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RESUME

La plasticité phénotypique est la capacité d’'un génotype donné a produire différents
phénotypes en réponse a différents environnements tels que la température, la nutrition ou
encore la présence de prédateurs. Ce phénomeéne permet aux individus de s’adapter a des
environnements fluctuants. Il peut également faciliter I’évolution en élargissant la gamme de
phénotypes produits par un génotype.

Comme modele de plasticité phénotypique, nous étudions la pigmentation abdominale chez
les femelles Drosophila melanogaster. En effet, ce caractéere est sensible a la température :
les femelles drosophiles sont plus pigmentées lorsqu’elles se développent a basse
température, particulierement dans les segments abdominaux postérieurs. Les études
précédentes du laboratoire ont montré que le géene tan (t), codant une enzyme de
pigmentation, est beaucoup plus fortement exprimé a 18°C qu'a 29°C. Par ailleurs, ce géne
joue un role essentiel dans la plasticité phénotypique de la pigmentation abdominale des
femelles Drosophila melanogaster.

Au cours de ma theése, je me suis intéressée a la caractérisation du réseau de génes impliqué
dans la régulation de I’expression de t dans I'épiderme abdominal des femelles Drosophila
melanogaster. J'ai également cherché a identifier, dans ce réseau, les acteurs pouvant
médier |'effet de la température sur |'expression de t.

A l'aide d'une approche géne candidat, j'ai montré que les facteurs de transcription Bric-a-
Brac (Bab) et Abdominal-B (Abd-B) intervenaient dans la plasticité phénotypique de la
pigmentation abdominale en régulant notamment t. De plus, j'ai réalisé un crible génétique
ciblant 573 génes codant des facteurs de transcription et des régulateurs de la chromatine
afin d'identifier de nouveaux régulateurs de t. A l'issue de ce crible, j'ai obtenu une liste de

27 genes impliqués dans cette régulation. J'ai ensuite commencé la caractérisation



fonctionnelle de deux de ces candidats : forkhead box subgroup O (foxo) codant un facteur
de transcription impliqué dans la voie de réponse a l'insuline et little imaginal discs (lid)

codant une histone déméthylase.

ABSTRACT

Phenotypic plasticity is the ability of a given genotype to produce different phenotypes in
response to different environmental factors such as temperature, nutrition or presence of
predators. This phenomenon allows the adaptation of individuals to their fluctuating
environments. It can also facilitate evolution, as it broadens the range of phenotypes
produced by a given genotype.

As a model of phenotypic plasticity, we study the abdominal pigmentation in Drosophila
melanogaster females. Indeed, this trait is temperature-sensitive: drosophila females are
darker when they develop at lower temperatures particularly in the posterior segments. In
the laboratory, it has been previously shown, that tan (t), a gene encoding a pigmentation
enzyme, is more expressed at 18°C than at 29°C. Moreover, this gene plays an essential role
in the phenotypic plasticity of abdominal pigmentation in Drosophila melanogaster females.
During my thesis, | aimed to characterize the gene regulatory network involved in t
regulation in the abdominal epidermis of Drosophila melanogaster females. | also tried to
identify, in this network, the actors mediating the effect of temperature on t expression.
Using a candidate gene approach, | showed that the transcription factors Bric-a-brac (Bab)
and Abdominal-B (Abd-B) are involved in the phenotypic plasticity of abdominal
pigmentation by regulating t. Furthermore, | performed a genetic screen targeting 573 genes
encoding transcription factors and chromatin regulators to identify new regulators of t. At

the end of this screen, | obtained a list of 27 genes involved in this regulation. | then started



the functional characterization of two of these candidates: forkhead box subgroup O (foxo)
encoding a transcription factor involved in the insulin response pathway and little imaginal

discs (lid) encoding a histone demethylase.
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INTRODUCTION

CHAPITRE | — La plasticité phénotypique

I. Qu’est-ce que la plasticité phénotypique ?

1. Définition générale

Dans la nature, les conditions environnementales peuvent fluctuer au cours du temps. Les
organismes doivent donc trouver des solutions pour s’adapter a ces fluctuations. Il existe
ainsi un phénomeéne, appelé la plasticité phénotypique, qui se définit comme étant la
capacité d’'un génotype donné a produire différents phénotypes en réponse aux différents
facteurs environnementaux (Pigliucci, 2001 ; DeWitt et Scheiner, 2004) tels que, par
exemple, la température, la nutrition ou la présence de prédateurs (Agrawal et al., 1999;
Gibert et al., 2016; Leung et al., 2014; Shakhmantsir et al., 2014).

