2, que plusieurs allèles mutants de 

cmt3 ont été isolés dans un crible suppresseur d’inactivation du gène SUP (Lindroth et al., 

2001) et d’autres allèles mutants de cette chromométhylase ont été identifiés dans un 

deuxième crible suppresseur de l’inactivation du gène PAI2 (Bartee et al., 2001). CMT3 

participe donc au TGS de ces gènes. De plus, une étude couvrant le génome a montré que la 

mutation de cmt3 induit une perte de méthylation préférentiellement au niveau des 

transposons (Tompa et al., 2002). D’autre part, la mutation des gènes DRM (voir paragraphe 

3.3) prévient l’établissement de l’inactivation des gènes FWA et SUP (Cao and Jacobsen, 

2002b).  

Par ailleurs, des défauts de maintenance de la méthylation de l’ADN et du TGS 

peuvent être une conséquence de mutations des gènes codant les enzymes requises pour la 

réaction de méthylation elle-même, comme HOG1, isolé par Furner en 1998 (Furner et al., 

1998). En effet, dans des plantes mutantes hog1, l’ADNr est hypométhylé. HOG1 code une 

S-Adénosyl-L-Homocystéine (SAH) hydrolase qui dégrade SAH (Rocha et al., 2005). SAH 

est un inhibiteur compétitif des réactions dépendantes de SAM (S-Adénosyl Méthionine), 

dont les activités ADN méthyltransférases. D’autre part, sil1 (vu dans la section 6.1.1 de ce 

chapitre) a été identifié comme un allèle mutant d’une histone déacétylase dont la mutation 

induit l’hypométhylation de l’ADNr (Probst et al., 2004). 
 

6.1.3 Les gènes inactivés dans des mutants de TGS 

Deux gènes endogènes définissent un deuxième groupe de séquences dérégulées dans des 

mutants de TGS. Les gènes impliqués dans le développement floral SUP et AG 

(AGAMOUS) peuvent être hyperméthylés et inactivés dans les mutants met1 et ddm1, alors 

que le reste du génome est globalement hypométhylé (Jacobsen et al., 2000). 

L’hyperméthylation de ces gènes suggère une redistribution  de la méthylation ADN dans 

ces contextes globalement déméthylés. Ceci pourrait être dû à des changements de la 

chromatine rendant SUP et AG accessibles à la machinerie de méthylation.  
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6.2 Suppression du TGS et maintien de la méthylation ADN 

 

6.2.1 La protéine MOM1 

Une mutagenèse de la lignée A (décrite au paragraphe 6.1.1) contenant le locus transgénique 

HPT hyperméthylé et « silencé », a permis d’isoler le gène MOM1 (pour « MORPHEUS’ 

Molecule ») (Amedeo et al., 2000). Le gène MOM1 code une protéine possédant une région 

apparentée aux protéines SWI2/SNF2. On peut donc supposer que tout comme DDM1, 

MOM1 participe au TGS probablement via le remodelage de la chromatine. La mutation de 

MOM1 a la particularité de permettre la réactivation du locus HPT dans la lignée A sans 

altérer sa méthylation ADN ; de même la méthylation ADN des répétitions centromériques 

180 pb n’est pas affectée par cette mutation (Amedeo et al., 2000). Deux hypothèses 

peuvent alors être formulées : soit MOM1 agit en aval de la méthylation ADN dans la 

régulation épigénétique, soit MOM1 appartient à une voie épigénétique indépendante de la 

méthylation ADN (Amedeo et al., 2000). En 2000, Steimer et al. ont identifié des cibles 

endogènes de MOM1 (Steimer et al., 2000). La population des ARNm de la lignée A 

« silencée » au locus HPT a été comparée aux ARNm du mutant mom1 possédant un locus 

A réactivé, par une méthode d’hybridation soustractive (Steimer et al., 2000). Ainsi, ces 

auteurs ont identifié deux clones ADNc, TSI-A et TSI-B. Les séquences TSI 

(« Transcriptionaly Silent Information ») font partie d’une famille de rétroéléments Athila 

dégénérés, et sont localisés dans la région péricentromérique des cinq chromosomes 

d’Arabidopsis thaliana (Steimer et al., 2000). Dans le mutant mom1, les séquences TSI sont 

réactivées sans changement de leur méthylation ADN, comme le locus A (Steimer et al., 

2000). Contrairement à des plantes mutantes met1 ou ddm1 (Finnegan et al., 1996; Kakutani 

et al., 1996; Ronemus et al., 1996), les plantes mutantes mom1 ne présentent pas de défauts 

phénotypiques, même après neuf générations d’autofécondation. Cette différence entre ces 

mutants de TGS suggère que la mutation mom1 affecte un nombre de loci réduit par rapport 

à ceux touchés dans les mutants de TGS ciblant la méthylation ADN. Une possibilité est que 

MOM1 inactive des séquences appartenant à des compartiments 

chromosomiques/subnucléaires particuliers, ou possédant une organisation génomique 

spécifique (multicopies, ou répétitions inversées par exemple). Par ailleurs, Probst et al. ont 

montré que MOM1 agit visiblement au niveau de la régulation transcriptionnelle dans un 

contexte hétérochromatique (Probst et al., 2003). De plus, la mutation mom1 n’affecte pas la 

distribution globale de l’acétylation et de la méthylation des histones, contrairement à la 

mutation ddm1 (Probst et al., 2003). 
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Afin de savoir si MOM1 participe à une voie de « silencing » indépendante de la 

méthylation ou agit en aval de la méthylation ADN, Mittelsten Scheid et al. ont étudié les 

relations épistatiques entre les mutants mom1 et ddm1 par l’obtention de lignées double 

mutantes mom1ddm1 (Mittelsten Scheid et al., 2002). Une suppression synergique du 

« silencing » du locus transgénique HPT et des séquences TSI, des défauts de 

développement des plantes, et des changements spécifiques de l’architecture nucléaire ont 

été observés dans les plantes double mutantes mom1ddm1 (Mittelsten Scheid et al., 2002). 

Ces données démontrent une relation non épistatique entre DDM1 et MOM1, et suggèrent 

l’existence de deux mécanismes indépendants d’inactivation transcriptionnelle (TGS), avec 

DDM1 ou MOM1 comme composants essentiels. De plus, ces auteurs font l’hypothèse que 

la voie de « silencing » indépendante de la méthylation ADN pourrait renforcer la voie 

d’inactivation des gènes dépendante de la méthylation, prévenant une dérégulation 

épigénétique rapide chez les plantes portant des défauts de méthylation. 

Il apparaît important de déterminer d’autres cibles de MOM1, ainsi que d’éventuels 

partenaires de cette protéine afin de mieux comprendre son mode d’action. Mes travaux de 

thèse ont permis d’identifier d’autres cibles de MOM1 : ces données sont présentées dans la 

partie résultats de ce manuscrit. 

 

6.2.2 Les protéines BRU1 et CAF-1 

Dans une mutagenèse cherchant à isoler des composants impliqués dans la reconnaissance et 

la réparation de dommages de l’ADN, Takeda et al. ont isolé le gène BRU1 (Takeda et al., 

2004). Les mutants bru1 sont hypersensibles à différents stress génotoxiques et lèvent le 

« silencing » de transgènes aussi bien que des séquences endogènes TSI, sans affecter la 

méthylation ADN des TSI (Takeda et al., 2004). De plus, la mutation des gènes FAS1 et 

FAS2, qui codent deux sous-unités de CAF-1 qui est un complexe de remodelage de la 

chromatine (Kaya et al., 2001), entraîne également une hypersensibilité à des stress 

génotoxiques et la suppression de « silencing » d’un transgène et des séquences TSI sans 

changement de la méthylation ADN (Takeda et al., 2004). Dans des cellules humaines, 

CAF-1 facilite l’incorporation des histones H3 et H4 au niveau de l’ADN nouvellement 

synthétisé durant la réplication (Smith and Stillman, 1989). Les résultats de Takeda et al. 

impliquent donc un lien important entre la réplication de la chromatine, la réparation de 

l’ADN, et le « silencing » (Takeda et al., 2004). 
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6.2.3 La protéine RPA2 

Récemment, deux articles ont montré que RPA2 est impliquée dans le TGS (Elmayan et al., 

2005; Kapoor et al., 2005a). RPA2 code une protéine homologue à la deuxième sous-unité 

de la protéine RPA (« Replication  Protein A ») de mammifères et de levures ; RPA2 porte 

des motifs impliqués dans la réplication et dans la réparation de l’ADN. Elmayan et al. ont 

procédé à une mutagenèse d’une lignée de plantes portant un transgène inactivé L5 

(composé de plusieurs copies des gènes rapporteurs pNOS-NPTII et 35S-GUS), alors que 

Kapoor et al. ont utilisé une mutagenèse sur des plantes mutantes ros1 (voir le paragraphe 5) 

contenant un transgène composé de pRD29A-Luciférase et de 35S-nptII qui est inactivé 

dans ce contexte mutant. Dans le cas de ces deux études, le gène rapporteur dirigé par le 

promoteur 35S est réactivé par la mutation rpa2. Cette levée de « silencing » s’effectue sans 

changement de la méthylation ADN de ces gènes rapporteurs (Elmayan et al., 2005; Kapoor 

et al., 2005a). En revanche, Kapoor et al. ont  montré que  les méthylations histones 

H3K4me2 et H3K9me2 du promoteur 35S sont modifiées. De plus, la perte de RPA2 

engendre la réactivation d’éléments transposables hétérochromatiques (Kapoor et al., 

2005a). La réactivation de ces éléments n’est pas non plus accompagnée par une 

modification de leur méthylation ADN. Elmayan et al. décrivent quant à eux une faible 

réactivation des séquences TSI dans le contexte mutant rpa2 (Elmayan et al., 2005). De 

plus, les deux articles montrent que par rapport à des plantes sauvages, les plantes mutantes 

rpa2 sont plus sensibles aux dommages de l’ADN engendrés par du MMS (pour « Methyl 

Methane Sulfonate »), tout comme les plantes ros1.  

Tout comme l’article de Takeda et al. ((Takeda et al., 2004) ; voir paragraphe 6.2.2), les 

deux études précédentes suggèrent une coordination de la machinerie de TGS avec la 

réplication et la réparation de l’ADN. 

Plus récemment, la recherche de suppresseurs de « silencing » dû à la mutation ros1 

a permis d’identifier de nouveau la mutation rpa2 (Xia et al., 2006). Ces auteurs ont 

confirmé les résultats publiés par Kapoor et al. (Kapoor et al., 2005a) et ont montré que 

RPA2 est fortement exprimé dans les méristèmes et que les divisions cellulaires 

méristématiques sont affectées par la mutation rpa2. Les méristèmes étant le lieu de 

divisions actives, ces résultats confirment le rôle de RPA2 dans la réplication de l’ADN. 

 

7. PTGS et ARN interférence 

Des expériences visant à augmenter la coloration de pétunias par la surexpression d’un 

transgène codant une protéine impliquée dans la synthèse de pigments, ont eu pour résultat 
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une diminution voire une perte complète de la coloration des fleurs (Napoli et al., 1990). 

Ceci est dû à un phénomène de suppression éteignant l’activité du transgène et du gène 

endogène au niveau post-transcriptionnel via des ARN. 

Le phénomène le plus connu de « silencing » médié par des ARN a lieu dans le 

cytoplasme. Il est connu sous les noms de PTGS chez les plantes, ARN interférence chez les 

mammifères, et quelling chez Neurospora crassa. Ce phénomène, conservé au cours de 

l’évolution, implique un ARN double-brin qui est clivé en petits ARN d’environ 20 

nucléotides (nt) appelés siRNA (« short interfering  RNA »). Ce clivage a lieu via une 

enzyme RNase III DICER (Carmell and Hannon, 2004). Ces petits ARN, de 21 à 26 nt, sont 

ensuite incorporés dans des complexes effecteurs de « silencing », qu’ils guident jusqu’aux 

cibles d’acides nucléiques complémentaires. En réalité, suivant la nature de la séquence 

cible et la composition protéique des complexes effecteurs, plusieurs types de « silencing » 

peuvent être différenciés (Grewal and Rice, 2004; Matzke and Matzke, 2004; Schramke and 

Allshire, 2004).  

 

7.1 siRNA 

Le RNAi (« RNA interference ») est initié par des siRNA générés par DICER, ciblant des 

ARNm complémentaires pour leur dégradation par un complexe RISC (« RNA-Induced 

Silencing Complex »). Un des composants essentiels de RISC est une protéine 

ARGONAUTE, qui peut lier des petits ARN (Yan et al., 2003) et dans certains cas cliver 

l’ARNm cible ((Liu et al., 2004; Meister et al., 2004) ; figure 12). Une autre protéine 

importante de la machinerie RNAi est une ARN polymérase ARN-dépendante (RdRP pour 

« RNA-dependent RNA Polymerase »), qui synthétise des ARN double-brin à partir d’ARN 

simple-brin pour initier ou amplifier la réaction de RNAi (Martienssen, 2003; Sijen et al., 

2001a). De plus, des siRNA peuvent provenir de transposons (Aravin et al., 2003; Hamilton 

et al., 2002; Lippman et al., 2003; Vastenhouw and Plasterk, 2004; Zilberman et al., 2003) et 

de virus qui produisent des ARN double-brin durant leur réplication (Xie et al., 2004), aussi 

bien que de séquences répétées (Aravin et al., 2004; Volpe et al., 2002) ou de gènes 

(Ambros et al., 2003; Xie et al., 2004) transcrits bidirectionnellement. Les protéines DICER, 

ARGONAUTE et RdRP sont codées par des familles multigéniques dans plusieurs espèces. 

Chez la drosophile et chez les mammifères, aucune RdRP n’a été identifiée.  
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7.2 miRNA 

Les microRNA (miRNA) appartiennent à une deuxième classe de petits ARN pouvant 

induire du « silencing » en ciblant des ARNm. Ces miRNA sont produits par le clivage 

d’ARN en épingles à cheveux imparfaites par DICER. Les miRNA sont incorporés dans des 

complexes RISC-like et, suivant le degré de complémentarité avec l’ARNm cible, ils 

induisent une répression traductionnelle ou un clivage de cet ARN (figure 12). Le PTGS 

dirigé par les miRNA est essentiel dans le développement des plantes et des animaux 

(Bartel, 2004; He and Hannon, 2004).  

La spécificité du PTGS induit par des siRNA et des miRNA, est dûe à l’appariement 

de ces petits ARN avec l’ARN cible. Cependant, les petits ARN (et notamment les siRNA) 

peuvent s’apparier avec de l’ADN, et le processus de RNAi peut ainsi affecter l’expression 

des gènes. Nous allons nous intéresser plus particulièrement à cet aspect dans le paragraphe 

suivant. 

 

8. Petits ARN et « silencing » nucléaire 

Les petits ARN peuvent diriger la méthylation de l’ADN dans un processus appelé RdDM 

(« RNA-directed DNA Methylation ») ainsi que la formation d’hétérochromatine, 

notamment via la methylation de l’histone H3 sur la lysine 9 (H3K9). Ces modifications 

peuvent influencer de manière épigénétique l’expression des gènes affectés. Historiquement, 

le phénomène de RdDM a été décrit chez les plantes, tandis que la formation 

d’hétérochromatine via le RNAi a été rapportée chez S. pombe. Chez les organismes 

supérieurs, la méthylation de l’ADN et les modifications des histones sont interconnectées et 

se renforcent. Cependant, aucune méthylation ADN n’a été détectée chez S. pombe qui fut le 

premier organisme chez qui la formation d’hétérochromatine via le RNAi a été détectée 

(Hall et al., 2002; Volpe et al., 2002). Ceci suggère que ces différentes marques 

épigénétiques ne sont pas nécessairement couplées. 

 

8.1 RdDM 

Le premier exemple de modification épigénétique guidé par des ARN fut découvert chez les 

plantes. En effet, un phénomène de RdDM a été détecté par Wassenegger et al. en 1994 dans 

des plants de tabac infectés par des viroïdes (Wassenegger et al., 1994). Par la suite, il a été 

montré que la RdDM nécessite un ARN double-brin clivé en petits ARN de 21-24 nt, 

indiquant un lien avec la voie du RNAi (Mette et al., 2000). Chez les plantes, les ARN 

double-brin contenant des séquences homologues à des régions promotrices peuvent  induire 
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la méthylation du promoteur correspondant et son inactivation transcriptionnelle (Jones et 

al., 2001; Melquist and Bender, 2003; Mette et al., 2000; Sijen et al., 2001b). La RdDM 

réfère à la méthylation de novo des cytosines dans les contextes symétriques et 

asymétriques. Cette méthylation est confinée à la région d’homologie entre le petit ARN et 

l’ADN cible (Aufsatz et al., 2002a; Pelissier et al., 1999). 

Différentes analyses ont montré que la RdDM requiert des ADN méthyltransférases, 

des enzymes de modifications des histones, ainsi que d’autres protéines qui fonctionnent 

dans la voie de l’ARN interférence. Suivant une méthylation de novo dirigée par la RdDM, 

des modifications d’histones permettent de maintenir la méthylation de l’ADN. Chez 

Arabidopsis thaliana, la méthylation CG est maintenue grâce aux activités de MET1 (voir 

paragraphe 3.1). De plus, MET1 serait requise pour l’établissement complet de la 

méthylation de novo CG dirigée par des ARN (Aufsatz et al., 2004). Par ailleurs, Aufsatz et 

al. ont suggéré que HDA6 ne serait pas nécessaire à l’établissement de la méthylation de 

novo, mais permettrait de renforcer la méthylation CG (et CNG) induite par des ARN 

(Aufsatz et al., 2002b). 

La méthylation CNG et la méthylation H3K9 de différentes cibles sont maintenues 

respectivement par CMT3 (voir paragraphe 3.2) et SUVH4 (appelée aussi KYP pour 

KRYPTONITE) (Jackson et al., 2002; Malagnac et al., 2002). SUVH4 n’est pas nécessaire à 

la méthylation de novo : ainsi un gène cible (PAI2) devient méthylé et « silencé » dans un 

contexte mutant suvh4 par un processus de RdDM (Malagnac et al., 2002). En fait, chez 

Arabidopsis thaliana, la voie de méthylation des CNG et de H3K9 a plutôt été connectée à 

la voie du RNAi par l’identification du mutant ago4 (Zilberman et al., 2003). AGO4 est une 

protéine nucléaire (Xie et al., 2004) qui, avec les autres composants de la machinerie RNAi, 

DICER-LIKE 3 (DCL3), RDR2 (« RNA-Dependent RNA Polymerase 2 ») et SDE4 

(« Silencing Defective 4 » renommée par la suite NRPD1a), établit la méthylation de deux 

répétitions en tandem dans le promoteur d’un transgène codant FWA et amenant ainsi à son 

« silencing » (Chan et al., 2004). DCL3 est une des quatre protéines DICER chez 

Arabidopsis thaliana ; elle produit des siRNA de 24 nt qui sont impliqués dans l’induction 

de modification de la chromatine de transgènes et de plusieurs séquences répétées 

endogènes chez les plantes (Xie et al., 2004; Zilberman et al., 2003). AGO4 a aussi un rôle 

dans la maintenance de la méthylation ADN et de la méthylation H3K9 de plusieurs 

répétitions endogènes et transgéniques, et dans l’accumulation des siRNA correspondant à 

ces séquences (Xie et al., 2004; Zilberman et al., 2003; Zilberman et al., 2004). La figure 13 

résume les protéines nécessaires à la RdDM et à sa maintenance. 
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Figure 13: "RNA-directed DNA methylation" (RdDM).
Des petits ARN provenant d'ARN double brin clivé par une 
protéine Dicer (comme DCL3), dirigent la méthylation de 
l'ADN grâce à MET1 et DRM2. La méthylation de l'ADN 
peut être alors maintenue par MET1 et CMT3; son maintien 
nécessite aussi DDM1, HDA6 et SUVH4. Les protéines 
AGO4 et AGO1 sont impliquées dans la méthylation, 
respectivement, de novo ou de maintenance de certains loci.
Les petits ARN sont représentés en rouge; m: groupement 
méthyle. D'après Matzke et Birchler (2005).      
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Un crible de mutants défectifs pour la RdDM au niveau d’un promoteur 

transgénique, a permis d’identifier DRD1 (« Defective in RNA-Directed methylation 1 »), 

qui est une protéine putative de remodelage de la chromatine SNF2-like (Kanno et al., 

2004). Ceci suggère qu’une reconfiguration de la chromatine est peut-être nécessaire pour 

rendre les cibles ADN accessibles aux signaux ARN. D’ailleurs, une autre protéine SNF2-

like, DDM1, contribue à la maintenance de la RdDM (Aufsatz et al., 2002a; Bartee and 

Bender, 2001; Morel et al., 2000). DDM1, MET1 et HDA6 coopèrent afin de maintenir 

l’état chromatinien du knob hétérochromatique du chromosome 4 qui contient de 

nombreuses séquences (e.g. des eléments transposables) produisant des petits ARN 

(Lippman et al., 2004). DDM1 est requis pour la méthylation et le « silencing » du gène 

endogène FWA qui possède deux répétitions en tandem dans son promoteur (Kinoshita et 

al., 2004; Soppe et al., 2000). La mise en place de cette méthylation serait due aux siRNA 

homologues à ces répétitions en tandem, qui sont en fait des transposons (Lippman et al., 

2004). Chez Arabidopsis thaliana, de nombreux petits ARN sont dérivés de régions non-

codantes (Xie et al., 2004), et pourraient potentiellement cibler des modifications 

épigénétiques au niveau de promoteurs ou d’enhancers.  