La plasticité phénotypique peut étre une simple réponse a un stress environnemental et étre
maladaptative ou non-adaptative (Smith-Gill, 1983; Stearns, 1989). Le terme « morphose »
est d’ailleurs utilisé par Schmalhausen pour désigner les phénotypes anormaux obtenus
suite a une trop grande pression de I’environnement (Schmalhausen, 1949). Cependant,
dans de nombreux cas, la plasticité phénotypique est adaptative et permet a un génotype
particulier de produire des phénotypes distincts mais optimaux dans différents
environnements. La plasticité phénotypique est, ainsi, souvent une adaptation a des
changements environnementaux prédictibles tels que les variations saisonniéres. Ainsi, elle
permet I'amélioration de la croissance, de la survie et de la reproduction (I’ensemble
représentant la fitness de I'individu). L’acquisition de nouveaux caractéres en réponse aux

facteurs environnementaux peut notamment permettre de coloniser de nouvelles niches
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écologiques ou encore d’échapper a un prédateur (Nandamuri et al., 2017; Schneider and
Meyer, 2017). La vitesse d’adaptation des organismes a un changement environnemental via
la plasticité phénotypique dépend donc du phénotype engendré par le nouvel
environnement et de son adéquation a celui-ci. De fagon surprenante, plusieurs études ont
néanmoins montré que si le phénotype obtenu était trop proche de I'optimum, celui-ci
serait soumis a une sélection de type stabilisante ce qui aurait pour conséquence la
persistance des organismes dans le nouvel environnement mais atténuerait les variations
génétiques du caractere entre individus (Pfennig et al., 2010; Price et al., 2003). En revanche,
si le nouveau phénotype est plus éloigné de I'optimum, alors celui-ci sera soumis a une
sélection de type directionnelle (sélection des phénotypes les plus extrémes) et I’adaptation

sera augmentée (Ghalambor et al., 2007).

La plasticité phénotypique intéresse différentes disciplines comme I’écologie, la biologie du
développement, la génétique, I’évolution ou encore le comportement. Elle existe chez de
nombreuses espéeces qu’elles soient animales ou végétales (Moczek et al., 2011) (Figure 1).
Les modifications du phénotype en réponse a un environnement peuvent se traduire par
exemple, par des changements de pigmentation du pelage ou des ailes selon les saisons
pour certaines espéces animales comme le lievre variable ou certains papillons (Figure 1A-B).
Chez certaines especes de poissons comme Thalassoma bifasciatum, les femelles ont la
capacité de changer de sexe et d’adopter un phénotype « male » en absence de males dans
leur milieu (Figure 1C). Chez les plantes, Ranunculus aquatilis produit des feuilles de formes