 

8.2 RNAi et hétérochromatine 

L’implication de la voie RNAi dans la formation d’hétérochromatine a surtout été 

démontrée chez Schizosaccharomyces pombe. Ainsi, la formation de l’hétérochromatine via 

le RNAi est requise pour une ségrégation correcte des chromosomes ; la protéine Swi6 

(homologue de la protéine hétérochromatique HP1 de mammifères) recrute le complexe de 

cohésines et permet la cohésion des chromatides sœurs au niveau des régions 

péricentromériques (Bernard et al., 2001; Volpe et al., 2003). Les études chez S. pombe, ont 

révélé un rôle crucial des composants de la voie RNAi dans l’assemblage de 

l’hétérochromatine au niveau des centromères et des loci inactivés « mating type » (Hall et 

al., 2002; Volpe et al., 2002). Des études biochimiques ont identifié le complexe RITS 

(« RNA-Induced Transcriptional Silencing ») comme utilisant des siRNA pour cibler 

l’inactivation de régions spécifiques des chromosomes (Verdel et al., 2004). Ce complexe 

est composé de Chp1 (une protéine hétérochromatique), Ago1 (une protéine 

ARGONAUTE), Tas3, et de siRNA ; il permet de recruter swi6 au niveau des centromères 

(Verdel et al., 2004). Le RITS régule aussi la synthèse d’ARN double-brin et de siRNA par 

le recrutement d’un complexe RDRC (« RNA-Directed RNA polymerase Complex ») aux 

sites d’assemblage de l’hétérochromatine (Motamedi et al., 2004).  
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Des mutations des composants du RNAi engendrent un perte d’hétérochromatine au 

niveau des centromères et une accumulation de transcrits sens et antisens correspondant à 

des régions spécifiques du centromère (Volpe et al., 2002). S. pombe possède un seul gène 

pour chaque protéine clé de la voie RNAi : DICER (Dcr1), ARGONAUTE (Ago1), et une 

RNA-dépendante RNA polymérase (Rdp1). La délétion de dcr1, ago1 ou rdp1 résulte en une 

perte de « silencing » d’un gène rapporteur intégré au niveau d’un centromère, et à l’absence 

de méthylation H3K9 et de recrutement de la protéine hétérochromatique Swi6 (Volpe et al., 

2002). D’autre part, durant la méiose les télomères se regroupent, mais dans le cas de 

mutants RNAi, ce regroupement ne se fait pas correctement suggérant un rôle du RNAi dans 

ce processus (Hall et al., 2003). De plus, les gènes ARNr hautement répétés, adjacents aux 

télomères du chromosome 3, sont la cible de la méthylation H3K9 dirigée par le RNAi (Cam 

et al., 2005). 

Enfin, le complexe RITS est un lien physique entre le RNAi et l’assemblage de 

l’hétérochromatine. Verdel et al. ont démontré que les siRNA sont requis pour l’association 

de RITS avec la chromatine, et ces auteurs suggèrent que RITS utilise les siRNA pour cibler 

des régions spécifiques des chromosomes (Verdel et al., 2004). Ainsi, tout comme RISC, 

RITS pourrait utiliser les siRNA pour reconnaître ses cibles, mais contrairement au RISC, 

RITS agit au niveau nucléaire et initie des modifications de la chromatine. 

 

9. La polymérase IV 

En 2005, différents articles ont démontré l’existence d’une polymérase IV chez Arabidopsis 

thaliana, qui avait été prédite suite au séquençage d’Arabidopsis (AGI, 2000). 

Chez Arabidopsis, Dalmay et al. avaient identifié un mutant sde4 (« silencing defective 4 ») 

induisant une perte transitoire de « silencing » au niveau de trangènes GFP (Dalmay et al., 

2000). Par la suite, il a été montré que la mutation sde4 induit une diminution des 

méthylations ADN CNG et asymétriques de différentes séquences cibles, et empêche 

l’établissement, mais pas la maintenance, de la méthylation CG (Chan et al., 2004). SDE4 

correspond en réalité à la grande sous-unité d’une polymérase spécifique des plantes, la 

polymérase IV (Herr et al., 2005). SDE4 a été renommée NRPD1a (« nuclear RNA 

polymerase D1a »). Une deuxième sous-unité de la polymérase IV est codée par NRPD2a. 

Les mutations de NRPD1a et de NRPD2a entraînent une diminution de la méthylation ADN 

de AtSN1 et de l’ADNr 5S, concomitante à une diminution des siRNA leur correspondant 

(Hamilton et al., 2002; Herr et al., 2005; Onodera et al., 2005). La polymérase IV serait 

donc impliquée dans la voie de la RdDM. D’ailleurs, Kanno et al. ont isolé des mutants de la 
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polymérase IV dans un crible bloquant la RdDM (Kanno et al., 2005). La mutation de 

NRPD1a induit une augmentation des transcrits AtSN1, et donc une levée de son 

« silencing » (Herr et al., 2005). La diminution de la méthylation de l’ADNr 5S n’explique 

pas en elle-même la diminution des siRNA 5S, car cette méthylation est également diminuée 

dans les mutants met1 et ddm1 alors que les siRNA 5S sont augmentés (Onodera et al., 

2005). D’autre part, dans des noyaux mutants pour la deuxième sous-unité de la polymérase 

IV (NRPD2a/b), l’ADNr 5S est décondensé et la taille des chromocentres (qui sont les 

structures hétérochromatiques marquées au DAPI dans des noyaux de cellules en interphase) 

est réduite, en comparaison avec des noyaux sauvages (Onodera et al., 2005). Ceci suggère 

que la polymérase IV a un rôle dans la condensation de l’hétérochromatine en général, et de 

l’ADNr 5S en particulier. Cependant, les répétitions centromériques, qui constituent la 

grande majorité de l’hétérochromatine, ne semblent pas être la cible de la polymérase IV, 

puisqu’en contexte mutant nrpd2a/b, la méthylation ADN ainsi que la condensation de ces 

répétitions ne varient pas (Onodera et al., 2005).  

Deux autres articles ont montré qu’Arabidopsis possède deux formes d’ARN 

polymérase IV, RNAPIVa (« RNA polymerase IVa », dont NRPD1a et NRPD2a sont des 

composants) et RNAPIVb (dont NRPD1b et NRPD2a font partie) (Kanno et al., 2005; 

Pontier et al., 2005). D’après ces articles, NRPD1a et NRPD1b n’ont pas de fonction 

redondante dans la RdDM (Kanno et al., 2005), et un « silencing » efficace au niveau de 

certaines cibles comme des transposons et l’ADNr 5S, nécessite l’action des deux formes de 

la polymérase IV, alors que le « silencing » de séquences peu répétées ne requiert que la 

polymérase RNAPIVa (Pontier et al., 2005). 

Un modèle ressort de toutes ces études dans lequel la RNAPIVa serait requise pour 

la production et/ou l’amplification des siRNA, alors que la RNAPIVb agirait en aval de la 

formation des petits ARN et permettrait de convertir ces signaux ARN en des modifications 

de la chromatine, grâce à un mécanisme encore inconnu. 

Un des paradoxes du concept de « silencing » transcriptionnel dirigé par des ARN, est 

qu’une transcription du locus « silencé » (permettant la production des petits ARN) est 

nécessaire justement à ce « silencing ». La découverte des polymérases IV permet de 

résoudre en partie ce paradoxe : la production des petits ARN serait dépendante d’une ARN 

polymérase autre que celles permettant l’expression de séquences actives (polymérases I, II, 

et III). 
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Chapitre III 

Modifications post-traductionnelles des histones 
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Malgré le caractère essentiel de la méthylation de l’ADN chez les organismes qui ont 

développé cette marque épigénétique, celle-ci n’est pas ou peu trouvée chez certains 

organismes (la levure, la drosophile, C. elegans) qui pourtant subissent des régulations 

épigénétiques. En réalité, les protéines de la chromatine peuvent également porter une 

information épigénétique. Au niveau de la chromatine, l’ADN est enroulé autour 

d’octamères d’histones formant des structures appelées nucléosomes. Un octamère 

d’histones est composé de deux molécules de chaque protéine histone H2A, H2B, H3 et 

H4 ; leurs extrémités N-terminales formant des queues sortant des domaines globulaires 

(Luger et al., 1997). L’ADN « linker » connecte les octamères d’histones voisins, et sert de 

site de liaison à l’histone H1 (Zhou et al., 1998). Pendant de nombreuses années, le rôle 

assigné aux histones était cantonné à leur fonction de compaction de l’ADN. Cependant, il 

est à présent très clair que les nucléosomes contribuent à la dynamique de remodelage de la 

chromatine durant l’activation ou la répression des gènes, et portent une information 

épigénétique importante. Cette information réside au niveau des « queues » des histones qui 

sont sujettes à de nombreuses modifications covalentes, comme l’acétylation, la 

méthylation, la phosphorylation, l’ubiquitination, la sumoylation, et l’ADP-ribosylation 

(Berger, 2002; Jenuwein and Allis, 2001). Toutes ces modifications post-traductionnelles 

constituent ce qui a été appelé le code histone (Jenuwein and Allis, 2001; Strahl and Allis, 

2000; Turner, 2002 ), chaque modification ou la combinaison de plusieurs d’entre elles 

définissant un état actif ou réprimé de la chromatine. 

Un nombre considérable de modifications post-traductionnelles des histones ont été 

identifiées. Ainsi, treize résidus lysine des « queues » N-terminales peuvent être acétylés de 

façon réversible au niveau des histones H2A, H2B, H3 et H4 ;  trois résidus sérine des 

histones H3 et H4 peuvent être phosphorylés ; six lysines et trois arginines des histones H3 

et H4 peuvent être méthylées ; et deux résidus dans les domaines C-terminaux des histones 

H2A et H2B peuvent être ubiquitinés (Jenuwein and Allis, 2001; Lachner et al., 2003). 

Seules quelques modifications des histones seront traitées dans ce manuscrit. 

 

1. Acétylation/déacétylation des histones 

Les histones sont acétylées par des histones acétyltransférases (HAT) utilisant l’acétyl-CoA 

comme donneur de groupements acétyles ; cette modification peut être retirée par des 

histones déacétylases (HDAC). L’hyperacétylation relâche la structure de la chromatine et 

active l’expression de gènes, alors que l’hypoacétylation induit une compaction de la 

chromatine et la répression de gènes. 
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Chez les plantes, des analyses de séquences ont permis de distinguer trois familles de 

HAT : la famille GNAT/MYST, la famille p300/CBP, et la famille TAFII250 (Pandey et al., 

2002). Chez Arabidopsis, l’histone acétyltransférase GCN5 est associée avec la protéine 

ADA2 qui est un adaptateur transcriptionnel ; la mutation de ADA2 ou de GCN5 provoque 

des effets importants sur la croissance, le développement et l’expression de certains gènes 

(Vlachonasios et al., 2003). L’acétylation des histones a également un rôle essentiel au 

niveau de la différenciation cellulaire. Chez le pois, l’augmentation de l’acétylation des 

histones H3 et H4 au niveau d’un promoteur d’un gène régulé par la lumière codant la 

plastocyanine, a été corrélée avec une activité transcriptionnelle en réponse à la lumière 

(Chua et al., 2001).  

Trois familles de HDAC ont été identifiées chez les plantes : la famille RPD3/HDA, 

la famille SIR2, et la famille HD2 (Pandey et al., 2002). La famille HD2 est spécifique aux 

plantes et ne ressemble pas aux autres classes de HDAC  (Dangl et al., 2001; Lusser et al., 

1997). L’inhibition de l’expression de HDAC de type RPD3 induit des défauts de croissance 

et de développement chez Arabidopsis (Tian and Chen, 2001; Tian et al., 2003; Wu et al., 

2000) ; par exemple, la mutation de AtHD1 induit l’expression ectopique du gène 

SUPERMAN (Tian and Chen, 2001). D’autre part, AtHDA6, évoquée dans le chapitre II, 

appartient aussi à la famille RPD3, et est responsable du « silencing » de transgènes, 

d’éléments transposables, et de l’ADNr (Aufsatz et al., 2002b; Lippman et al., 2003; Murfett 

et al., 2001; Probst et al., 2004).  

 

2. Méthylation de l’ADN et déacétylation des histones 

Deux voies indépendantes ont été découvertes chez les vertébrés, connectant la méthylation 

de l’ADN (5mC) avec la déacétylation des histones. La première utilise des protéines qui se 

lient aux cytosines méthylées ; c’est le cas des protéines MBD (« Methyl Binding 

Domain ») et des protéines MeCP (« methyl-CpG-binding protein »), qui servent 

d’adaptateurs entre la méthylation ADN et les complexes histones déacétylases (Jones et al., 

1998; Ng et al., 1999). Plusieurs complexes MBD/MeCP-HDAC ont été identifiés dans des 

cellules de mammifères (Dobosy and Selker, 2001). Ces complexes agissent localement 

pour réduire l’acétylation des histones en se guidant grâce aux 5mC de l’ADN. Une 

deuxième voie, également découverte chez les mammifères, consiste en une interaction 

physique entre l’ADN méthyltransférase de maintenance DNMT1 et des HDAC (Robertson 

et al., 2000; Rountree et al., 2000). 
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Inversement, l’état d’acétylation des histones peut influencer la méthylation de 

l’ADN. Ainsi, l’utilisation de trichostatine A (TSA) qui est un inhibiteur des HDAC, induit 

une hypométhylation des cytosines de séquences spécifiques chez Neurospora, et chez les 

mammifères (Santoro and Grummt, 2005; Selker, 1998 ). De même dans des plantes 

Arabidopsis mutantes hda6, la méthylation ADN de transgènes, d’éléments transposables, et 

de l’ADNr est diminuée (Aufsatz et al., 2002b; Lippman et al., 2003; Probst et al., 2004). 

Très récemment, Earley et al. ont découvert que HDA6 est impliquée dans le maintien de 

l’hyperméthylation ADN des promoteurs des gènes ADNr « silencés » par le phénomène de 

dominance nucléolaire chez Arabidopsis (Earley et al., 2006). 

 

3. Méthylation des histones 

Les histones H3 et H4 associées à l’euchromatine et à l’hétérochromatine portent des 

marques de méthylation différentes (tableau 3). Les marques de méthylation des histones 

spécifiques de l’hétérochromatine et leur implication dans le gene « silencing » ont d’abord 

été étudiées chez la drosophile et les mammifères (Peters et al., 2001; Schotta et al., 2002). 

Les marques de méthylation associées aux histones de l’hétérochromatine les plus étudiées 

se trouvent au niveau de H3K9, H3K27 et H4K20, ces lysines pouvant être mono-, di- ou 

triméthylées (tableau 3). 

Une fonction centrale dans le contrôle de la formation de l’hétérochromatine et le 

gene « silencing » a été identifiée par l’isolement du gène Su(var)3-9 chez la drosophile 

(Tschiersch et al., 1994), et la démonstration de l’activité H3K9 méthyltransférase de 

l’histone H3K9 méthyltransférase correspondante (Rea et al., 2000; Schotta et al., 2002). 

Des protéines orthologues de Su(var)3-9 ont été identifiées chez S. pombe (Clr4) (Ekwall et 

al., 1996; Ivanova et al., 1998), Neurospora crassa (DIM5) (Tamaru and Selker, 2001), et 

chez les mammifères (SUV39H1 et SUV39H2) (Aagaard et al., 1999; O'Carroll et al., 

2000). 

Chez Arabidopsis thaliana, dix gènes codant des homologues de SU(VAR)3-9 ont été 

identifiés (SUVH1 à SUVH10) (Baumbusch et al., 2001). Les effets des protéines SUVH sur 

la méthylation des histones H3 et H4 ont été étudiés par des analyses d’immunocytologie et 

en western blots (Jackson et al., 2002; Lindroth et al., 2004; Naumann et al., 2005). De plus, 

l’activité H3K9 méthyltransférase a été montrée in vitro pour les protéines SUVH2, 

SUVH4, SUVH6 et SUVH5 (Ebbs and Bender, 2006; Jackson et al., 2004; Jackson et al., 

2002; Naumann et al., 2005 ). Des mutations de SUVH2 réduisent la mono- et la di-

méthylation H3K9 (H3K9me1 et H3K9me2) ainsi que H3K27me1 et H3K27me2 (Naumann 
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euchromatine 

 
 

hétérochromatine 

 
 

mammifères 

H3K9 mono, diméthylation 
H3K4 mono, di, triméthylation 

H3K9 triméthylation 
 
H3K27 monométhylation 
H4K20 triméthylation 

 
 

drosophile 

H3K27 mono, di, triméthylation 
(marque de silencing) 

H3K27 mono, di, triméthylation 
 
H3K9 diméthylation 
H4K20 triméthylation 

 
 

Arabidopsis 

H3K4 mono, di, triméthylation 
H3K9 triméthylation 
H3K27 triméthylation 
H4K20 di, triméthylation 

 
H3K9 mono, diméthylation 
H3K27 mono, diméthylation 
H4K20 monométhylation 

 
Tableau 3 : Différentes méthylations euchromatiques et hétérochromatiques des 
histones H3 et H4 chez les mammifères, la drosophile et Arabidopsis. 
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et al., 2005), qui sont quatre marques hétérochromatiques. Au contraire, des mutations perte 

de fonction de SUVH1 n’induisent aucune réduction de la méthylation H3K9 (Naumann et 

al., 2005). Le rôle clé de SUVH2 dans le contrôle de l’hétérochromatine a été aussi 

démontré par la surexpression de cette protéine qui induit la formation d’hétérochromatine 

ectopique ainsi qu’une augmentation de H3K9me1, H3K9me2 et H3K27me1, H3K27me2 et 

une diminution de marques euchromatiques (Naumann et al., 2005).  

D’autre part, des mutations de SUVH4 (aussi appelé KYP, voir paragraphe 8.1 du 

chapitre II) permettent la suppression du « silencing » de SUPERMAN ainsi que la 

réactivation de l’expression de plusieurs rétrotransposons initialement « silencés » (Jackson 

et al., 2002). De plus, les mutations de KYP réduisent la méthylation H3K9me2 et 

moindrement la méthylation H3K9me1 de différentes cibles (Jackson et al., 2004; Johnson 

et al., 2002 ).  

 Les protéines SU(VAR)3-9 sont conservées au cours de l’évolution et leur activité 

H3K9 méthyltransférase contrôle la formation d’hétérochromatine chez S. pombe 

(Nakayama et al., 2001). Chez Arabidopsis, Naumann et al. ont montré que la surexpression 

de SUVH2 induit une hétérochromatinisation ectopique et en concluent que cette H3K9 

méthyltransférase a un fort impact sur la formation de l’hétérochromatine (Naumann et al., 

2005). Ces auteurs suggèrent que SUVH2 possède un rôle clé dans la formation de 

l’hétérochromatine ; il paraît étonnant que ces auteurs n’aient pas observé de réduction de la 

fraction hétérochromatique dans des noyaux de mutants perte de fonction de SUVH2, alors 

que cette mutation induit une forte diminution du taux global d’histones H3K9me1 et 

H3K9me2. De même, Jasencakova et al. ont observé que dans des noyaux de plantes 

mutantes kyp (suvh4), la méthylation H3K9me2 de l’hétérochromatine (c’est-à-dire les 

chromocentres dans des noyaux en interphase) est fortement réduite alors que la fraction 

hétérochromatique n’est pas diminuée ; le pourcentage d’hétérochromatine est au contraire 

légèrement augmentée (Jasencakova et al., 2003). Ceci est en accord avec des données chez 

la drosophile et les mammifères, chez qui des mutants de H3K9 méthyltransférases 

induisent une forte diminution de la méthylation H3K9 au niveau de l’hétérochromatine sans 

affecter la formation de l’hétérochromatine elle-même (Peters et al., 2001; Schotta et al., 

2002). Toutes ces données amènent à se demander si une méthylation H3K9 élevée est 

importante pour l’assemblage de l’hétérochromatine constitutive, et si tel est le cas, 

comment ceci est compensé dans les mutants H3K9 méthyltransférases.  

 Jusqu’à récemment, la méthylation des histones était considérée comme une marque 

très stable qui ne pouvait être éliminée de façon active. En réalité, il a été démontré chez les 
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mammifères que des histones déméthylases existent comme LSD1 qui déméthyle H3K4 

(Kubicek and Jenuwein, 2004; Wysocka et al., 2005), JHDM2A (Klose et al., 2006; Yamane 

et al., 2006), JMJ2B et JMJ2C (Cloos et al., 2006) qui sont trois déméthylases agissant sur 

H3K9.  

 

4. Méthylation ADN/méthylation des histones 

Il est admis que la combinaison de la méthylation ADN et des modifications d’histones 

déterminent la structure de la chromatine et la capacité pour une séquence donnée à être 

transcrite. 

Dans des plantes mutantes met1 et ddm1, codant des protéines importantes pour la 

maintenance de la méthylation ADN (voir sections 3.1 et 4 du chapitre II), la réduction de la 

taille des chromocentres hétérochromatiques est accompagnée par une forte diminution de 

H3K9me2 au niveau de ces  chromocentres (Soppe et al., 2002). Ces auteurs ont aussi 

détecté par immunolocalisation, une dispersion de la méthylation ADN dans ces noyaux 

mutants qui n’est alors plus concentrée au niveau des chromocentres comme dans des 

noyaux sauvages. Un autre étude a montré que dans des plantes mutantes ddm1, différentes 

séquences, dont des éléments transposables, perdent leur méthylation H3K9me2 (Gendrel et 

al., 2002). D’autre part, dans un mutant nul met1, différentes cibles normalement 

« silencées » perdent leur méthylation H3K9me2  et deviennent actives; de plus, dans ces 

noyaux mutants met1,  la méthylation H3K9me2 est redistribuée hors des chromocentres 

alors que le taux global de cette méthylation n’est pas affectée (Tariq et al., 2003). Ces 

données suggèrent que la méthylation ADN CG dirige la diméthylation H3K9 au niveau des 

chromocentres, et l’altération de la méthylation ADN est accompagnée par une relaxation 

des chromocentres hétérochromatiques.  

Si la méthylation ADN influence la méthylation des histones, le contraire est 

également vrai. La méthylation H3K9 peut diriger la méthylation ADN CNG (Jackson et al., 

2002 ; Johnson et al., 2002). Ainsi, des mutants kyp et cmt3, (CMT3 est l’ADN 

méthyltransférase CNG de maintenance ; voir section 3.2, chapitreII), ont une perte de la 

méthylation CNG (Jackson et al., 2002). Lindroth et al. ont suggéré que les histones 

H3K9me2 et H3K27me2 sont requises pour recruter CMT3 au niveau de ses cibles 

(Lindroth et al., 2004) ; ceci montre l’importance du code histone, la combinaison de 

différentes méthylations des histones permettant de diriger indirectement la méthylation 

ADN. Une étude de l’interaction fonctionnelle de SUVH2 a révélé que le « silencing » 

induit par cette histone méthyltransférase requiert MET1 (et DDM1) mais pas CMT3 
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(Naumann et al., 2005) ; l’activité répressive de SUVH2 nécessitererait donc une 

méthylation ADN CG.  

Certaines marques de méthylation associées aux histones sont indépendantes de la 

méthylation ADN ; par exemple, la distribution de H3K27me1 et H3K27me2 n’est pas 

influencée par la méthylation ADN CG (Mathieu et al., 2005). 

 

5. Méthylation ADN/méthylation et acétylation des histones 

Nous avons vu que la méthylation de l’ADN et l’acétylation des histones sont connectées, et 

que la méthylation de l’ADN et la méthylation des histones s’influencent également  l’une 

l’autre. De façon logique, nous allons voir que ces trois types de marques sont effectivement 

interconnectés. 

Chez Arabidopsis, Lippman et al. ont montré qu’une mutation de HDA6 induit une 

réactivation de la transcription de différents éléments transposables, accompagnée d’une 

diminution de méthylation ADN et de méthylation H3K9me2 (Lippman et al., 2003). Deux 

transposons présentent également une augmentation de leur méthylation H3K4me2 

(Lippman et al., 2003). La mutation d’une autre HDAC (appartenant à la famille RPD3), 

AtHD1, induit comme attendu une augmentation de l’acétylation des histones, mais aussi 

une diminution de H3K9me2 (Tian et al., 2005). De plus, dans des plantes mutantes hda6, 

l’ADNr perd de la méthylation ADN, et devient hyperacétylé au niveau des histones H4, 

hyperméthylé au niveau de H3K4, et apparaît décondensé dans noyaux en interphase (Probst 

et al., 2004). Dans des plantes Arabidopsis hybrides allotétraploïdes (Arabidopsis suecica), 

l’ADNr subit un phénomène de dominance nucléolaire qui « silence » l’ADNr provenant du 

parent Arabidopsis thaliana alors que l’ADNr provenant du parent Arabidopsis arenosa est 

actif (Pikaard, 2000). Dans des plantes allotétraploides mutantes hdt1 (une HDAC 

appartenant à la famille HD2), l’association des gènes ADNr de thaliana avec H3K9me2 

diminue au profit d’une association avec H3K4me3, et ceci s’accompagne par une réduction 

de la méthylation ADN de leurs promoteurs et une levée de leur « silencing » (Lawrence et 

al., 2004). De plus, la perte de la diméthylation H3K9 dans ces plantes mutantes est 

accompagnée par une augmentation de l’acétylation H3K9 (Lawrence et al., 2004). De la 

même manière, dans des allotétraploïdes Arabidopsis suecica mutants hda6, l’ADNr 

d’Arabidopsis thaliana subit les mêmes changements de modifications d’histones et une 

hypométhylation ADN, accompagnés de l’activation d’expression de ces gènes (Earley et 

al., 2006). 
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  Ces études montrent la connection qui existe entre différentes marques associées aux 

histones (acétylation et méthylation), la méthylation de l’ADN, et l’activité 

transcriptionnelle de séquences cibles ; ceci laisse apercevoir la complexité du code 

épigénétique. 
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Les gènes d’ARNr 5S sont localisés dans l’hétérochromatine péricentromérique et malgré 

cette position dans le génome, ils font partie des gènes les plus transcrits dans les cellules. Il 

est donc important de comprendre comment ces gènes, dans ce contexte théoriquement 

répressif, parviennent à être exprimés. 

Comme décrit dans la partie bibliographique de ce manuscrit (chapitre I, section 5.1), 

TFIIIA est le facteur spécifique des gènes d’ARNr 5S et a été identifié chez différents 

organismes mais aucun TFIIIA n’avait été cloné et caractérisé chez les plantes. Dans le 

cadre de l’étude de l’expression des gènes d’ARNr 5S d’Arabidopsis thaliana initié au 

laboratoire, il nous paraissait important d’isoler et de caractériser ce facteur de transcription. 

D’autre part, nous avons évoqué que seule une partie des gènes d’ARNr 5S est 

exprimée : le locus du chromosome 4 et le grand locus du chromosome 5 peuvent être 

transcrits contrairement aux gènes appartenant au petit locus du chromosome 5 et au 

chromosome 3 (Cloix et al., 2002). De plus, les gènes appartenant aux loci 5S actifs ne sont 

pas tous exprimés : certains portent des mutations dans leurs séquences promotrices (Cloix 

et al., 2003) alors que d’autres gènes seraient éteints épigénétiquement (voir section 7 du 

premier chapitre de la partie bibliographie). Il existe deux populations d’ARNr 5S dans les 

cellules d’Arabidopsis thaliana, les ARN majoritaires et les ARN minoritaires (portant une 

ou deux substitutions de bases par rapport aux ARN majoritaires) (Cloix et al., 2002). Les 

ARN minoritaires sont peu représentés in vivo malgré de nombreux gènes leur 

correspondant et leur capacité à être transcrits. Nous voulions donc définir les déterminants 

épigénétiques réprimant l’expression de ces gènes, essentiellement par l’utilisation de 

mutants épigénétiques. 
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Article n°1 

« Identification and characterization of transcription factor IIIA and ribosomal 

protein L5 from Arabidopsis thaliana » 

Mathieu, O., Yukawa, Y., Prieto, J.L., Vaillant, I., Sugiura, M. and Tourmente, S. (2003)  
Nucleic Acids Res,  31, 2424-2433. 
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Dans le cadre de l’étude de l’expression des gènes d’ARNr 5S d’Arabidopsis thaliana, il 

paraissait important d’isoler le facteur de transcription spécifique des gènes d’ARNr 5S, 

TFIIIA. Comme évoqué dans la synthèse bibliographique, la caractéristique commune 

retrouvée parmi les TFIIIA isolés dans différents organismes est la présence de neuf doigts 

de zinc de type Cys2-His2. La recherche d’une protéine possédant neuf doigts de zinc dans 

les banques de données d’Arabidopsis a permis l’identification d’une seule protéine. 

L’ADNc correspondant a été amplifié à partir d’une banque d’ADNc de cellules 

d’Arabidopsis, et utilisé pour produire deux protéines recombinantes en bactérie : une 

protéine de fusion avec la Glutathion S-Transférase (GST) et une protéine de fusion avec la 

GFP (« Green Fluorescent Protein »). 

 Il avait été décrit pour certains TFIIIA caractérisés, que cette protéine est capable de 

lier l’ADNr 5S ainsi que l’ARNr 5S. Nous avons donc procédé à des retards sur gel et 

constaté que TFIIIA putatif d’Arabidopsis thaliana (AtTFIIIA) possède ces propriétés. 

D’autre part, la liaison de la protéine ribosomale L5 à l’ARNr 5S a été décrite chez 

différents organismes. Afin de posséder un contrôle positif de liaison de l’ARNr 5S, nous 

avons identifié et produit la protéine L5 d’Arabidopsis (AtL5), et montré que cette protéine 

lie effectivement l’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana.  

 De plus, la transfection transitoire de protoplastes avec des constructions de fusion 

AtL5-GFP et AtTFIIIA-GFP, nous ont permis d’étudier la localisation cellulaire de ces 

protéines.  

 En collaboration avec le laboratoire du Pr. M. Sugiura (Nagoya, Japon), nous avons 

montré que la protéine AtTFIIIA est capable de stimuler la transcription d’un gène d’ARNr 

5S in vitro dans le système de transcription POL III de cellules BY-2 de tabac.  

 Toutes ces données nous ont permis d’affirmer que nous avons isolé le facteur de 

transcription TFIIIA d’Arabidopsis.  
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Etude d’un produit d’épissage alternatif de TFIIIA : TFIIIAbis 

 

Vaillant, I., Mathieu, O., Yukawa, Y., Pelczar, P. et Tourmente, S. 
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Introduction 

 
Chez les eucaryotes supérieurs, de nombreux gènes contiennent des introns qui sont 

éliminés de l’ARNm précurseur (pré-ARNm) correspondant, produisant ainsi un ARNm 

mature et fonctionnel. Cependant, la machinerie d’épissage peut traiter un même pré-ARNm 

de différentes manières, et procéder à un assemblage différent des exons. Ainsi des protéines 

fonctionnelles différentes sont produites ; l’épissage alternatif participe donc à la diversité 

du protéome. Par exemple, chez l’Homme, des estimations indiquent qu’environ 40 % des 

gènes seraient épissés de façon alternative (Modrek and Lee, 2002). Parmi ces gènes, 

environ 75 % codent des protéines impliquées dans la signalisation et dans la régulation des 

gènes, comme des récepteurs et des facteurs de transcription (Modrek and Lee, 2002). De 

même chez Arabidopsis, la grande majorité des gènes épissés alternativement, codent des 

protéines impliquées dans des fonctions de régulation (Kazan, 2003). De plus, chez les 

plantes et les animaux, les gènes associés à différentes réponses au stress, semblent 

particulièrement enclins aux épissages alternatifs (Kazan, 2003). Récemment, Wang et 

Brendel ont estimé qu’environ 20 % des gènes exprimés chez Arabidopsis et chez le riz sont 

épissés alternativement (Wang and Brendel, 2006). 

Lors de notre étude du facteur de transcription TFIIIA (article n°1 (Mathieu et al., 

2003)), nous avons amplifié l’ADNc correspondant à TFIIIA, mais également un deuxième 

ADNc issu d’un épissage alternatif. Nous présentons ici les résultats obtenus lors de l’étude 

de ce deuxième ADNc. 

 

Résultats 

 
Amplification de TFIIIAbis 

Lors de l’amplification de l’ADNc de TFIIIA (avec les primers TF3A1 et TF3A2 ; article 

n°1 (Mathieu et al., 2003)) à partir d’une banque d’ADNc de cellules d’Arabidopsis (De 

Veylder et al., 1999), un deuxième produit a été amplifié (figure 14A). Ce deuxième produit 

d’amplification a été cloné et séquencé. La séquence de cet ADNc indique qu’il correspond 

à l’épissage alternatif de TFIIIA dont le détail est schématisé dans la figure 14B. Cette 

forme épissée a été dénommée TFIIIAbis. L’existence de ces deux produits d’épissage était 

prédite dans les banques de données (numéros d’accession AT1G7250.2 pour TFIIIA, et 

AT1G72050.1 pour TFIIIAbis). Un exon alternatif est présent entre les exons 2 et 3 au 
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génomique
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 Figure 14: Epissage alternatif de TFIIIA.
(A) Amplification par PCR de TFIIIA et TFIIIAbis  (avec les primers TF3A1 et TF3A2, 
voir (B)) à partir d’une banque d’ADNc de cellules Arabidopsis thaliana. (B) Schémas 
des épissages produisant l’ARNm AtTFIIIA et l’ARNm AtTFIIIAbis; les primers utili-
sés pour les différentes expériences sont représentés par les demi-flèches vertes et 
rouges. (C) Schématisation des protéines TFIIIA et TFIIIAbis; les carrés mauves 
représentent les doigts de zinc; N ter: extrémité N terminale; C ter: extrémité C termi-
nale.

C

1 82 3 4 5 6 7 9TFIIIA: 412 aa 1 82 3 4 5 6 7 9N ter C ter

83 4 5 6 7 9TFIIIAbis: 324 aa 83 4 5 6 7 9N ter C ter

cellules At feuilles
TFIIIAbis

TFIIIA

649 pb

474 pb

fleurs racines
TFIIIAbis

TFIIIA

649pb

474pb

Figure 15: RT-PCR de TFIIIA et TFIIIAbis dans différents types cellulaires.
Des ARN totaux de cellules At (Arabidopsis thaliana), de feuilles, de fleurs et de 
racines ont été réverse transcrits avec le primer TF3A2, puis amplifiés par PCR avec les 
primers TF3A17 et TF3A18 (voir figure 14B).

TF3A19
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niveau de l’ARNm TFIIIAbis épissé alors qu’il est absent dans celui de TFIIIA. Un codon 

initiateur de traduction est présent à l’extrémité 3’ de cet exon alternatif et la traduction in 

silico de cet ARNm TFIIIAbis prédit une protéine de 324 aas (figure 14C). Ainsi, la protéine 

putative TFIIIAbis porterait 7 doigts de zinc au lieu des 9 présents dans TFIIIA. 

Nous avons alors procédé à des extractions d’ARN de différents tissus de plantules 

(feuilles, fleurs et racines) et de cellules d’Arabidopsis thaliana (cellules At) cultivées en 

suspension, pour préciser si la présence de l’ARNm TFIIIAbis est spécifique de certains 

tissus. Des expériences de RT-PCR sur ces ARN (voir matériels et méthodes) ont permis 

l’amplification de TFIIIA et de TFIIIAbis au niveau de tous les tissus testés (figure 15). 

L’ARNm de TFIIIAbis est donc présent dans différents tissus chez Arabidopsis thaliana 

ainsi que dans des cellules At en culture. De plus, l’ARNm TFIIIAbis semble être toujours 

plus abondant que celui de TFIIIA dans toutes les conditions testées (figures 14A et 15).  

 

TFIIIAbis lie l’ADNr 5S et les ARNr 5s 

TFIIIA liant l’ADNr 5S et les ARNr 5S (article n°1(Mathieu et al., 2003)), nous avons testé 

si TFIIIAbis possède également ces propriétés biochimiques. Une protéine de fusion 

TFIIIAbis-GST a été produite (voir matériels et méthodes) et utilisée pour des expériences 

de retards sur gel. Ainsi, nous avons pu montrer que la protéine recombinante TFIIIAbis lie 

l’ADNr 5S contrairement à la GST seule (figure 16A). Des expériences de compétition soit 

avec de l’ADNr 5S non marqué, soit avec un ADN non spécifique, ont permis de montrer 

que cette liaison est spécifique (figure 16A).  

Nous avons aussi procédé à des retards sur gel avec des ARNr 5S transcrits in vitro. 

Ces ARNr 5S incubés avec des quantités croissantes de TFIIIAbis-GST sont retardés, un 

« super retard » étant même présent avec les quantités les plus importantes de TFIIIAbis-

GST (figure  16B). La protéine GST seule n’est pas capable de lier les ARNr 5S alors que 

des ARN non spécifiques ne sont pas retardés par TFIIIAbis-GST (figure 16B). Ces résultats 

permettent de conclure que TFIIIAbis lie les ARNr 5S de manière spécifique. 

Ces différentes expériences montrent que, de façon similaire à TFIIIA, TFIIIAbis est 

capable de lier l’ADNr 5S et l’ARNr 5S. 

 

Localisation cellulaire de TFIIIAbis 

Nous avions montré dans l’article n°1 que la protéine TFIIIA d’Arabidopsis thaliana 

possède une localisation uniquement nucléaire, et en particulier qu’elle se concentre au 

niveau du nucléole et de foci additionnels. Afin d’étudier la localisation cellulaire de 

70 



ADNr 5S non marqué
1 nM 170 nM

AtTFIIIAbis-GST = 2.5 ng.µl-1 

TFIIIAbis-GST TFIIIAbis-GST

ARNr 5S = 1 nM ARN non-spécifique = 1 nM

A

B

Figure 16: Expériences de retards sur gel de TFIIIAbis-GST.
(A) Retard sur gel ADNr 5S; des concentrations croissantes (1-170 nM) 
d’ADNr 5S non marqué (gauche) ou d’ADN compétiteur non-
spécifique (milieu) ont été ajoutées aux réactions de liaison; un retard 
sur gel avec des quantités croissantes (2.5-10 ng.µl-1) de GST seule est 
représenté à droite. (B) Retard sur gel ARNr 5S; Une quantité constante 
d’ARNr 5S marqué (à gauche) ou d’ARN non-spécifique (au milieu) a 
été incubée avec des quantités croissantes de TFIIIAbis-GST (2.5-10 
ng.µl-1); l’étoile marque un témoin de retard avec 5 ng.µl-1 de TFIIIA-
GST; un retard sur gel avec des quantités croissantes (2.5-10 ng.µl-1) de 
GST seule est représenté à droite. 
Les flèches noires indiquent les sondes (ADN ou ARN) non liées.     