différentes dans I’eau ou a I'air libre (Figure 1D) (Moczek et al., 2011; Pfennig et al., 2010).
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De plus, un autre phénomeéne, antagoniste a la plasticité phénotypique, permet de
tamponner les effets génétiques et de I'environnement sur les organismes. Il s’agit de la
canalisation. Celle-ci a été décrite pour la premiére fois par Conrad Hal Waddington en 1942.
Elle permet aux individus, en présence d’une perturbation (environnementale ou génétique),
de maintenir un phénotype sauvage (Waddington, 1942, 1953; Debat & David, 2001). La
canalisation environnementale et la plasticité phénotypique étant opposées, un certain
équilibre doit donc exister entre elles. En effet, la canalisation veille au maintien des voies
essentielles a la survie et a la reproduction de 'organisme en tempérant les effets trop
négatifs que pourrait avoir I’environnement sur le développement de I'individu si celui-ci
exerce une trop grande pression. Néanmoins, cet effet de la canalisation ne doit pas
empécher I'organisme de répondre favorablement aux fluctuations de I’environnement
lorsque celles-ci persistent (Elgart et al., 2015). L’ajustement entre stabilité (canalisation) et
flexibilité (plasticité) dépend a la fois du type et de l'intensité des contraintes ressentis. En
effet, plus I’environnement est stressant, plus la flexibilité sera privilégiée par rapport a la
stabilité (Elgart et al., 2015). Certains mécanismes tels que I'existence de protéines
chaperonnes comme Hsp90 sont connus pour favoriser le phénomeéne de canalisation. En
effet, lors d’'un choc thermique, ces protéines tamponnent I'effet de I'environnement en
protégeant et en maintenant les fonctions des protéines qu’elles assistent (Elgart et al.,
2015; Rutherford and Lindquist, 1998). Ce mécanisme a été notamment décrit chez les
drosophiles, en montrant qu’une mutation de Hsp90 induisait des phénotypes

développementaux anormaux (Rutherford and Lindquist, 1998).
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Figure 1 — Exemples de plasticité phénotypique chez des espéces animales et végétales. A. La
couleur des ailes du papillon de I'espéce Precis octavis change en fonction de la saison. Les ailes sont
de couleur orange pendant la saison humide (27°C) et bleue pendant la saison séche (17°C) (Moczek
et al.,, 2011). B. Chez le liévre variable, la couleur du pelage change également en fonction des
saisons. En hiver, celui-ci est de couleur blanche et de couleur brune en été (Jones et al., 2018). C.
Chez le poisson Thalassoma bifasciatum, la femelle modifie son phénotype et devient un mile en
absence de males dans son environnement (Moczek et al.,, 2011). D. La renoncule Ranunculus
aquatilis produit des feuilles de formes différentes dans I'eau (cercle blanc) et dans l'air (fleche
blanche) (Pfennig et al., 2010).

2. Types de plasticité phénotypique
La plasticité phénotypique peut étre qualifiée de continue/discontinue ou bien de
flexible/inflexible (Stearns, 1989).
On parle de plasticité continue lorsque les variations du phénotype en fonction de
I'environnement sont graduelles et peuvent étre représentées sous forme de normes de
réaction (voir chapitre I, 1.5). Plusieurs exemples existent dans la nature, c’est le cas
notamment de la pigmentation abdominale des femelles Drosophila melanogaster qui

diminue lorsque la température augmente (Gibert et al.,, 2000) (Figure 2A). De fagon
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opposée, on parle de plasticité phénotypique discontinue lorsqu’'un méme génotype a la
capacité de produire un ou plusieurs phénotypes dits discrets a la suite d’'un stimulus
environnemental (Nijhout, 2003). C'est ce que l'on appelle le polyphénisme. Cette
particularité est retrouvée, par exemple, chez les insectes sociaux tels que les abeilles Apis
mellifera qui présentent deux castes, la reine et les ouvrieres. La différenciation des larves
en reine ou en ouvriere dépend en partie de |'alimentation de celles-ci au cours du
développement (Kucharski et al., 2008). On retrouve également du polyphénisme chez
plusieurs espéces de papillons telles que Araschnia levana chez qui les ailes arborent des

couleurs différentes en fonction de la saison (Figure 2B) (Nijhout, 2003).
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Figure 2 — Exemples de plasticité phénotypique continue et discontinue. A. Exemple de plasticité
continue. La pigmentation abdominale des segments postérieurs (Abd 5-7) d’'une population de
drosophiles de I'espéce Drosophila melanogaster vivant en France (trait plein) ou en Inde (trait
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pointillé) diminue lorsque la température augmente. En effet, la pigmentation est plus forte a 13°C
qu’a 22°C ou encore qu’a 31°C (Gibert et al., 2000). B. Exemple de plasticité discontinue chez le
papillon Araschnia levana. En fonction de la saison, cette espéce de papillon arbore des couleurs
d’ailes différentes (Nijhout, 2003).