GST
ADN compétiteur

non-spécifique
1 nM 170 nM

AtTFIIIAbis-GST = 2.5 ng.µl-1 
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ARNr 5S = 1 nM

ADNr 5S = 1 nM



Résultats des travaux de thèse 

TFIIIAbis, des protoplastes ont été transformés avec une construction permettant 

l’expression d’une protéine de fusion GFP-TFIIIAbis. La protéine GFP non fusionnée est 

située dans le cytoplasme et dans le noyau (à l’exception du nucléole) alors que la protéine 

de fusion GFP-TFIIIAbis est localisée uniquement au niveau du noyau (figure 17). La petite 

taille de la protéine GFP permet à cette protéine une diffusion passive du cytoplasme au 

noyau. Tout comme TFIIIA, TFIIIAbis est concentrée au niveau du nucléole et de foci 

nucléaires additionnels (figure 17).  

 

TFIIIAbis n’a pas d’activité transcriptionnelle in vitro 

TFIIIAbis ayant la capacité de lier l’ADNr 5S, nous voulions savoir si , comme TFIIIA, 

cette protéine possède une fonction de facteur de transcription au niveau des gènes d’ARNr 

5S. En collaboration avec Y. Yukawa (Nagoya, Japon), nous avons testé l’activité 

transcriptionnelle de TFIIIAbis au niveau d’un gène d’ARNr 5S dans un système de 

transcription in vitro de cellules de tabac. Une première expérience a été effectuée avec des 

extraits nucléaires de tabac permettant un taux basal (c’est-à-dire sans ajout de protéine 

recombinante) de transcription du gène d’ARNr 5S peu élevé (piste marquée d’une étoile 

figure 18A). Pour chaque expérience de transcription in vitro, les ARNt endogènes servent 

de contrôle de normalisation (figure 18). L’addition de quantités croissantes de TFIIIAbis-

GST ou de GST n’a pas permis l’activation de la transcription du gène 5S, contrairement à 

TFIIIA-GST servant de contrôle positif (figure 18A). TFIIIAbis ne semble donc pas avoir 

d’effet positif sur cette transcription in vitro. La deuxième hypothèse que l’on peut formuler 

est que TFIIIAbis a un effet répresseur sur l’expression des gènes d’ARNr 5S. Pour tester 

cette hypothèse, nous avons utilisé d’autres extraits nucléaires de tabac ayant une activité 

basale transcriptionnelle relativement forte sur un gène 5S (piste étoilée figure 18B). 

Aucune diminution de la transcription du gène 5S n’a été détectée par l’addition de quantités 

croissantes de TFIIIAbis-GST (figure 18B). 

Ces résultats montrent donc qu’in vitro, TFIIIAbis n’a pas d’effet activateur ni 

répresseur sur la transcription d’un gène 5S. Cependant, on ne peut pas exclure que dans les 

extraits nucléaires de tabac ayant un taux basal de transcription élevé (utilisés pour tester 

une activité de répresseur), le gène d’ARNr 5S soit saturé en facteurs de transcription 

endogènes avant l’addition de protéines recombinantes, inhibant ainsi la liaison de la 

protéine recombinante TFIIIAbis-GST. 
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AtTFIIIA-GFP

AtTFIIIAbis-GFP

A B

C D

E F

G HAtTFIIIA-GFP AtTFIIIAbis-GFP

Figure 17: Localisation cellulaire de TFIIIAbis.
Des protoplastes ont été transformés avec des constructions exprimant les proté-
ines indiquées, et observés 30h après transfection (B, D et F).(A), (C) et (E)  
indiquent les protoplastes correspondant en lumière visible. (G) et (H) sont des 
agrandissements de noyaux de protoplastes. Les larges flèches blanches  
indiquent le nucléole et les petites flèches blanches indiquent des foci supplé-
mentaires. La barre d’échelle représente 10 µm.
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Figure 18: Transcription in vitro.
Différentes expériences de transcription in vitro ont été réalisées avec des 
concentrations croissantes de TFIIIAbis-GST ou de GST (2.5-7 ng.µl-1). (A) 
Des extraits nucléaires de tabac, avec un taux basal de transcription 5S peu 
élevé, ont servi aux expériences de transcription in vitro. Un témoin de stimu-
lation de la transcription in vitro de l’ADNr 5S a été réalisé avec TFIIIA-GST. 
(B)  Des extraits nucléaires de tabac avec un taux basal de transcription 5S 
élevé ont servi aux expériences de transcription in vitro. 
Les ARNr 5S et ARNt sont indiqués à droite des gels. L’étoile indique les tran-
scriptions in vitro sans addition de protéine recombinante.
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Utilisation de RNAi dirigé contre TFIIIAbis 

Afin de savoir si TFIIIAbis a un effet sur l’expression des gènes d’ARNr 5S in vivo, nous 

avons utilisé une technique de RNAi dirigée contre TFIIIAbis. P. Pelczar (Zürich, Suisse) et 

J. Molinier (IBMP, Strasbourg) nous ont fourni le vecteur pOEXIII Pme (figure 19) qu’ils 

ont construit et déjà utilisé pour générer des plantes RNAi (données non publiées). Un 

fragment de 132 pb (appelé bisrnai D-R), correspondant à une partie de l’exon alternatif 

présent au niveau de l’ARNm de TFIIIAbis mais absent au niveau de l’ARNm de TFIIIA 

(voir matériel et méthodes, et figure 14B), a été cloné dans le vecteur pOEXIII Pme ; la 

construction résultante a été appelée bis-pOEXIII (figure 19). Des plantes Arabidopsis 

thaliana écotype Columbia, ont été transformées soit avec la construction bis-pOEXIII, soit 

avec le vecteur pOEXIII Pme vide. Les plantes transformantes avec le vecteur vide nous ont 

servi de contrôle. Toutes les graines transformantes ont été sélectionnées sur sulfonamide et 

des extractions d’ADN ont été effectuées sur les plantes T1 ainsi sélectionnées. La 

vérification de l’intégration, de bisrnai D-R ou de la construction vide, dans le génome des 

plantes, a été effectuée par PCR (données non montrées).  

Lors de la croissance simultanée des plantes contrôles T1 (construction vide) et des plantes 

T1 RNAi, différents phénotypes ont été remarqués. Ainsi, une quarantaine de plantes T1 

RNAi possédaient un retard de croissance et certaines d’entre elles avaient un nombre accru 

de feuilles, ces dernières étant plus effilées que des feuilles de plantes contrôles (ou de 

plantes sauvages) (figure 19). Ces plantes ont été notées de 1 à 40. De plus, certaines plantes 

possédaient un nombre augmenté de hampes florales, ce phénotype étant souvent associé 

avec un nombre accru de feuilles effilées. Les quarante plantes T1 RNAi ont été amenées à 

graines et des plantes T2 RNAi ont également été analysées en parallèle avec des plantes T2 

contrôles. Les plantes T2 descendantes de chaque plante T1 RNAi ont été notées de A à H. 

Les mêmes types de phénotypes que les plantes T1 RNAi ont été retrouvés chez les plantes 

T2 (figure 19).  

Nous avons voulu analyser si les phénotypes observés dans les plantes RNAi ciblant 

TFIIIAbis, étaient associés avec une variation du taux global d’ARNr 5S. Pour cela, des 

extractions d’ARN ont été effectuées sur différentes plantes RNAi T1 et T2, ainsi que sur 

des plantes contrôles. Nous avons testé si les lignées RNAi ayant un phénotype, possédaient 

une diminution de leur quantité d’ARNm TFIIIAbis. Les ARN provenant des plantes RNAi 

et des plantes contrôles ont été utilisés pour des expériences de RT-PCR amplifiant soit 

TFIIIAbis (avec les primers TF3A19 et TF3A18, voir figure 14B), soit TFIIIAbis et TFIIIA 

simultanément (avec les primers TF3A17 et TF3A18, voir figure 14B) ; l’amplification de 
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Figure 19: Le RNAi de TFIIIAbis entraîne des phénotypes au niveau des plantes.  
Les cartes du vecteur pOEXIII Pme vide et du vecteur bis-pOEXIII (contenant le fragment bisrnai D-R) sont schématisées en haut à gauche; ces vecteurs 
ont été utilisés pour transformer des boutons floraux de plantes.  Les plantes notées "contrôle" sont transformantes pour le vecteur pOEXIII Pme vide. Les 
plantes RNAi peuvent possèder différents phénotypes comme un nombre augmenté de feuilles et qui sont peu larges (flèches blanches), et/ou  un nombre 
de hampes florales élevé (flèches vertes). De plus, toutes les plantes RNAi présentées ont un retard de croissance.
LB: left border; RB: right border; T1et T2: respectivement,première et deuxième génération de plantes transformantes.
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l’actine 2 correspondant à chaque extraction a servi de contrôle interne. Aucune variation 

significative de la quantité des ARNm de TFIIIAbis et de TFIIIA ainsi amplifiés, n’a été 

observée (données non montrées). Il n’est pas rare que la détection par RT-PCR d’un ARN 

ciblé par une technique de RNAi, ne permette pas d’observer une diminution de la quantité 

de cet ARN. 

Les ARN provenant des plantes RNAi et des plantes contrôles ont servi à des expériences de 

northern blots à l’aide d’une sonde RAN puis d’une sonde ADNr 5S (figure 20). Les 

différents signaux ont été quantifiés et les signaux ARNr 5S ont été normalisés par les 

signaux RAN ; chaque valeur a été rapportée à la valeur contrôle (issue de plantes contrôles) 

(figure 20). Les résultats montrent une réduction du taux global d’ARNr 5S allant d’un 

facteur 1.5 (pour la plante rnai 29E) jusqu’à un facteur supérieur à 3 (pour la plante rnai 14), 

par rapport au taux global d’ARNr 5S des plantes contrôles. Le fait que cette réduction soit 

observée au niveau de plantes issues d’évènements de transformations indépendants par la 

construction RNAi (correspondant aux « lignées » 2, 4, 14, 29, 39 et 40) appuie la 

conclusion que le RNAi dirigé contre TFIIIAbis induit une réduction de la quantité globale 

des ARNr 5S. Toutefois, ce type d’expérience ne permet pas de distinguer si dans ces 

lignées RNAi, la diminution de la quantité des ARNr 5S est due à une réduction de 

transcription ou à une moindre stabilité des ARN.  

 

 Nous avons envisagé différentes expériences pour compléter notre étude de 

TFIIIAbis. Celles-ci sont présentées dans la partie « Discussion et Perspectives » de ce 

manuscrit. 
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Figure 20: Taux global d’ARNr 5S des plantes transformantes.
Des northern blots, avec des ARN de plantes contrôles et de plantes RNAi TFIIIAbis, 
ont été hybridés successivement avec une sonde RAN (RAS-related nuclear protein) et 
une sonde ADNr 5S (au milieu et en haut de la figure, respectivement). Les signaux ont 
été quantifiés et chaque signal 5S a été rapporté au signal RAN correspondant (en bas).
Plantes 39 et 14: plantes T1; plantes 29D, 40E, 14H, 29E, 2A, 4B, et 14D: plantes T2. 
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Matériels et Méthodes 

 
Amplification de TFIIIA et TFIIIAbis 

Les ADNc de TFIIIA et TFIIIAbis ont été amplifiés simultanément en utilisant les primers 

TF3A1 (5’ -ATGGCGGAAGAAGCTAAAGTTG- 3’) et TF3A2 (5’ -

CTAGCAAGTTTCGTGTTCTTCT- 3’) sur une banque d’ADNc de cellules d’Arabidopsis. 

Ces produits PCR ont été clonés en PGEM-T easy puis séquencés. 

Des ARN de cellules d’Arabidopsis, de feuilles, de fleurs et de racines ont été DNasés 

(DNase Roche) puis réverse-transcrits (Expand Roche) avec le primer TF3A2 et amplifiés 

par PCR avec les primers TF3A17 (5’ -CTCACTTGAAGCAGCATATGC- 3’) et TF3A18 

(5’ -TCCTGATGCTTTTGAAGCTGTG - 3’). Des ARN de feuilles de plantes RNAi et de 

plantes contrôles ont été DNasés et réverse-transcrits de la même façon qu’au-dessus, et 

amplifiés par PCR soit avec les primers TF3A17 et TF3A18 pour amplifier simultanément 

TFIIIA et TFIIIAbis, soit avec les primers TF3A19 (5’ –

AGGTCTTACCTATGTTATTGCG- 3’) et TF3A18 pour amplifier uniquement TFIIIAbis. 

 

Clonage de TFIIIA et TFIIIAbis, et purification de protéines recombinantes 

Les ADNc de TFIIIA et TFIIIAbis ont été amplifiés grâce à des primers possédant un site de 

restriction BamHI puis clonés dans le vecteur d’expression pGEX-5X-1 comme décrit dans 

la partie matériels et méthodes de l’article n°1 (Mathieu et al., 2003). 

Ces contructions ainsi que le vecteur pGEX-5X-1 vide ont été utilisés pour transformer des 

E. coli BLR (DE3 pLys).  L’expression des protéines recombinantes a été effectuée comme 

décrit dans la partie matériels et méthodes de l’article n°1 (Mathieu et al., 2003). Les seules 

modifications apportées sont que les cultures de 200 ml ont été incubées à 37°C jusqu’à une 

D.O. (600nm) d’environ 0.6 avant induction, et que les cultures cellulaires après la phase 

d’induction ont été culottées par centrifugation à 4000g pendant 15 mn à 4°C, et reprises 

dans 10 ml de tampon PBS (phosphate-buffered saline) 1X froid. 

 

Retards sur gel ADN et retards sur gel ARN 

Ces expériences ont été réalisées comme décrit dans l’article n°1 (Mathieu et al., 2003). 

 

Transcription in vitro et Expression transitoire des protéines de fusion GFP  

Ces expériences ont été réalisées comme décrit dans l’article n°1 (Mathieu et al., 2003). 
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Transformation de plantes par le vecteur pOEXIII Pme, inducteur de RNAi 

P. Pelczar (Zürich, Suisse) et J. Molinier (IBMP, Strasbourg) ont construit le vecteur 

pOEXIII Pme (données non publiées) à partir du vecteur pOEXhp (Molinier et al., 2004). Le 

vecteur pOEXIII Pme porte une résistance à la spectinomycine en bactérie, et une résistance 

à la sulfonamide en plantes. Le site de clonage qui a été utilisé est le site de restriction 

PmeI ; en amont de ce site, le vecteur porte un promoteur U6, et en aval, un terminateur 

polymérase III (7T). Le fragment bisrnai D-R de 132 pb correspondant à une partie de 

l’exon alternatif présent uniquement dans l’ADNc de TFIIIAbis, a été amplifié avec les 

primers bisrnaiD (5’ -GGTCTTACCTATGTTATTGCGTGA- 3’) et bisrnaiR (5’ – 

GCGTGATCGAGGCTTACTTGCT- 3’), et cloné dans le vecteur pOEXIII en antisens au 

site PmeI. Cette construction a été appelée bis-pOEXIII. 

Des cellules Agrobacterium tumefaciens (souche C58C1) ont été transformées avec les 

vecteurs bis-pOEXIII et pOEXIII Pme par électroporation, puis étalées sur milieu sélectif 

(spectinomycine 25 µg.ml-1). Les cellules Agrobacterium tumefaciens transformées ont été 

cultivées à 29°C sous agitation jusqu’à une D.O.600 de 0.6 à 0.8 en milieu 2YT sélectif (16 g 

tryptone, 10 g yeast extract, 5 g NaCl, pH 7, spectinomycine 25 µg.ml-1). Ces cellules ont 

été culottées par la suite, et resuspendues dans 100 ml de milieu d’infiltration (5 % sucrose, 

0.1 M MgCl2, 0.05 % Silwet ajouté extemporanément). Le milieu d’infiltration a été utilisé 

pour transformer des plantes Arabidopsis thaliana; les graines T1 (première génération de 

graines transformantes) ont été semées sur milieu sélectif (sulfonamide 10 µg.ml-1). Les 

plantules T1 ont par la suite été repiquées sur terreau. Les plantes T1 ont été amenées à 

graines, et ces graines T2 aussi sélectionnées sur antibiotique pour générer les plantes 

transformantes T2. 

 

Extraction d’ARN et northern blot 

Les extractions d’ARN ont été effectuées comme décrit par Mathieu et al. (Mathieu et al., 

2002) sur des plantes âgées de 4 à 5 semaines post-germination. Pour les analyses d’ARN, 2 

µg d’ARN ont été déposés et migrés sur un gel agarose 1%, formaldéhyde 1%, puis 

transférés sur membrane Hybond-N+ (Amersham). Les sondes utilisées (RAN et 5S) ont été 

marquées avec des nucléotides α-32P-dCTP par random priming d’hexamères (Megaprime 

DNA labeling system ; Amersham). Les quantifications des signaux des northern blots ont 

été effectuées au phosphorimager (Molecular Imager FX ; Bio-Rad). 
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Article n°2 

« Changes in 5S rDNA Chromatin Organization and Transcription during 

Heterochromatin Establishment in Arabidopsis » 

Mathieu, O., Jasencakova, Z., Vaillant, I., Gendrel, A.V., Colot, V., Schubert, I. and 
Tourmente, S. (2003)  
Plant Cell, 15, 2929-2939. 
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Comme évoqué dans la synthèse bibliographique (chapitre I, paragraphe 8), l’ADNr 

5S est fortement méthylé au niveaux de ses cytosines (Mathieu et al., 2002). De plus, dans 

cet article, il a été montré que la méthylation de l’ADNr 5S ne semble pas être un 

déterminant suffisant pour réprimer l’expression des gènes d’ARNr 5S. Par exemple, la 

déméthylation de l’ADNr 5S obtenue en cultivant des plantes sur un milieu contenant de la 

5-azacytidine n’induit pas d’augmentation du taux global d’ARNr 5S. D’autre part, il avait 

été montré dans notre équipe qu’il existe deux types d’ARNr 5S : des ARN majoritaires et 

des ARN minoritaires (qui diffèrent des ARN majoritaires par la substitution d’une ou de 

deux bases) (Cloix et al., 2002). Nous avons voulu étudier l’impact de la méthylation de 

l’ADNr 5S et de la structure de la chromatine sur l’expression des ARNr 5S minoritaires. 

Nous avons utilisé des plantes traitées à la 5-azacytidine (dont l’ADN est hypométhylé) et 

des plantes mutantes ddm1 (DDM1 code une protéine de remodelage de la chromatine et sa 

mutation entraîne une décondensation de l’hétérochromatine centromérique et une 

diminution de la méthylation ADN). De plus, nous avons également étudié différents stades 

de développement et différents tissus de plantes sauvages. 

Ainsi, la proportion d’ARNr 5S minoritaires a été corrélée au taux de méthylation de 

l’ADNr 5S : moins l’ADNr 5S est méthylé et plus le pourcentage d’ARNr 5S minoritaires 

est augmenté. En revanche, le taux global d’ARNr 5S suit la quantité du facteur de 

transcription AtTFIIIA. Ceci explique pourquoi dans des plantes traitées à la 5-azacytidine, 

il n’avait pas été détecté d’augmentation de l’expression globale des ARNr 5S (Mathieu et 

al., 2002).  