Par ailleurs, la plasticité phénotypique peut également étre qualifiée d’inflexible
(irréversibilité) ou de flexible (réversibilité). Elle est inflexible lorsque les caractéres acquis en
réponse a l'environnement ne peuvent étre changés. Cest le cas de la plasticité
développementale (Stearns, 1989; Debat and David, 2001), comme la pigmentation des ailes
de papillons précédemment illustrée. De méme, chez I'espéce Drosophila melanogaster, le
profil de pigmentation abdominale est également irréversible une fois I'organisme a I'état
adulte (Gibert et al., 2000). En revanche, certains phénotypes acquis suite aux conditions
environnementales peuvent étre flexibles (ou réversibles). C’'est le cas du changement de
couleur du pelage du lievre variable qui a lieu tous les ans. Des exemples de plasticité a I’état
adulte ont également été observés. Par exemple, les cichlidés du lac Malawi sont capables
d’altérer leur sensibilité visuelle en fonction de l'intensité de la lumiére en modifiant

I’'expression des genes codant les opsines (Nandamuri et al., 2017).

3. Plasticité phénotypique et évolution
La plasticité phénotypique peut générer entre individus de la méme espéce des différences
phénotypiques habituellement observées entre individus d’espéces différentes. Il est donc
légitime de s’interroger sur son réle dans I’évolution. Cependant, I'étude de la plasticité

éme

phénotypique a été quelque peu marginalisée au cours du XX°"° siecle et n’a pas été
intégrée a la théorie synthétique de I’évolution. Ce n’est que relativement récemment que

son réle dans I’évolution a été pris en compte et pour bien I'apprécier, il convient de retracer

les différentes étapes de cette intégration.
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Le concept de « plasticité phénotypique » a été proposé en 1965 par Bradshaw qui étudiait
I'effet des variations de I'environnement sur les plantes (Bradshaw, 1965). Cependant, I'effet
de I’environnement sur les organismes a été décrit dés le début du XX*™ siécle. Ainsi en
1909, le biologiste Richard Woltereck a étudié le phénotype de différentes lignées de
daphnies en fonction de la concentration en nutriments dans le milieu. Il s’est alors rendu
compte que les lignées ne présentaient pas les mémes morphologies dans un méme
environnement mais que cette réponse phénotypique pouvait en revanche étre la méme
dans un autre environnement. Woltereck a alors illustré cette plasticité phénotypique en
dessinant pour la premiére fois un graphe qu’il a ensuite appelé norme de réaction
(« Reaktionorm ») (Woltereck, 1909). La norme de réaction représente les valeurs du
caractére étudié en fonction de I’environnement. En dépit de cette découverte, Woltereck a
cependant mal interprété ses observations en ne distinguant pas le génotype du phénotype.
C'est en 1911 que le généticien Wilhelm Johannsen va réutiliser le concept de norme de
réaction de Woltereck et étre le premier a distinguer théoriquement et expérimentalement
les bases génétiques qui constituent un individu, le « génotype » et I'expression du génotype
qui permet d’aboutir a 'ensemble des caractéres d’'un organisme dans un environnement
donné, le « phénotype » (Johannsen, 1911). Méme si le concept de plasticité phénotypique
n’avait pas été formulé a cette époque, la notion d’'une éventuelle interaction entre
environnement, phénotype et génotype était née. Néanmoins, I'effet de I'environnement
sur le phénotype ne sera pas vraiment pris en compte dans la théorie de I'évolution. Une
minorité de chercheurs s’y sont intéressés. Parmi ceux-ci, Waddington, qui a été le premier a
décrire le concept de canalisation, va également en 1952 introduire le concept d’assimilation

génétique. Il a montré, en réalisant des expériences sur le modele Drosophila melanogaster,