En collaboration avec le laboratoire d’I. Schubert (Gatersleben, Allemagne), nous 

avons montré que dans des noyaux interphasiques, une partie de l’ADNr 5S co-localise avec 

les chromocentres (qui sont des structures hétérochromatiques) alors que le reste de l’ADNr 

5S forme des boucles émanant de ces chromocentres. Nous avons émis l’hypothèse que la 

fraction des gènes d’ARNr 5S exprimée serait contenue dans les boucles, qui semblent 

porter des marques euchromatiques contrairement aux chromocentres. Une corrélation a pu 

être établie entre la proportion de boucles émanant des chromocentres et le pourcentage 

d’ARNr 5S minoritaires exprimés. En effet, dans des feuilles de plantes ddm1 possédant un 

pourcentage élevé d’ARNr 5S minoritaires, les boucles sont plus fréquentes que dans des 

feuilles de plantes sauvages ayant un pourcentage d’ARNr 5S minoritaires négligeable. 

Dans les plantes ddm1, les boucles d’ADNr 5S seraient de plus grande taille et 

contiendraient donc plus de gènes d’ARNr 5S minoritaires (par rapport à des plantes 

sauvages) qui se trouveraient dans un contexte chromatinien favorable à la transcription.  
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 Ma contribution expérimentale à cette étude a été d’analyser les patrons de 

méthylation de l’histone H3 au niveau des lysines 4 et 9 par des expériences 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) que j’ai effectuées au sein de l’équipe de V. 

Colot (Evry, France). Ainsi, j’ai pu montrer que dans des plantes sauvages, l’ADNr 5S est 

majoritairement associé à la diméthylation H3K9 alors qu’une petite fraction de l’ADNr 5S 

est associée avec la diméthylation H3K4. Dans des plantes ddm1, ces proportions sont 

inversées suggérant ainsi que davantage de gènes d’ARNr 5S possèdent une caractéristique 

euchromatique. De plus, le séquençage des produits d’amplification issus des expériences de 

ChIP, a permis de connaître l’origine génomique des unités 5S immunoprécipitées. De cette 

façon j’ai constaté que dans les plantes sauvages, les loci 5S transcrits sont plus enrichis en 

H3K9me2 que les loci 5S non transcrits, alors que H3K4me2 semble réparti de manière 

uniforme sur tous les loci. Dans le mutant ddm1, ces loci 5S transcrits voient la 

diméthylation H3K4 augmenter et la diméthylation H3K9 diminuer. Ces résultats montrent 

que dans des plantes ddm1, les loci transcrits acquièrent des caractéristiques 

euchromatiques, ce qui est en accord avec des boucles 5S plus importantes et l’augmentation 

de la quantité d’ARNr 5S minoritaires. 
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Article n°3 

« MOM1 mediates DNA methylation-independent silencing of repetitive sequences in 

Arabidopsis » 

Vaillant, I., Schubert, I., Tourmente, S., Mathieu, O.  
EMBO Reports,  en révision. 
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L’article n°2 nous a permis de montrer l’implication de la méthylation ADN dans le 

contrôle de « silencing » des gènes d’ARNr 5S, notamment par l’étude du mutant ddm1. 

Toutefois, la mutation de DDM1 a des effets pléiotropiques sur l’organisation de la 

chromatine et sur différentes marques épigénétiques. Afin d’affiner notre compréhension 

des mécanismes épigénétiques régulant l’expression des gènes d’ARNr 5S, nous avons 

choisi de mener une étude dans des plantes mutantes pour les ADN méthyltransférases 

MET1 et/ou CMT3. De plus, nous avons inclus une étude de l’expression des gènes d’ADNr 

5S dans des plantes mutantes pour la protéine MOM1. MOM1 est une protéine appartenant 

à un mécanisme de « silencing » indépendant de la méthylation ADN (Amedeo et al., 2000; 

Mittelsten Scheid et al., 2002; Probst et al., 2003; Steimer et al., 2000). Il nous paraissait 

intéressant de savoir si MOM1 participe au « silencing » des gènes d’ARNr 5S puisque la 

seule cible endogène de MOM1 identifiée jusque là sont les séquences TSI. 

 Nous avons pu montrer que les gènes d’ARNr 5S sont soumis à une voie de 

« silencing » dépendante de la méthylation ADN (la méthylation CG ayant un rôle 

majoritaire dans ce « silencing »), et à une voie de « silencing » indépendante de la 

méthylation ADN impliquant MOM1. De plus, nous montrons que la mutation de MOM1 

induit une levée de « silencing » sans affecter la méthylation ADN, et également sans 

affecter différentes méthylations de l’histone H3 portées par les gènes d’ADNr 5S. MOM1 

agit donc indépendamment de la méthylation ADN et de la méthylation histone. Nous avons 

étendu notre étude à d’autres séquences localisées au niveau des chromocentres, ainsi qu’à 

différents éléments transposables. Nos résultats démontrent que MOM1 cible les séquences 

hétérochromatiques méthylées hautement répétées (ADNr 5S, répétitions 106B, et 

répétitions centromériques 180 pb), et n’agit pas sur la répression des éléments 

transposables, quelque soit leur localisation génomique. Les éléments transposables 

semblent être ciblés uniquement par la voie de « silencing » dépendante de la méthylation, 

avec MET1 comme acteur principal.  
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Abstract 

The heterochromatic regions around centromeres of animal and plant chromosomes are 

composed of tandem repetitive sequences, interspersed with transposons and transposon-

derivatives. These sequences are largely transcriptionally silent, highly methylated and 

associated with specifically modified histones. Although embedded in heterochromatin, 

Arabidopsis 5S rRNA genes are among the most highly transcribed genes. However, some 

5S genes are silenced and we show here that this silencing can be suppressed by a reduction 

in CG methylation. Importantly, we show that mutation of MOM1 releases 5S repeat-

silencing independently of chromatin properties as illustrated by the absence of detectable 

alteration of DNA and histone H3 methylation patterns. MOM1 prevents also transcription 

of 180-bp satellite repeats and 106B dispersed repeats but not of transposons. Our results 

provide evidence that transcription of densely methylated and highly repetitive 

heterochromatic sequences is controlled by two distinct epigenetic silencing pathways, one 

dependent on, and one independent of DNA methylation. 

 

Introduction 

Except for the nucleolus organizing regions, the heterochromatin of Arabidopsis is clustered 

around centromeres in strongly DAPI-stained chromocenters and predominantly composed 

of tandem repeat arrays interspersed with transposable elements and their truncated 

derivatives. The sequences of these chromocenters are mostly transcriptionally silent and 

distinct patterns of covalent modifications affecting both DNA and histone proteins are 

associated with this repressive chromatin environment (reviewed in Fuchs et al., 2006). 

In plants, DNA methylation patterns at CG sites are maintained by the mammalian 

Dnmt1-orthologue MET1 (METHYLTRANSFERASE1), while CMT3 

(CHROMOMETHYLASE3) is the major methyltransferase that maintains non-CG 

methylation at transposable elements and centromeric repeats (Bartee et al., 2001; Finnegan 

and Kovac, 2000; Lindroth et al., 2001; Lippman et al., 2003; Tompa et al., 2002; Tran et 

al., 2005). Plants deficient in MET1 and CMT3 show a release of silencing from loci located 

in chromocenters (Johnson et al., 2002; Lippman et al., 2003; May et al., 2005; Steimer et 

al., 2000). Mutation of DDM1 (DECREASE IN DNA METHYLATION1), a putative 

SWI/SNF2-like chromatin-remodeling factor, also causes reduced DNA methylation and 

release of silencing at chromocenter sequences (Hirochika et al., 2000; Johnson et al., 2002; 

Lippman et al., 2003; May et al., 2005; Singer et al., 2001; Steimer et al., 2000). Previous 

studies have identified MOM1 (Morpheus’ Molecule1) as a component of a silencing 
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mechanism independent of DNA methylation marks (Amedeo et al., 2000; Mittelsten Scheid 

et al., 2002; Probst et al., 2003; Steimer et al., 2000). In contrast to ddm1, mom1 releases 

silencing of TSI (Transcriptionally Silent Information) repeats at chromocenters without 

altering their DNA methylation status (Steimer et al., 2000). No endogenous targets of 

MOM1 other than TSI have thus far been identified. 

 The tandemly-repeated 5S rRNA genes are exceptional chromocenter sequences due 

to their high transcriptional activity and understanding regulation of 5S gene expression in 

its heterochromatic environment is of particular interest. Although the majority of 5S genes 

are actively transcribed, some 5S genes are silenced in wild-type (WT) plants (Mathieu et 

al., 2003). We show here that silencing of 5S repeats is controlled by DNA methylation-

dependent and by MOM1-mediated, DNA methylation-independent mechanisms. The same 

is true for the centromeric 180-bp satellite and 106B repeats but not for transposable 

elements, which seem not to be targeted by MOM1, irrespective of element type and 

genomic position. In conclusion, our results show that the MOM1-mediated, DNA 

methylation-independent pathway, contributes to silencing of highly repetitive sequences.  

 

Results and Discussion 

We previously described the existence of 5S genes that are silenced in WT plants that we 

named minor 5S genes (Mathieu et al., 2003). Mutations in DDM1 release silencing of 

these, producing transcripts differing from the major 5S rRNA sequence by one or two base 

substitutions (Mathieu et al., 2003). However, because of the indirect effect of ddm1 on 

DNA methylation, it remains unclear whether ddm1-induced release of silencing is mediated 

by loss of DNA methylation or by accompanying changes in chromatin structure. Here we 

directly investigated 5S gene silencing in plants carrying mutations in the DNA 

methyltransferases MET1 and CMT3.  

 In order to rapidly detect the release of 5S repeat silencing, we designed 5S-specific 

primer pairs that cover the entire 5S repeat sequence and used these in RT-PCR 

experiments. One primer pair detected low levels of 5S transcripts of 140 and 210 

nucleotides (nt) in WT Columbia plants (Fig 1A and B). Both 5S transcripts accumulated to 

a higher level in ddm1 than in WT plants and were named 5S-140 and 5S-210, respectively. 

In WT plants of Landsberg erecta and Zürich ecotypes, only 5S-210 transcripts accumulated 

at low levels, showing that the presence of 5S-140 transcripts is polymorphic between 

Arabidopsis ecotypes (Fig 1B). Sequencing of RT-PCR products from WT Columbia and 

ddm1 plants revealed that the 5S-210 transcripts only originate from the transcriptionally 
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active 5S-repeat clusters located on chromosomes 4 and 5 (Supplementary Fig 1). 

Importantly, similar to minor 5S rRNAs, the sequence of the 5S-210 transcripts was 

heterogeneous specifically in ddm1 and frequently displayed one or two nucleotide 

substitutions compared with the major 5S rRNA sequence (Supplementary Fig 1). The 5S-

140 transcript differed from the 5S-210 transcripts by a 70-nt deletion and likely originates 

from shorter 5S repeats present only in Columbia. The presence of high level of 5S-210 

transcript in ddm1 relative to wild-type plants correlates with the release of silencing of 

minor 5S genes in this mutant (Mathieu et al., 2003). Therefore, rather than sequencing 

numerous 5S RT-PCR products to detect the presence of minor 5S RNAs, we used the 

accumulation of 5S-210 transcripts as a marker of silencing release at 5S genes. 

 5S-210 transcripts overaccumulated in met1 but not in cmt3 (Fig 1B). DNA gel blot 

analysis of genomic DNA after digestion with HpaII (inhibited by the methylation of either 

C in the sequence CCGG) and MspI (inhibited by methylation of the outer C in the non-CG 

context CCGG) showed that met1 mutation strongly decreased CG methylation at 5S genes, 

and to a lesser extent non-CG methylation; whereas cmt3 specifically reduced non-CG 

methylation (Fig 1C). The release of 5S gene-silencing in met1 but not in cmt3 refines our 

previous conclusions from ddm1 analysis, indicating that silencing of 5S genes is controlled 

by MET1-mediated CG methylation whereas non-CG methylation has little or no influence. 

Surprisingly, as confirmed by real-time RT-PCR, the met1 cmt3 double mutant releases 5S 

gene silencing to a lesser extent than met1 alone, although DNA methylation was strongly 

reduced at both CGs and non-CGs contexts (Fig 1B and C; see below). 

 MOM1 is part of a silencing pathway that acts independently of DNA methylation 

(Amedeo et al., 2000). We assessed whether this silencing mechanism also operates on 5S 

genes. The 5S-210 transcript level was higher in mom1 than in WT plants although the 

dense cytosine methylation of the 5S genes remained unaffected (Fig 1B and C). The impact 

of mom1 on 5S gene silencing was further confirmed by the high proportion of minor 5S 

rRNA transcripts accumulating in mom1 plants than in WT (Fig 1D). Importantly, chromatin 

immunoprecipitation analysis revealed that the distribution of heterochromatin-specific 

(H3K9me2, H3K27me2) and euchromatin-specific (H3K4me2, H3K27me3) histone H3 

marks at 5S rDNA was not modified in mom1 plants in spite of the release of silencing (Fig 

1E). The antibodies reacted as expected with the control sequences for heterochromatin 

(Ta2) and euchromatin (PFK-β and TUBULIN8) (Fig 1E). These results contrast with the 

drastic changes in histone H3 methylation patterns reported in met1 and ddm1 for several 

heterochromatic sequences, including 5S rDNA (Gendrel et al., 2002; Mathieu et al., 2003; 
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Mathieu et al., 2005; Tariq et al., 2003). Moreover, nuclear architecture is altered in these 

two mutants whereas mom1 nuclei exhibit a WT morphology (Probst et al., 2003; Soppe et 

al., 2002). Together, this suggests that mom1 alleviates silencing of 5S genes without 

altering chromatin properties. These results indicate that in addition to a methylation-

dependent silencing pathway involving MET1, 5S genes are also subjected to a MOM1-

mediated silencing mechanism that acts independently of DNA and histone H3 methylation. 

 The unanticipated weak release of 5S gene silencing in met1 cmt3 compared with met1 

plants motivated us to investigate the expression of TSI, another MOM1 target, in the met1 

cmt3 double mutant background. DNA gel blot analysis revealed that DNA methylation at 

TSI and 5S genes is identically affected by met1, cmt3 and met1 cmt3 (Fig 1C and 

Supplementary Fig 2). TSI transcripts of high molecular weight accumulated in met1, 

showing that TSI silencing is strongly released due to the loss of MET1 (Fig 2A). No TSI 

transcripts were detectable in cmt3 suggesting that, similar to 5S genes, a reduction in non-

CG methylation is not sufficient to strongly alleviate silencing of TSI. However, in contrast 

to the situation observed for 5S genes, the TSI transcript levels were higher in met1 cmt3 

than in either single mutant indicating a synergistic effect of the mutations on release of 

silencing at these repeats. This result suggests that CMT3-mediated non-CG methylation at 

TSI provides an additional epigenetic mark that reinforces MET1-mediated CG methylation 

and gene silencing.  

 In addition to the 5S genes and TSI, chromocenters contain large assemblies of 180-bp 

satellite repeats interspersed with 106B LTR-like dispersed repeats (Fransz et al., 1998; 

Thompson et al., 1996). Therefore, we investigated silencing at 106B and 180-bp repeats in 

the met1, cmt3, met1 cmt3 and mom1 backgrounds. In agreement with previous data (May et 

al., 2005), RT-PCR assays detected a low level of 106B transcripts in WT plants that was 

strongly up-regulated in met1 (Fig 2B). 106B transcripts accumulated at similarly high 

levels in met1 and in met1 cmt3 backgrounds as confirmed by real-time RT-PCR whereas 

the cmt3 mutant showed no increase in 106B transcripts, in spite of a decrease in non-CG 

methylation (Fig 2B and Supplementary Fig 2). This suggests that, similar to 5S genes, 

silencing of 106B repeats is mainly under the control of MET1-mediated CG methylation. 

RT-PCR with mom1 RNA as a template revealed up-regulation of 106B transcription 

relative to WT levels (Fig 2B), without detectable alteration of DNA methylation patterns 

(Supplementary Fig 2). Thus, 106B repeats are also subjected to MOM1-mediated, 

methylation-independent silencing. 
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 Elevated levels of 180-bp repeat transcript were also detected in met1 and to a lesser 

extent in cmt3, confirming previous data (Fig 2C; May et al., 2005). Consistent with the 

impact of cmt3, we observed a synergistic effect of met1 and cmt3 mutations on 180-bp 

repeat transcription as evidenced by the presence of transcripts of intermediate size in the 

met1 cmt3 double mutant. In this respect, 180-bp repeats resemble TSI with CMT3-mediated 

non-CG methylation and MET1-mediated CG methylation cooperating to establish full 

transcriptional silencing. Importantly, mom1 also increases levels of 180-bp repeat 

transcripts (Fig 2C) without detectable modification of DNA methylation status 

(Supplementary Fig 2), showing that MOM1 controls silencing of 180-bp repeats. 

 Chromocenters are enriched in transposable elements in addition to 5S genes, 180-bp 

satellite repeats, 106B dispersed repeats and TSI. RT-PCR confirmed that two of these, the 

Ta3 and Athila retroelements, were not reactivated in mom1 plants (Fig 3), suggesting that 

LTR-retrotransposons are not generally targeted by MOM1 (Steimer et al., 2000). 

Furthermore, we tested transcription of other transposable elements:  two Mutator-like DNA 

transposons located either at chromocenters (MULE At1g40097) or in a euchromatic 

environment (MULE At1g43280), the short interspersed nuclear element (SINE) AtSN1 and 

the SINE-derived tandem repeats located upstream of the FWA gene (FWAtr), the latter 

both residing within euchromatin. All but MULE At1g40097 were reactivated in met1 

background (Fig 3), illustrating that CG methylation suppresses transcription of diverse 

types of transposable elements. Transcripts corresponding to MULE At1g40097 were only 

detected in met1 cmt3, and among all analyzed transposons, only Ta3 and AtSN1 transcripts 

were more abundant in met1 cmt3 than in single mutant backgrounds (Fig 3). Since 

transposable elements of all types are predominant targets of CMT3 (Tran et al., 2005), it is 

likely that non-CG methylation at MULE At1g43280, Athila and FWAtr is also maintained 

by CMT3. In contrast to methylation of CG dinucleotides, these observations indicate that 

CMT3-mediated non-CG methylation does not equally influence silencing of all 

transposable elements. Importantly, none of the transposable elements assessed in the 

present study were reactivated in mom1 (Fig 3). Therefore, we conclude that transposable 

elements are not targeted by MOM1 for silencing, irrespective of their nature and genomic 

location. This further shows that MOM1 affects silencing at fewer loci than DNA 

methylation. 

 Among the targets analyzed in the present study, the 5S genes were the only target for 

which silencing release in met1 cmt3 was weaker than in the met1 single mutant (Fig 1B). 

Southern blot analysis indicated that the MOM1 genomic sequence surrounding the 
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promoter region is methylated in WT plants and loses some CG and non-CG methylation in 

met1 and met1 cmt3 and non-CG methylation in cmt3 (Fig 4A and B). RT-PCR and RNA 

gel blot analyses revealed that the MOM1 transcript was slightly up-regulated in cmt3 and 

met1 cmt3 but not in met1 (Fig 4C and D), suggesting that MOM1 transcription is influenced 

by non-CG methylation. Interestingly, this suggests that the MOM1-mediated silencing 

pathway is itself under the influence of DNA methylation, though MOM1 acts on its targets 

independently of DNA methylation. Given that MOM1 participates in the control of 5S gene 

silencing, we hypothesize that the up-regulation of MOM1 in met1 cmt3 might counteract 

the anticipated release of silencing induced by met1 at 5S genes in the met1 cmt3 double 

mutant. This implies that 5S genes exhibit some yet unknown specific features with respect 

to the other MOM1 targets.  

 Transposable elements appear to be targeted only by a methylation-dependent 

silencing mechanism in which MET1 is the major player. Although CMT3 preferentially 

targets transposable elements (Tompa et al., 2002; Tran et al., 2005), our results suggest that 

non-CG methylation does not equally influence silencing of all transposons. Further studies 

are needed to clarify this issue. On the other hand, our data broaden the spectrum of MOM1 

action and highlight that both methylation-dependent and MOM1 methylation-independent 

silencing pathways cooperate to silence densely-methylated and highly-repetitive 

heterochromatic sequences. As a next step, it will be important to identify additional 

components of the MOM1-mediated silencing pathway in order to gain new insights into 

MOM1 target specificity and mode of action. 

 

Methods 

Plant material 

Plants were grown in soil in a greenhouse with an 18h photoperiod at 22°C. ddm1-2 (Vongs 

et al., 1993) is in Columbia background, met1-1, cmt3-7 (Lindroth et al., 2001) and met1-1 

cmt3-7 (Johnson et al., 2002) strains are in Landsberg erecta background, and mom1-1 

(Amedeo et al., 2000) is in Zürich background. 

 

Gel blot analysis 

DNA gel blot analyses were performed as described previously (Mathieu et al., 2003). Total 

RNA was extracted from leaf tissue using TRI-reagent (Sigma) according to the 

manufacturer’s instructions. For TSI RNA gel blot analysis, 10 µg of total RNA per lane was 
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used; for MOM1 transcript analysis, we used 2-5 µg of polyA+ RNA per lane. The different 

probes used are described in the supplementary information. 

 

Chromatin immunoprecipitation 

ChIP was performed as described previously (Mathieu et al., 2005). The histone-DNA 

complexes were precipitated with antibodies against dimethyl H3K9, dimethyl H3K27, 

trimethyl H3K27 (Perez-Burgos et al., 2004) or dimethyl H3K4 (Upstate Biotechnology). 

ChIP-PCR conditions are described in the supplementary information.  

 

RT-PCR analysis 

Aliquots of 3 µg of total RNA were treated with the RQ1-DNase (Promega) and 100 ng 

DNase-treated total RNA was used as input in semi-quantitative RT-PCR reactions using the 

OneStep RT-PCR kit (Qiagen). Controls were performed without reverse transcriptase to 

detect contaminating DNA. Amplification of ACTIN2 RNA was used as an internal control. 

Conditions for PCR and real-time RT-PCR are described in the supplementary information. 

 
Supplementary information is available at EMBO reports online. 
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Legends to figures 

Fig 1. Release of 5S gene silencing in silencing-deficient mutants. 

(A) A scheme of a 5S repeat showing the position of the primers used in (B) and (D) and the 

regions being amplified. The region corresponding to 5S rRNA is represented by a black 

box. The dotted line indicates the 70-nt deletion in 5S-140 relative to 5S-210. 

(B) RT-PCR detection of 5S-210 and 5S-140 transcripts. Amplification of ACTIN2 was used 

to normalize the amounts of RNA template. Negative controls lack reverse transcriptase (no 

RT). Numbers below the gel indicate the relative RNA levels (R.T.L.) of the 5S-210 

transcript in met1 cmt3 relative to met1 as determined by real-time RT-PCR. met1-1, cmt3-7 

and met1-1 cmt3-7 are in the Landsberg erecta (Ler) background. ddm1-2 and mom1-1 

mutations are in the Columbia (Col) and Zürich (Zh) backgrounds, respectively. WT, wild-

type. 

(C) DNA methylation of 5S genes. Genomic DNA was purified from leaves of three-week-

old plants of the indicated genotype, digested with HpaII or MspI and probed with a 5S 

probe on DNA gel-blots.  

(D) Proportion of minor 5S rRNAs recovered in mom1-1 and ddm1-2 (Mathieu et al., 2003) 

backgrounds. Asterisks denote significant differences to the WT values (P < 0.05; Fisher’s 

exact test). 

(E) ChIP analysis of 5S rDNA using antibodies against H3K9me2 and H3K27me2, specific 

for heterochromatin, and against H3K4me2 and H3K27me3, specific for euchromatin. A 

heterochromatin control (the Ta2 retrotransposon) and controls for euchromatin (the 

phosphofructokinase β-subunit (PFK-β) and the TUBULIN8 (TUB8) genes) are presented. 

Representative gel pictures of three independent replicates are shown.  

 

Fig 2. Mutation of MOM1 reactivates transcription of chromocenter repeats 

(A) TSI transcript accumulation was analyzed by RNA gel-blot analysis using TSI-A15 

probe (Upper). The same blot was hybridized with a RAN probe as a loading control 

(bottom). 

Transcriptional analysis of the 106B LTR-like repeats (B) and of the 180-bp satellite repeats 

(C) was performed by semi-quantitative RT-PCR. Numbers below the gel in (B) indicate the 

relative RNA levels (R.T.L.) of 106B transcripts in met1 cmt3 relative to met1 and were 

determined by real-time RT-PCR. Expression of ACTIN2 was used to normalize the 

amounts of RNA template. Negative controls were performed without reverse transcriptase 

(no RT). The size of the amplicons is indicated on the right. Asterisks in (C) mark the 
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position of transcripts of intermediate size in met1 cmt3. WT, wild-type; Ler, Landsberg 

erecta; Zh, Zürich. 

 

Fig 3. Transcriptional analysis of various transposons. 

Semi-quantitative RT-PCR was performed as described in Methods. Expression of ACTIN2 

was used to normalize the amounts of RNA template. Negative controls lacked reverse 

transcriptase (no RT). The size of the amplicons is indicated on the right. WT, wild-type; 

Ler, Landsberg erecta; Zh, Zürich. 

 

Fig 4. Non-CG methylation influences MOM1 transcription.  

 (A) A schematic representation of the genomic region surrounding the MOM1-gene 

transcription start site (hooked arrow). Recognition sites for the restriction enzymes are 

indicated with their position relative to the outermost NsiI site. The region used as a probe in 

(B) is shown. N, NsiI; H, HpaII; S, ScrFI . 

(B) DNA Methylation analysis of MOM1 promoter region. Genomic DNA of the indicated 

genotypes was digested with NsiI (methylation insensitive) followed by a secondary 

digestion with methylation sensitive restriction endonucleases. The DNA gel-blot was 

probed with a region surrounding the MOM1 transcription start site. MspI and ScrFI report 

on non-CG methylation, whereas HpaII is sensitive to both CG and non-CG methylation. 

Position of size markers is indicated on the right. 

(C) Transcriptional analysis of MOM1 by semi-quantitative RT-PCR. Negative controls 

lacked reverse transcriptase (no RT). The size of the amplicons is indicated on the right. 

Expression of ACTIN2 was used to normalize the amounts of RNA template. 

(D) Northern blot analysis of MOM1 transcript. The same blot was hybridized with a RAN 

probe as a loading control (bottom). Quantifications of the MOM1 transcript signal were 

performed on a phosphorimager (Molecular Imager FX; Bio-Rad) and are indicated below 

the RNA blot. WT, wild-type; Ler, Landsberg erecta; Zh, Zürich. 
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Supplementary Methods 

Probes used in gel blot analyses 

We amplified the probes to detect 5S rDNA and 106B repeats by PCR from genomic DNA 

using 5S-F and 5S-R primers (Kanno et al., 2005) and 106B-F and 106B-R, respectively. 

Probes to detect 180-bp repeats, TSI and RAN (for RAS-related nuclear protein; Haizel et al., 

1997) were amplified from plasmids carrying two tandemly-repeated 180-bp repeats, TSI-

A15 and RAN fragments, respectively. Probe to detect MOM1 promoter region was 

amplified from genomic DNA using primers MOM1-F and MOM1-R; and probe to detect 

MOM1 transcript was amplified from cDNA using CD29-F and CLA3-R (Tariq et al., 

2002). Probes were labeled with [alpha-32P]dCTP using random hexamer priming 

(Megaprime DNA labeling system; Amersham). 

 

Chromatin immunoprecipitation PCR conditions 

Following chromatin immunoprecipitation with the appropriate antibodies, 5S rDNA, Ta2 (a 

heterochromatin control), the phosphofructokinase β-subunit gene At4g04040 and 

TUBULIN 8 (euchromatin controls) were amplified using primers listed in supplementary 

table 1 in a 20 µl PCR reaction, starting with 5 min at 95°C and followed by 21-40 

(depending on the region being amplified) cycles of 95°C, 60°C (54°C for 5S rDNA) and 
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72°C (30 s each) with a final elongation of 5 min at 72°C. PCR products were resolved on a 

3% agarose gel. 

 

Semi-quantitative RT-PCR conditions 

PCR conditions using gene-specific primers were as follow:  

5S-210 and 5S-140 transcripts were amplified using RTPCR5S1 and 5SUNIV2 primers for 

33 cycles (94°C for 45 s, 51°C for 45 s, 72°C for 30 s); 

Ta3 was amplified using primers Ta3 middle-F and Ta3-middle-R (Johnson et al., 2002) for 

35 cycles (94°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 1 min); 

MULE At1g43280 was amplified using primers At1g43280-F and At1g43280-R for 35 

cycles (94°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 1 min); 

106B was amplified using primers 106B-F and 106B-R (May et al., 2005) for 35 cycles 

(94°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 1 min); 

MULE At1g40097 was amplified using primers At1g40097-F and At1g40097-R for 35 

cycles (94°C for 45 s, 50°C for 45 s, 72°C for 1 min); 

Athila-LTR was amplified using primers Athila LTR-F and Athila LTR-R for 35 cycles 

(94°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 90 s); 

FWAtr was amplified using primers FWAtr-F and FWAtr-R (Pontier et al., 2005) for 40 

cycles (94°C for 45 s, 60°C for 45 s, 72°C for 1 min); 

180-bp repeats were amplified using primers 180(all)-F and 180(all)-R (Johnson et al., 

2002) for 30 cycles (94°C for 30 s, 60°C for 30 s, 72°C for 90 s) 

ACT2 was amplified using ACT2-F and ACT2-R primers 25 cycles (95°C for 30 s, 55°C for 

30 s, 72°C for 30 s). 

AtSN1 transcripts were detected using AST15 and ATSN1-F4 primers as described (Herr et 

al., 2005). All PCRs were ended by a final elongation of 10 min at 72°C. Reverse 

transcription reactions and cDNA amplification of MOM1 transcript were performed as 

previously described (Tariq et al., 2002). 

 

Real-time RT-PCR 

Total RNA was extracted using TRI-reagent (Sigma) and aliquots of 3 µg were treated with 

the RQ1-DNase (Promega) to remove genomic DNA. Absence of genomic DNA 

contamination in the RNA samples was then controlled by verifying that a PCR (45 cycles) 

with 180(all)-F and 180(all)-R yielded no amplification. cDNA synthesis was performed on 

1 µg total RNA using random hexanucleotides (Roche) as described previously (Mathieu et 
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al., 2003). One microliter cDNA was used in a 25 µl PCR reaction using the Platinum 

SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) and data were collected using a Roche 

LightCycler. Each real-time RT-PCR run included, as an internal reference, a reaction for 

ACTIN2. The comparative threshold cycle (Ct) method was used to determine relative RNA 

levels. The primer sets were 106Bq-F and 106Bq-R-1 for 106B, 5SUNIV2 and RTPCR5S1 

for 5S-210, ACT2-F and ACT2-R for ACTIN2 (See supplementary table 1).  

 

Detection of minor 5S rRNAs  

Reverse transcription reactions were performed as described (Mathieu et al., 2003). 5S 

cDNA amplification was performed on 50 ng of the cDNA samples using the primers 

RTPCR5S1 and RTPCR5S2 as described previously (Mathieu et al., 2003). Complete 

removal of the 5S genomic rDNA in the reverse-transcribed samples was controlled by 

verifying that a PCR step (40 cycles) using primers 5SUNIV1 and 5SUNIV2 yielded no 

amplification (Mathieu et al., 2003). PCR products were subcloned in the pGEM-T easy 

plasmid and sequencing was performed using a CEQ 2000 Dye terminator cycle sequencer 

(Beckman). Minor 5S rRNA frequencies were compared with Fisher’s exact test for a 2x2 

contingency table and probabilities were calculated from a one-tailed test. 
 

Supplementary Table 1.  
List of primers 

Target Primer Sequence (5’-3’) Metho

d
RTPCR5S1 GGATGCGATCATACCAG 

RT-

PCR, 

ChIP
RTPCR5S2 GAGGGATGCAMCACSAG RT-

PCR
5SUNIV1 CTTTTCGGGCNTTTTNGTG Genom

ic
5SUNIV2 CGAAAAGGTATCACATGCC 

RT-

PCR, 

5S-F TTGGGCTATATTACGGACCCA 

5S rDNA 

5S-R GTCCTGCTTCTTTCGTCGGAG 

Souther

n blot 

probe
TUB8-F ATAACCGTTTCAAATTCTCTCTCTC TUBULIN

8 TUB8-R TGCAAATCGTTCTCTCCTTG 
ChIP 

Ta2-F AAACGATGCGTTGGGATAGGTC 
Ta2 

Ta2-R ATACTCTCCACTTCCCGTTTTTCTTTTTA 
ChIP 

Ta3 middle-F GATTCTTACTGTAAAGAACATGGCATTG

AGAGATa3 
Ta3 middle-R TCCAAATTTCCTGAGGTGCTTGTAACC 

RT-

PCR 
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At1g40097-F GGTTTTGATACCGAATTTTG MULE 

At1g4009

7 
At1g40097-R AGCGGAGGAATATACAACTC 

RT-

PCR 

At1g43280-F GGTTAGGAAAGTGAAGCTTGAG MULE  

At1g4328

0
At1g43280-R CCAGTGAGACAAAGGCATAC 

RT-

PCR 

Athila LTR-F TGTTTCATCCACGTTTCATCTC Athila-

LTR Athila LTR-R AGCAATAAGCGCAACTAATCC 

RT-

PCR 

ATSN1-F4 AAAATAAGTGGTGGTTGTACAAGC 
AtSN1 

ATS15 ACCAACGTGCTGTTGGCCCAGTGGTAAA

TC

RT-

PCR 

FWAtr-F TCCCATTCAACATTCATACGAGCGCCGC 
FWAtr 

FWAtr-R TCTGATATTTGGCTGGAAAAAACAACAA

TAATC

RT-

PCR 

ACT2-F CTAAGCTCTCAAGATCAAAGGC 
ACTIN2 

ACT2-R AACATTGCAAAGAGTTTCAAGG 

RT-

PCR 

106B-F TTGATTGATAGATCCCTTCTGGA 

106B-R CGAGGATGGGGTAATTGAGT 

RT-

PCR 

106Bq-F TCATTATGCTAGGTGGTTGA 

106B 

repeats 

106Bq-R-1 GACAACAAGTTCATTAACCA 

Real-

time 

RT-
180(all)-F ACCATCAAAGCCTTGAGAAGCA 180-bp 

repeats 180(all)-R CCGTATGAGTCTTTGTCTTTGTATCTTCT 

RT-

PCR 

CD29-F GCTCCTCTGCAACTTCAGCAATCATC 

CLA3-R TCATCAATTTGTGTTGTGTGATCAGA 

RT-

PCR; 

Probe 
MOM1-F CCAAACTGGTAATTAAACGTTTG 

MOM1 

MOM1-R TTACTGACAAGAAGCTTTTGGG 

Souther

n blot 

probe
B8F GCCACGAAAACCAAACAGAC PFK-β 

(At4g0404

0)
B8R CCGGAATTTCGATCAATCCT 

ChIP 

 

 

Legend to Supplementary Figure 1. 

Sequence alignments of 5S-210 transcripts. 

(A) Multiple sequence alignment of 5S-210 RT-PCR products from Columbia (Col) wild-

type plants with the major 5S rRNA sequence. (B) Multiple sequence alignment of 5S-210 

RT-PCR products from ddm1-2 mutant plants with the major 5S rRNA sequence. 

Nucleotide positions diverging from the sequence of the major 5S rRNA are highlighted in 

yellow. Dots highlighted in yellow indicate the position of the chromosome-specific T-

stretch (Cloix et al., 2002). Alignments were carried out using the CLUSTALW v.1.8 

software (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/Options/clustalw.html).  
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Legend to Supplementary Figure 2. 

DNA methylation of TSI, 106B LTR-like repeats and 180-bp satellite repeats. 

Genomic DNA was purified from leaves of three-week-old plants and digested with HpaII 

or MspI. The DNA gel-blot was successively hybridized to TSI-A15 (A), 106B (B) and 180-

bp probes (C). WT, wild-type; Ler, Landsberg erecta; Zh, Zürich. 
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Résultats supplémentaires 
 

Parallèlement à l’étude de l’implication de différentes protéines dans la régulation 

épigénétique de l’expression des gènes d’ARNr 5S —DDM1, MOM1 et les ADN 

méthyltransférases MET1 et CMT3— nous nous sommes également intéressés à KYP 

(SUVH4), HDA6, et AGO4.  

AGO4 appartient à la famille des protéines ARGONAUTE et est connue pour être 

impliquée dans le phénomène de RdDM, participant par exemple au « silencing » de FWA 

(Chan et al., 2004). Trois points nous ont amené à formuler l’hypothèse que la voie de la 

RdDM participe au « silencing » des gènes d’ARNr 5S : (i) les gènes d’ARNr 5S sont 

fortement méthylés au niveau des cytosines y compris en contextes asymétriques (Mathieu 

et al., 2002); (ii) de petits ARN correspondant aux gènes d’ARNr 5S sont abondants chez 

Arabidopsis (Xie et al., 2004);  (iii) dans des plantes mutantes ago4, la méthylation de 

l’ADNr 5S est diminuée et la quantité des petits ARN 5S est fortement réduite (Xie et al., 

2004; Zilberman et al., 2004).  

Par ailleurs, Aufsatz et al. ont suggéré que HDA6 permettrait de renforcer le 

phénomène de RdDM (Aufsatz et al., 2002b). De plus, HDA6 participe au « silencing » de 

l’ADNr et d’éléments transposables et la mutation hda6 entraîne une diminution de la 

méthylation ADN de ces cibles (Lippman et al., 2003; Probst et al., 2004). Enfin, dans des 

plantes mutantes kyp, certaines cibles possèdent une réduction de la diméthylation H3K9 et 

de la méthylation ADN, et sont réactivées (Jackson et al., 2002 ; Johnson et al., 2002). 

 

Nous avons étudié l’impact de ces trois mutants sur la méthylation de l’ADNr 5S par 

des analyses de Southern blots. L’ADN génomique de chaque génotype et de plantes 

sauvages a été digéré par les enzymes HpaII ou MspI. Ces expériences ont montré que la 

mutation sil1 (un allèle mutant de HDA6) entraîne une diminution de la méthylation CNG de 

l’ADNr 5S, et que la mutation ago4-1 induit une faible diminution des méthylations CG et 

CNG (figure 21). Contrairement, la mutation kyp-2 n’entraîne pas de réduction de la 

méthylation de l’ADNr 5S mais une légère hyperméthylation CNG (figure 21). Ce résultat 

semble être allèle spécifique, car récemment Ebbs et al. ne l’ont pas observé avec un autre 

allèle mutant de SUVH4 (KYP) (Ebbs and Bender, 2006). Nous avons voulu savoir si ces 

trois mutants ont une influence sur l’expression des gènes d’ARNr 5S. Pour cela nous avons 

analysé l’expression des ARNr 5S-210 (voir article n°3) ainsi que le taux d’ARNr 5S 

116 



Tableau 4. Proportion d’ARNr 5S minoritaires 
Echantillon Nombre total 

de clones a 
Pourcentage d’ARNr 5S 

minoritaires 
Niveau de  

significativité b 

WT(L)  96 1.0 référence 
met1(L) 93 8.6 0.015* 
cmt3(L) 91 8.8 0.014* 
met1cmt3(L) 96 3.1 0.31 
ago4(L) 64 10.9 0.007** 
sil1(L) 71 14.1 0.0009** 
kyp(L) 93 9.7 0.007** 
a Nombre total de clones = nombre de clones ARNr 5S minoritaires + 
nombre de clones ARNr 5S majoritaires obtenus. 
b Niveaux de significativité : *, 0.05 ; **, 0.01 (Fisher’s exact test). 
(L) : écotype Landsberg erecta  
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Figure 21: Méthylation de l'ADNr 5S.
De l'ADN de plantules WT, sil1, ago4-1 et 
kyp-2, a été extrait, puis digéré soit avec HpaII 
(H), soit avec MspI (M). Les échantillons ont 
servi à réaliser des Southern blots qui ont été 
hybridés avec une sonde ADNr 5S.
Les triangles indiquent la bande monomérique 
de 500 pb.

Figure 22: Taux global d'ARNr 5S.
Des extractions d'ARN ont été effectuées dans des plantules WT, met1-1, cmt3-7, 
met1-1cmt3-7, kyp-2, ago4-1 et sil1. Des northern blots ont été réalisés avec ces 
ARN, et hybridés avec une sonde RAN (RAS-related nuclear protein) puis une 
sonde ADNr 5S. Les signaux 5S ont été normalisés avec les signaux RAN. 
L'histogramme représente les résultats d'au moins quatre expériences 
indépendentes. La déviation standard des différentes données est représentée sur 
chaque barre.                         
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minoritaires. Plusieurs expériences indépendantes n’ont montré aucune différence 

d’amplification de l’ARNr 5S-210 dans des plantules mutantes sil1, ago4-1 et kyp-2 par 

rapport à des plantes sauvages (données non montrées). Nous avons alors procédé à des RT-

PCR amplifiant les ARNr 5S de 120 pb qui ont été par la suite séquencés, de la même façon 

que dans l’article n° 2. Ainsi, les mutants  sil1, ago4-1 et kyp-2 possèdent une augmentation 

significative de la proportion d’ARNr 5S minoritaires (tableau 4 ; test exact de Fisher P < 

0.01). Le taux global d’ARNr 5S restant inchangé entre des plantes sauvages et les trois 

génotypes mutants, l’augmentation du taux d’ARNr 5S minoritaires n’est pas due à une 

augmentation globale de la transcription 5S (figure 22). Nous pouvons donc en conclure que 

AGO4, HDA6 et KYP sont impliquées dans la répression de l’expression des ARNr 5S 

minoritaires. De plus, ces résultats montrent que la répression de l’expression d’ARNr 5S 

minoritaires et la répression de l’expression de l’ARNr 5S-210, ne traduisent pas exactement 

le même type de « silencing » 5S. 

Dans l’article n°3, nous avons montré que MET1 participe à la répression de 

l’expression des ARNr 5S-210 et que MOM1 est impliquée dans la répression de 

l’expression à la fois des ARNr 5S-210 et des ARNr 5S minoritaires. Nous avons voulu 

connaître le taux d’ARNr 5S minoritaires dans les mutants met1-1, cmt3-7 et le double 

mutant met1-1cmt3-7. Comme montré dans le tableau 4, les plantes mutantes met1-1 et 

cmt3-7 possèdent une proportion d’ARNr 5S minoritaires accrue par rapport à des plantes 

WT (test exact de Fisher, P < 0.05), alors que leur taux global d’ARNr 5S est inchangé 

(figure 22). Ces résultats confirment que les ARNr 5S-210 et les ARNr 5S minoritaires ne 

permettent pas d’étudier exactement le même type de « silencing » ; ainsi dans des plantes 

mutantes cmt3-7, le niveau d’expression des ARNr 5S-210 est inchangé par rapport à des 

plantes WT, alors que le taux d’ARNr 5S minoritaires est augmenté (article n°3 et tableau 

4). En revanche, parmi les ARN majoritaires et minoritaires amplifiés avec les primers 

encadrant la séquence transcrite de 120 pb, il est probable que des ARNr 5S-210 soient 

dénombrés, les ARNr 5S-210 couvrant la séquence de 120 pb (voir article n°3).  

De façon surprenante, les plantes doubles mutantes met1-1cmt3-7 possèdent un taux 

d’ARNr 5S minoritaires équivalent à des plantes sauvages (tableau 4 ; P > 0.05), 

contrairement aux plantes simples mutantes qui possèdent un taux d’ARNr 5S minoritaires 

augmenté. Ceci appuie les résultats obtenus au niveau des ARNr 5S-210 dont l’expression 

est fortement augmentée dans des plantes met1-1 alors qu’elle est moindrement activée dans 

le double mutant met1-1cmt3-7 (article n°3). Comme déjà évoqué dans l’article n°3, nous 

pouvons formuler l’hypothèse qu’un mécanisme de répression est activé ou renforcé dans 
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les plantes met1-1cmt3-7, et empêche ainsi une dérépression trop importante des gènes 5S. 

MOM1 pourrait être impliqué dans cette répression renforcée étant donné que son 

expression est augmentée dans le double mutant met1-1cmt3-7 et dans le mutant cmt3-7 

(article n°3). Cette hypothèse semble concorder avec l’expression des ARNr 5S-210. En 

revanche, dans les plantes cmt3-7, le taux d’ARNr 5S minoritaires est élevé alors que 

l’expression de MOM1 est augmentée. 
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Discussion et Perspectives 

1. Les facteurs TFIIIA et TFIIIAbis 

 

a. Epissage alternatif 

Nous avons caractérisé le facteur de transcription spécifique des gènes d’ARNr 5S, TFIIIA 

(article n°1). Cette étude rapporte la première caractérisation de TFIIIA chez une plante. 

Une analyse manuelle a permis d’identifier une seule protéine possédant neuf doigts de zinc 

dans les banques de données d’Arabidopsis. Cette protéine ayant la caractéristique 

principale des protéines TFIIIA connues (neuf doigts de zinc), elle était une bonne candidate 

pour être TFIIIA d’Arabidopsis. Cette protéine a été exprimée en bactérie et sa liaison à 

l’ADNr 5S et à l’ARNr 5S, ainsi que son activité transcriptionnelle in vitro, ont été 

démontrées.  

 Lors de l’amplification de l’ADNc de TFIIIA à partir d’une banque d’ADNc de 

cellules d’Arabidopsis, nous avons amplifié deux ADNc résultant de l’épissage alternatif du 

même gène. Le deuxième ADNc code une protéine identique à TFIIIA sur toute sa longueur, 

mais dépourvue des deux premiers doigts de zinc N-terminaux de TFIIIA. Ce produit 

d’épissage alternatif a été appelé TFIIIAbis. Certains épissages alternatifs sont produits 

uniquement dans des conditions de stress, lors de traitements hormonaux, ou de façon tissu 

spécifique (Gong et al., 2004; Kazan, 2003; Li et al., 2006). D’après nos expériences, 

TFIIIAbis est présent dans tous les tissus testés ainsi que dans des cellules en culture qui se 

répliquent activement ; il est de plus la forme majoritaire d’épissage. TFIIIAbis semble donc 

posséder une fonction de « ménage » nécessaire à tout type de cellules d’Arabidopsis.  

L’ADNc de TFIIIAbis contient le cadre de lecture utilisé par TFIIIA, mais celui-ci 

est interrompu par un codon STOP présent au niveau de l’exon alternatif. Ce codon STOP 

peut représenter un codon de terminaison de traduction prématuré (PTC : « premature 

translational termination codon ») et ainsi induire la voie NMD (« nonsense-mediated 

mRNA decay ») qui dégrade les ARNm possédant des PTC (Baker and Parker, 2004; Conti 

and Izaurralde, 2005). Cependant, la voie NMD reste très mal connue chez les plantes. Dans 

un article récent, la mutation du gène codant la protéine AtUPF1 homologue d’une protéine 

impliquée dans la voie NMD chez les mammifères et les levures (Culbertson and Leeds, 

2003), entraîne l’augmentation ou la diminution du taux de transcrits d’un certain nombre de 

gènes en réponse à un traitement au sucrose,  par rapport au taux de ces mêmes transcrits 

dans des plantes sauvages traitées au sucrose (Yoine et al., 2006). En particulier, une forte 

augmentation du transcrit TFIIIAbis dans ces conditions expérimentales, appelé « transcript 

2 » dans cet article, a été décrite par ses auteurs (Yoine et al., 2006). Ceci pourrait suggérer 
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que dans des plantes sauvages traitées au sucrose, une proportion importante des ARNm 

TFIIIAbis est dégradée par la voie NMD. Cependant, les auteurs n’ont pas étudié la stabilité 

des ARNm analysés ni leur taux de transcription. On ne peut donc pas conclure si la 

mutation de AtUPF1 entraîne une augmentation de la stabilité des ARNm TFIIIAbis, une 

augmentation de la transcription du gène TFIIIA, et/ou une augmentation d’une forme 

d’épissage (TFIIIAbis) par rapport à l’autre (TFIIIA). De plus, ces auteurs décrivent une 

augmentation du taux des transcrits du gène TFIIIA (TFIIIA et TFIIIAbis) dans des plantes 

sauvages traitées au sucrose par rapport à des plantes sauvages traitées à l’eau, ce qui montre 

que l’expression du gène TFIIIA répond à un traitement au sucrose. D’ailleurs, ces auteurs 

démontrent que AtUPF1 est impliqué dans la voie de signalisation de réponse au sucre. On 

peut donc en conclure, qu’en réponse au sucrose, la quantité de l’ARNm précurseur transcrit 

à partir du gène TFIIIA (pouvant produire les ARNm matures TFIIIA ou TFIIIAbis) est 

augmentée et que AtUPF1 est impliqué dans le contrôle de la balance des formes épissées 

TFIIIA et TFIIIAbis. 

 

b. Localisation nucléaire de TFIIIAbis 

D’après nos expériences de retards sur gel, TFIIIAbis peut lier l’ADNr 5S ainsi que les 

ARNr 5S. De plus, les transformations transitoires de protoplastes ont montré que TFIIIAbis 

possède une localisation nucléaire, et s’accumule au niveau du nucléole et au niveau 

d’autres foci. On peut donc formuler les mêmes hypothèses que pour TFIIIA (article n°1) : 

(i) TFIIIAbis peut amener les ARNr 5S du nucléoplasme au lieu d’assemblage des 

ribosomes, le nucléole. Comme évoqué dans la partie synthèse bibliographique (chapitre I, 

section 2), il est connu que le transport des ARNr 5S du nucléoplasme au nucléole se fait 

grâce à la liaison de ces ARN par la protéine L5. Etant donné que TFIIIAbis lie les ARNr 

5S, et qu’il est fortement accumulé dans le nucléole, on peut supposer que cette protéine 

permet également le transport nucléoplasme/nucléole des ARNr 5S. (ii) Les foci 

supplémentaires au niveau du noyau peuvent représenter les lieux de liaison de TFIIIAbis 

sur l’ADNr 5S et/ou les corps de Cajal où TFIIIAbis pourrait s’accumuler et être intégré à la 

machinerie transcriptionnelle polymérase III. En effet, les corps de Cajal sont considérés par 

certains auteurs comme des sites primaires d’assemblage de la machinerie transcriptionnelle 

dans le noyau (Gall et al., 1999; Murphy et al., 2002). 
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c. Hypothèses sur la fonction de TFIIIAbis 

TFIIIAbis exprimée en bactéries et en protoplastes, possède les mêmes propriétés de liaison 

à l’ADNr 5S et à l’ARNr 5S et la même localisation nucléaire, que TFIIIA. Les sept doigts 

de zinc de TFIIIAbis sont donc suffisants pour permettre ces liaisons et cette localisation. 

Nous procédons actuellement à des expériences de retards sur gel pour définir si TFIIIAbis 

et TFIIIA lient l’ADNr 5S et l’ARNr 5S avec les mêmes affinités. TFIIIA et TFIIIAbis étant 

toutes deux fortement concentrées au niveau du nucléole, on peut supposer qu’une fois que 

les ARNr 5S sont transcrits, ces deux protéines prennent en charge ces ARN et permettent 

leur transport du nucléoplasme au nucléole où les ARNr 5S sont assemblés au niveau des 

particules ribosomales.  

 Une différence majeure entre TFIIIA et TFIIIAbis est que, dans un système de 

transcription polymérase III in vitro, TFIIIAbis ne stimule pas la transcription d’un gène 

d’ARNr 5S. Les deux premiers doigts de zinc N-terminaux de TFIIIA paraissent donc 

essentiels à la fonction de facteur de transcription de TFIIIA. TFIIIAbis ne possède pas non 

plus d’activité répressive sur la transcription d’un gène d’ARNr 5S in vitro. Nous avons 

voulu expérimenter l’effet d’une déplétion de TFIIIAbis sur l’expression des gènes d’ARNr 

5S in vivo. TFIIIAbis et TFIIIA résultant d’épissages alternatifs du même ARNm 

précurseur, j’ai utilisé une technique de RNAi pour cibler spécifiquement l’ARNm mature 

de TFIIIAbis (celui-ci ayant une partie supplémentaire par rapport à l’ARNm mature de 

TFIIIA). J’ai ainsi créé différentes lignées de plantes RNAi mais l’analyse de l’expression 

de TFIIIAbis et de TFIIIA, par une méthode de RT-PCR, n’a pas permis de voir de variation 

du taux de ces deux transcrits en comparaison avec des lignées contrôles. Ce type 

d’observation est fréquent lors de l’utilisation de technique RNAi. Plusieurs lignées de 

plantes RNAi possédaient des phénotypes contrairement aux lignées contrôles. Ces 

phénotypes semblent être dose dépendants car dans la deuxième génération de plantes 

RNAi, certaines lignées ont perdu leur phénotype, ceci étant certainement lié à la 

ségrégation de certaines insertions de la construction RNAi. Dans différentes plantes RNAi 

de première et de deuxième génération, le taux global d’ARNr 5S est diminué. Ceci indique 

que TFIIIAbis aurait un effet positif sur la quantité globale d’ARNr 5S. TFIIIAbis pourrait 

être impliqué dans la transcription et/ou la stabilisation des ARNr 5S. Etant donné que 

TFIIIAbis ne possède pas d’activité transcriptionnelle in vitro, on peut supposer que cette 

protéine aurait plutôt une fonction permettant de stabiliser les ARNr 5S. Ainsi, dans les 

lignées de plantes RNAi, les ARNr 5S liés normalement par TFIIIAbis se retrouvent alors 

« libres » et pourraient être dégradés ou pris en charge par des protéines TFIIIA. 
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L’association de TFIIIA aux ARNr 5S empêcherait son association à l’ADNr 5S diminuant 

ainsi le taux de transcription. On peut également formuler l’hypothèse que TFIIIAbis agirait 

sur l’organisation chromatinienne de l’ADNr 5S et influencerait de manière positive sa 

transcription. Différentes approches expérimentales supplémentaires sont nécessaires afin de 

trancher entre ces hypothèses (voir « Perspectives de travail»). 

 TFIIIA et/ou TFIIIAbis sont essentielles à la survie des plantes Arabidopsis ; en effet 

un mutant dans lequel un T-DNA est inséré dans la séquence codante du gène TFIIIA/Abis , 

est léthal à l’état homozygote (données non présentées). 

 

2. Impact de la structure de la chromatine sur l’expression des gènes d’ARNr 5S 

L’équipe soupçonnait l’implication d’une régulation épigénétique dans la répression de 

l’expression d’une fraction des gènes d’ARNr 5S, dont les gènes d’ARNr 5S minoritaires. 

Une étude de l’expression de ces derniers a donc été réalisée dans des mutants de TGS. 

Ainsi nous avons pu montrer par des expériences de RT-PCR et de séquençage, que le taux 

de transcrits minoritaires 5S est augmenté dans des plantes mutantes ddm1 (article n°2). 

Dans ce même article, nous avons pu établir clairement, une relation inverse entre le taux de 

méthylation de l’ADNr 5S et le pourcentage d’ARNr 5S minoritaires retrouvé parmi les 

ARNr 5S. En revanche, le taux global d’ARNr 5S dépend du niveau d’expression de son 

facteur de transcription spécifique, TFIIIA, et non pas de la méthylation ADN. Avec la 

méthylation de l’ADN, la méthylation H3K9me2 marque l’hétérochromatine, alors que la 

méthylation H3K4me2 est surtout retrouvée au niveau de l’euchromatine.  Nous avons 

voulu connaître le niveau de ces deux types d’histones méthylées dans des plantes sauvages 

et ddm1. En collaboration avec l’équipe de V. Colot (Evry, France), j’ai réalisé des 

expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) dans ces deux types de plantes. 

Ainsi, nous avons constaté que les niveaux de H3K9me2 et H3K4me2 de l’ADNr 5S de 

plantes sauvages sont inversés dans les plantes ddm1, montrant une concordance entre un 

niveau élevé H3K4me2, un faible niveau H3K9me2, et l’expression des ARNr 5S 

minoritaires. Le séquençage des produits d’amplification PCR réalisée sur l’ADN obtenu 

par ChIP, a permis de déterminer de quels loci 5S provenaient les unités 5S précipitées. 

Dans des plantes sauvages, environ 90 % des unités 5S immunoprécipitées avec un anticorps 

anti-H3K9me2 appartiennent aux loci 5S transcrits (chromosome 4 et grand locus du 

chromosome 5), alors que 10 % proviennent des loci non transcrits. H3K9me2 marque donc 

beaucoup plus les loci transcrits que les loci non transcrits. Les loci 5S non transcrits n’ont 

pas la capacité à être exprimés quelque soit les histones modifiées qui leur sont associées et 
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quelque soit leur méthylation ADN ; contrairement, de nombreux gènes appartenant aux loci 

5S transcrits ont la capacité à être exprimés. On peut spéculer que les histones H3K9me2, 

essentiellement retrouvées au niveau de ces loci 5S « actifs », permettraient d’empécher que 

toutes les unités qui ont la capacité à être transcrites, le soient. 

 Le fait que dans des plantes sauvages les unités ADNr 5S soient associées à la fois à 

H3K9me2 et à H3K4me2, renforce l’idée que deux fractions d’ADNr 5S existent, l’une 

ayant des caractéristiques hétérochromatiques et l’autre des caractéristiques euchromatiques. 

La fraction euchromatique 5S se trouverait au niveau des boucles 5S (qui ont été visualisées 

par une méthode de FISH), serait hypométhylée au niveau de son ADN et porterait des 

histones H3K4me2 ; alors que la fraction hétérochromatique co-localiserait avec les 

chromocentres, serait hyperméthylée au niveau de son ADN, et associée avec des histones 

H3K9me2. On ne peut cependant pas exclure que certains gènes d’ARNr 5S portent ces 

deux types d’histones modifiées.  

 Les données de FISH 5S des noyaux de plantes sauvages et ddm1, considérées avec 

le taux d’ARNr 5S minoritaires dans ces plantes, amènent à la conclusion que la présence 

élevée des ARNr 5S minoritaires dans ddm1 est due à une relocalisation de gènes 5S 

minoritaires dans des boucles euchromatiques. Cependant, dans des tissus (sauvages ou 

ddm1) âgés de deux jours après germination, la proportion des ARNr 5S minoritaires est 

élevée malgré la co-localisation de tout l’ADNr 5S avec les préchromocentres. Soit les 

ARNr 5S extraits dans ces tissus sont produits auparavant, dans la graine ou la fleur, soit les 

marques et/ou les protéines répressives ne sont pas complètement mises en place à ce stade 

de développement, ce qui permet l’expression d’ARNr 5S minoritaires. A ce stade précoce 

de développement, la méthylation de l’ADNr 5S est d’ailleurs peu élevée par rapport à des 

stades plus tardifs (article n°2). Si une transcription des gènes 5S a lieu dans ces tissus de 

deux jours, elle est peu efficace car le taux global d’ARNr 5S est fortement diminué par 

rapport à des tissus de quatre jours ou de trois semaines, bien que l’abondance de TFIIIA 

soit la même dans tous ces tissus.  

 DDM1 est connue pour être une protéine de remodelage de la chromatine, et sa 

mutation provoque de nombreux effets, dont une désorganisation de la chromatine. Nous 

avons utilisé des mutants d’ADN méthyltransférases afin de comprendre plus finement la 

relation entre le « silencing » des gènes d’ARNr 5S et leur méthylation ADN. D’après nos 

résultats, MET1 et CMT3 sont impliquées dans le « silencing » des gènes d’ARNr 5S 

minoritaires ce qui montre que la méthylation CG aussi bien que la méthylation CNG 

réprime l’expression des gènes d’ARNr 5S minoritaires (voir « Résultats 
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supplémentaires »). Nous avons aussi analysé la présence d’ARNr 5S minoritaires dans les 

mutants ago4, sil1, et kyp. Il avait déjà été montré un impact des mutations ago4 et sil1 (un 

allèle mutant de HDA6) sur la méthylation de l’ADNr 5S sans que le « silencing » des gènes 

d’ARNr 5S n’ait été étudié. Les résultats donnés dans la partie « Résultats supplémentaires » 

de ce manuscrit montrent que les effets, très certainement indirects, des mutations ago4 et 

sil1 sur la méthylation ADN, coïncident avec une dérepression des gènes d’ARNr 5S 

minoritaires. Dans les plantes kyp, bien qu’aucun effet sur la méthylation ADN ne soit 

observé, les gènes 5S minoritaires sont déréprimés. Tout comme certains transposons 

(Lippman et al., 2003), les gènes d’ARNr 5S sont la cible de HDA6, KYP, et d’une protéine 

ARGONAUTE (AGO4 dans le cas des gènes 5S). L’ADNr 5S semble être la cible de la 

voie de la RdDM puisque la mutation de AGO4, qui fait partie de cette voie, entraîne une 

forte diminution des siRNA 5S, une baisse de la méthylation de l’ADNr 5S, et une levée de 

« silencing » des gènes d’ARNr 5S minoritaires. 

 Les patrons de méthylation H3K9me2 semblent être maintenus par l’action concertée 

de plusieurs protéines de la famille SUVH à laquelle appartient KYP. Ainsi, la mutation de 

KYP n’a pas d’effet sur H3K9me2 au niveau de l’ADNr 5S (Mathieu et al., 2005). Au 

niveau de certains loci, la méthylation H3K9me2 dirige la méthylation ADN CNG via 

CMT3. Récemment, il a été montré que KYP (SUVH4), SUVH5 et SUVH6 sont toutes les 

trois nécessaires à la maintenance de la méthylation CNG de l’ADNr 5S (Ebbs and Bender, 

2006). Ces résultats suggèrent que l’effet de la mutation de KYP sur le « silencing » des 

répétitions 5S pourrait être indépendant de la méthylation H3K9 et de la méthylation CNG. 

Le nombre élevé des copies de gènes d’ARNr 5S pourrait toutefois masquer un effet ciblé 

de la mutation de KYP sur un nombre limité de répétitions. 

 

3. Découverte d’un nouveau type de transcrit provenant des gènes d’ARNr 5S 

Jusqu’à présent, les ARN provenant de la transcription des gènes d’ARNr 5S mis en 

évidence étaient les transcrits de 120 bases retrouvés au niveau des ribosomes, et les siRNA 

5S. Dans l’équipe, il avait été montré qu’une séquence de quatre T, située en aval de la 

séquence 120 pb au niveau de tous les loci 5S, est suffisante pour la terminaison de 

transcription par la polymérase III (Cloix et al., 2003). 

Lors de notre étude du « silencing » des gènes d’ARNr 5S, nous avons amplifié des 

transcrits de 210 nucléotides par RT-PCR (article n°3). Ces ARN comportent les 120 

nucléotides des transcrits 5S retrouvés au niveau des ribosomes, mais possèdent 90 

nucléotides supplémentaires en 3’ correspondant à une partie de l’espaceur des gènes 5S. 
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Ceci semble contradictoire avec les résultats d’arrêt de transcription de Cloix et al. (Cloix et 

al., 2003). Nous avons obtenu les produits d’amplification de 210 pb par des expériences de 

RT-PCR en une étape dans lesquelles la rétro-transcription se fait en présence du couple de 

primers sens et antisens. L’amplification de ces transcrits de 210 nucléotides en RT-PCR en 

deux étapes (avec l’un ou l’autre de ces primers) a mis en évidence que ce type de transcrits 

proviendrait d’une transcription antisens par rapport aux transcrits de 120 nucléotides 

(données non montrées). Ainsi dans le cas d’une transcription par la polymérase III, le signal 

de fin de transcription ne peut être reconnu. Toutefois, nous ne savons pas si ces transcrits 

sont effectivement produits par la polymérase III, ou par une autre polymérase. Cette 

question est abordée dans la partie « Perspectives de travail ».   

La levée de « silencing » des ARNr 5S minoritaires dans cmt3, sil1, ago4, et kyp 

s’oppose au maintien de la répression transcriptionnelle des ARNr 5S-210 dans ces mutants. 

Ceci indique que la présence de ces deux types de transcrits ne traduit pas exactement la 

même levée de « silencing » au niveau des gènes d’ARNr 5S. Il est difficile de savoir si ces 

deux types de « silencing » se produisent sur les mêmes unités 5S, ou s’ils opèrent sur des 

gènes 5S distincts. 

 

4. « Silencing » dans le double mutant met1cmt3 

Nos résultats ont montré une levée de « silencing » plus importante dans met1cmt3 que dans 

met1 au niveau des séquences TSI, des séquences 180 pb, des éléments transposables Ta3 et 

AtSN1. Cet effet additif des mutations met1 et cmt3 avait été observé auparavant au niveau 

de l’expression des transposons Ta2 et Ta3 (Johnson et al., 2002) et sur la transposition de 

l’élément CACTA (Kato et al., 2003). Ces différentes données indiquent que CMT3 

« silence » certaines cibles indépendamment de MET1 et donc de la méthylation CG.  

Lors de l’étude de l’expression des ARNr 5S minoritaires dans les mutants ADN 

méthyltransférases met1, cmt3, et met1cmt3, une levée de « silencing » des gènes d’ARNr 

5S minoritaires a été observée dans les plantes met1 et cmt3, contrairement au « silencing » 

dans les plantes met1cmt3. Ces résultats peuvent être mis en parallèle avec le fait qu’une 

levée de répression transcriptionnelle des ARNr 5S-210 est observée dans des plantes met1 

et moindrement dans des plantes met1cmt3. Si la légère augmentation des transcrits MOM1 

observée dans des plantes cmt3 et met1cmt3 est le reflet d’un « silencing » indépendant de la 

méthylation ADN, renforcé dans ces mutants, elle pourrait expliquer l’absence d’ARNr 5S 

minoritaires et la moindre levée de « silencing » des ARNr 5S-210 dans les plantes 

met1cmt3. Cette hypothèse est pertinente avec l’absence de levée de « silencing » des ARNr 
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5S-210 dans cmt3 mais pas avec la présence d’ARNr 5S minoritaires dans ce même mutant. 

L’expression des ARNr 5S minoritaires pourrait être plus sensible à une augmentation de la 

voie impliquant MOM1 dans un contexte très déméthylé ADN comme met1cmt3. On ne 

peut cependant pas exclure qu’un autre phénomène explique les variations d’expression des 

ARNr 5S minoritaires et des ARNr 5S-210 dans met1, cmt3 et met1cmt3.  

La levée de « silencing » des séquences répétées (TSI, 106B, 180 pb) qui sont la 

cible à la fois de MET1 et de MOM1, n’est pas diminuée dans met1cmt3 par rapport à met1. 

Les gènes 5S semblent donc posséder une particularité qui en font la cible d’une répression 

additionnelle dans le contexte double mutant met1cmt3. Le « silencing » renforcé dans les 

plantes met1cmt3 au niveau des ARNr 5S minoritaires et des ARNr 5S-210, pourrait 

permettre de ne pas laisser s’installer une dérépression transcriptionnelle trop forte des gènes 

d’ARNr 5S, qui sont déjà parmi les séquences les plus transcrites dans des plantes sauvages. 

 

5.  Impact de MOM1 sur l’expression des séquences répétées hétérochromatiques 

Nous avons montré dans l’article n°3 que MOM1 est impliqué dans le « silencing » des 

séquences répétées hétérochromatiques (les gènes ADNr 5S, les séquences 106B, et les 

répétitions centromériques 180 pb), alors que la mutation de MOM1 ne semble pas affecter 

le niveau d’expression de différents éléments transposables. MOM1 semble donc agir sur 

des séquences ayant une localisation nucléaire (dans l’hétérochromatine) et une organisation 

génomique (séquences répétées) particulières. Contrairement à la plupart des mutants de 

TGS, la mutation MOM1 permet une activation transcriptionnelle dans des contextes d’ADN 

méthylé, et dans le cas des gènes d’ARNr 5S, cette mutation n’induit pas non plus de 

variation des patrons de méthylation de l’histone H3. Par ailleurs, Probst et al. avaient 

montré que dans des plantes mutantes mom1, la levée de TGS de séquences (TSI et locus A) 

se produit sans changement global de la structure de la chromatine, et sans décondensation 

de ces séquences ciblées par MOM1 (Probst et al., 2003). Ces résultats suggèrent que dans 

certains cas, la structure de l’hétérochromatine n’est pas suffisante pour réprimer la 

transcription de séquences répétées et que MOM1 est essentielle pour « silencer » certains 

gènes hétérochromatiques. Ceci est confirmé par les résultats obtenus dans l’article n°3. 

Récemment, il a été montré que dans des plantes mutantes mom1, l’accumulation des 

siRNA 5S est inchangée par rapport à des plantes sauvages (Elmayan et al., 2005) ; d’après 

ce résultat, ces auteurs suggèrent que MOM1 ne serait pas impliquée dans la régulation de la 

transcription des gènes 5S. La dérégulation de l’expression des ARNr 5S minoritaires et des 

ARN 5S-210 démontre au contraire cette implication. Ces levées de « silencing » se 
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produisent donc sans changement de la méthylation ADN, sans modification de la 

méthylation des histones, et sans variation du taux d’accumulation des petits ARN 5S.  

Les données publiées à ce jour ne permettent pas de définir le mode d’action de 

MOM1. Il est intéressant de noter que toutes les cibles de MOM1 sont des séquences 

hautement répétées. Ce type de séquences est sujet à des phénomènes de recombinaison qui, 

s’ils se produisent, peuvent avoir des effets délétères sur le génome. On pourrait émettre 

l’hypothèse que MOM1 serait impliquée dans l’inhibition de cette recombinaison. 

Cependant, le phénotype, le développement et la fertilité normale des plantes mutantes 

mom1 même après neuf générations d’autofécondation favorisent peu cette hypothèse.  

D’après nos résultats et ceux de Mittelsten Scheid et al. (Mittelsten Scheid et al., 

2002), parallèlement à la voie de régulation épigénétique dépendante de la méthylation 

ADN, la voie de MOM1 ajoute un niveau supplémentaire de répression au niveau des 

séquences hautement répétées hétérochromatiques. MOM1 pourrait avoir un rôle direct de 

répresseur de la transcription de ces séquences, et pourrait agir spécifiquement sur celles-ci 

en liant directement l’ADN. La nature de ces séquences répétées et/ou leur localisation 

nucléaire pourraient être impliquées dans le recrutement de MOM1. Enfin, on peut 

également émettre l’hypothèse que MOM1 serait recrutée au niveau de ses cibles via une 

interaction avec d’autres protéines liant directement l’ADN. La caractérisation biochimique 

de MOM1 ainsi que de ses partenaires putatifs est requise afin de mieux comprendre le 

mode d’action de cette protéine.  

La séquence génomique couvrant le promoteur de MOM1 est méthylée au niveau de 

l’ADN. La méthylation CNG de cette séquence est diminuée dans les plantes mutantes cmt3, 

et les méthylations CG et CNG sont réduites dans les plantes met1 et met1cmt3, par rapport 

à des plantes sauvages (article n°3). L’expression de MOM1 est légèrement augmentée dans 

les mutants cmt3 et met1cmt3, ce qui suggère que sa transcription est en partie réprimée par 

la méthylation ADN CNG. Il est intéressant de constater que le gène MOM1 qui code une 

protéine impliquée dans une voie de « silencing » indépendante de la méthylation ADN, est 

lui-même sous l’influence de la voie de « silencing » dépendante de la méthylation. Ainsi, 

un certain équilibre pourrait exister entre ces deux voies de « silencing ».  

 

6. Perspectives de travail 

Au stade de notre étude de TFIIIAbis, il paraît important de caractériser TFIIIAbis sous sa 

forme protéique. Nous avons fait produire des anticorps dirigés contre TFIIIA et d’autres 

dirigés contre TFIIIA et TFIIIAbis. Il nous reste à mettre au point les conditions de western 
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blot, ces deux protéines étant certainement peu représentées parmi les protéines totales de 

plantes. Ces anticorps nous permettraient de prouver l’existence de ces deux protéines, et 

d’avoir un outil important aussi bien pour l’étude de TFIIIAbis que de TFIIIA. Par exemple, 

nous n’avons pas détecté de différence au niveau de la quantité des transcrits TFIIIAbis et 

TFIIIA dans les lignées de plantes RNAi possédant des phénotypes et ayant une diminution 

du taux global d’ARNr 5S. Une analyse des ARN polyA en northerns blots peut être 

envisagée pour détecter le taux des deux transcrits mais le meilleur indicateur du niveau 

d’expression de TFIIIA et de TFIIIAbis serait une détection des protéines. De plus, grâce à 

de tels anticorps, nous pouvons envisager des expériences de cytologie afin de localiser les 

protéines TFIIIA et TFIIIAbis exprimées de manière physiologique. Des expériences 

d’immunolocalisation de TFIIIA couplées à des expériences de FISH permettraient de 

savoir si les loci 5S des deux chromosomes homologues 4 et les grands loci 5S des deux 

chromosomes homologues 5, sont tous actifs ou si certains subissent un « silencing », et si la 

transcription des gènes d’ADNr 5S n’a effectivement lieu qu’au niveau des boucles 

euchromatiques. 

 D’après nos résultats, nous avons formulé l’hypothèse que TFIIIAbis stabiliserait les 

ARNr 5S et /ou aurait un rôle dans l’organisation nucléaire chromatinienne de l’ADNr 5S. 

Si dans les lignées de plantes RNAi, seule l’expression de TFIIIAbis est touchée, nous 

aimerions analyser l’état de la chromatine et des boucles euchromatiques d’ADNr 5S de ces 

lignées. En effet, une diminution de la quantité des ARNr 5S étant observée dans les lignées 

de plantes RNAi, on peut émettre l’hypothèse que cette variation pourrait être due à une 

variation de l’état des boucles d’ADNr 5S. L’expression des différents types de transcrits 5S 

(ARNr 5S minoritaires ; ARNr 5S-210) pourrait aussi être étudiée dans ces plantes afin de 

déterminer si TFIIIAbis possède une fonction ciblant un type de gène ou d’ARNr 5S 

particulier. D’autres expériences peuvent aussi être envisagées, comme des expériences de 

« run-on » et l’étude de la stabilité des ARNr 5S in vitro afin de préciser le mode d’action de 

TFIIIAbis.  

 

Les transcrits 5S-210 ont une taille plus importante que les ARNr 5S de 120 

nucléotides, couvrant ces 120 nucléotides ainsi qu’une partie de l’espaceur des gènes 5S ; il 

existe des petits ARN 5S correspondant également à des séquences de cet espaceur. On peut 

émettre l’hypothèse que les ARNr 5S-210 soient des précurseurs des petits ARN 5S. Etant 

donné que la polymérase IV est impliquée dans la production des petits ARN 5S comme le 

siRNA 1003, il serait donc intéressant d’analyser la transcription des ARNr 5S-210 dans des 
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plantes mutantes pour la polymérase IV. Des résultats récents suggèrent que cette 

polymérase (en particulier la POL IVa) agirait comme une RdRP (Pontes et al., 2006), ce 

qui implique que cette polymérase ne serait pas à l’origine de la transcription des ARNr 5S-

210.  

Il est peu probable que ces ARN soient transcrits par la polymérase III, car les séquences du 

promoteur interne et la séquence TATA-like seraient alors en orientation antisens. Ceci 

pourrait être testé dans un système de transcription POL III in vitro. Si les ARNr 5S-210 ne 

sont transcrits ni par la polymérase IV, ni par la polymérase III, il serait difficile de 

discriminer l’activité de la polymérase I ou de la polymérase II sur cette transcription. La 

connaissance de la nature exacte des ARNr 5S-210 permettrait  éventuellement de savoir 

quelle polymérase permet leur transcription. Des expériences de protection à la nucléase S1 

peuvent être envisagées afin de déterminer la taille précise de ces transcrits. Enfin, des 

expériences de 5’ et de 3’ RACE-PCR permettraient de déterminer le début et la fin de 

transcription de ces ARN.  
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Chez Arabidopsis thaliana, les gènes d’ARNr 5S, transcrits par l’ARN polymérase III, sont présents à 
environ 1000 copies regroupées en blocs situés au niveau de l’hétérochromatine péricentromérique des 
chromosomes 3, 4 et 5. Le chromosome 5 porte un locus d’ADNr 5S sur chacun de ses bras. Seuls les 
loci du chromosome 4 et du bras gauche du chromosome 5 contiennent des gènes d’ARNr 5S transcrits. 
La population d’ARNr 5S est hétérogène chez Arabidopsis et se caractérise par la présence d’un ARNr 
5S dit « majoritaire », représentant plus de 90% des transcrits 5S de la cellule, et d’ARNr 5S 
« minoritaires » différant du transcrit 5S majoritaire par une ou deux substitutions nucléotidiques. Dans 
le cadre de l’étude de la régulation génétique de l’expression des gènes d’ARNr 5S, nous avons 
identifié, cloné et caractérisé TFIIIA d’Arabidopsis, qui est le facteur de transcription spécifique des 
gènes d’ARNr 5S. Lors de cette étude, nous avons également identifié un produit d’épissage alternatif 
du gène TFIIIA, codant une protéine plus courte que TFIIIA dans sa partie N-terminale, dénommée 
TFIIIAbis. L’analyse de lignées RNAi ciblant TFIIIAbis et des expériences de trancription in vitro, ont 
suggéré que TFIIIAbis aurait un effet positif sur le taux global des ARNr 5S, probablement en 
stabilisant ces ARN. Nous avons également mené une étude de la régulation épigénétique de 
l’expression des gènes d’ARNr 5S. Ainsi, nous avons démontré l’implication de la méthylation de 
l’ADN dans la répression de la transcription des gènes d’ARNr 5S minoritaires. L’expression de ces 
gènes est également contrôlée par la voie de répression transcriptionnelle indépendante de la 
méthylation ADN dont MOM1 fait partie. Nous avons identifié un nouveau type de transcrits provenant 
des gènes d’ARNr 5S, appelés ARNr 5S-210. De la même façon que les ARNr 5S minoritaires, 
l’expression des ARNr 5S-210 est contrôlée par la méthylation de l’ADN et par la voie de répression 
contenant MOM1. Enfin, nous montrons que toutes les séquences répétées hétérochromatiques, à 
l’exception des éléments transposables, sont soumises à ces deux voies de répression. 
 
 
 
 

TuáàÜtvà 
 
In Arabidopsis thaliana, polymerase III-transcribed 5S rRNA genes are present at about 1000 copies 
clustered at pericentromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5. The chromosome 5 bears one 
5S rDNA locus on each arm. Transcribed 5S rRNA genes are only present on chromosome 4 and in the 
large locus of left arm of chromosome 5. In Arabidopsis, 5S rRNA pool is heterogeneous and 
characterized by the existence of both a major 5S rRNA (more than 90% of total 5S rRNAs) and some 
minor 5S rRNAs, differing from the major one by one or two base substitutions. Within the framework 
of the study of the genetic regulation of the 5S rDNA expression, we have identified, cloned and 
characterized the transcription factor TFIIIA from Arabidopsis that is specific of the 5S genes. We also 
identified an alternatively spliced product from the TFIIIA gene, named TFIIIAbis, that is shorter than 
TFIIIA in its N-terminal extremity. The data obtained by the targeting of TFIIIAbis by a RNAi 
technique and in vitro transcription experiments, suggest a positive effect of TFIIIAbis on the 5S rRNA 
global rate, probably by stabilizing these RNA. We also studied the epigenetic regulation of the 5S 
rDNA demonstrating the implication of DNA methylation in the silencing of minor 5S genes. In 
addition, MOM1 mediates DNA methylation-independent silencing of these genes. We identified a 
novel transcript originating from 5S genes, named 5S-210 rRNA. As minor 5S rRNA, the expression of 
the 5S-210 transcripts is under the control of DNA methylation and of the MOM1 pathway. Finally, we 
demonstrated that all highly repetitive heterochromatic sequences with the exception of transposable 
elements are controlled by these two distinct epigenetic silencing pathways. 
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