que des caractéres initialement induits dans un environnement particulier pouvaient étre
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« fixés » dans la population par assimilation génétique. Ces nouveaux caracteres étaient en
effet par la suite maintenus dans la population en absence du facteur environnemental
initial (Waddington 1952, 1956, 1959). L'une des expériences menées par Waddington a été
de soumettre des drosophiles au stade de pupes a un choc thermique (40°C) pendant 4
heures ce qui a eu pour conséquence |'apparition d’ailes anormales chez 40% des
drosophiles adultes. Waddington a ensuite sélectionné une lignée avec des ailes anormales
et une lignée sans ailes anormales. Dans la lighée possédant les défauts d’ailes, il a observé
une augmentation de la fréquence de ce phénotype dés la douzieme génération et ce en
absence de forte température. Le nouveau caractére a ainsi été « fixé » dans la population
par assimilation génétique (Waddington, 1952). L’assimilation génétique n’est possible que
si la population présente de la variation génétique cryptique (mutations neutres) non
exprimée dans l'environnement de départ (Waddington, 1952). En effet, certaines
expériences de Waddington ont été répétées avec des lignées avec ou sans variation
génétique et I'assimilation génétique n’a été possible qu’avec des lignées portant de la
variation génétique (Bateman, 1959). Le changement d’environnement va donc pouvoir
révéler cette variation génétique cryptique et pourra avoir un effet délétére ou au contraire
agir comme un catalyseur de la diversité des phénotypes (Ghalambor, 2007; Lande, 2009;
Waddington, 1953). Récemment, il a été montré que des mutations induites par
I’environnement pouvaient également étre impliquées dans I'assimilation génétique (Fanti
et al., 2017). Parce qu’elle démontre la possibilité de fixer un phénotype initialement induit
par I’environnement, I'assimilation génétique découverte par Waddington a des implications
majeures en biologie évolutive.

En paralléle, le zoologiste Ivan Ivanovich Schmalhausen qualifie le concept de canalisation

comme d’un « auto-regulatory mechanism ». En effet pour Schmalhausen, ce concept
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englobe I'ensemble des mécanismes qui stabilisent la morphologie de I'organisme en
réponse aux effets négatifs de [I'environnement (Schmalhausen, 1949). De plus,
Schmalhausen va également proposer l'idée de « stabilizing selection » (ou « sélection
stabilisatrice ») en s’appuyant sur le concept de « normes de réaction ». Cependant,
Schmalhausen ne va jamais utiliser le terme de « plasticité ». Ainsi, Schmalhausen et
Waddington ont donc permis d’amener la notion que les normes de réaction peuvent étre
héritées et surtout évoluer au cours du temps grace a la sélection.

Un peu plus tard, en 1965, Anthony Bradshaw a donc défini explicitement pour la premiére
fois la plasticité phénotypique dans sa revue intitulée « Evolutionary Significance of
Phenotypic plasticity in Plants »: « The amount by which the expressions of individual
characteristics of a genotype are changed by different environments is a measure of the
plasticity of these characters. Plasticity is shown by a genotype when its expression is able to
be altered by environmental influences » (Bradshaw, 1965). De facon intéressante, il évoque
également I'importance du contréle génétique dans le processus de plasticité phénotypique.
Il est notamment le premier a argumenter sur le fait qu’un méme génotype peut présenter
des plasticités différentes pour différents traits en réponse a différentes conditions
environnementales, le tout étant soumis a des contrdles génétiques appropriés (Bradshaw,
1965). Bradshaw s’est également intéressé aux différents types de sélection qui pourraient
favoriser I’évolution de la plasticité ainsi que les colts que pourraient engendrer ce
phénoméne (Bradshaw, 1965).

Plusieurs revues et études vont découler des recherches de Bradshaw (Richards et al., 2006;
Via, 1993; Sultan, 1995). En effet, encore aujourd’hui ses recherches sont utilisées pour
essayer de comprendre et de modéliser les mécanismes mis en jeu dans le processus de

plasticité phénotypique.
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Dernierement, la biologiste Mary Jane West-Eberhard a proposé une nouvelle approche qui
met cette fois-ci plus en avant le role de I'environnement sur le développement et relégue
au second plan le réle de la génétique. En effet, West-Eberhard définit dans un premier
temps |’ « accommodation phénotypique » comme étant un ajustement adaptatif des
individus face a I’hétérogénéité de I’environnement sans modifications génétiques qui
aboutit a la création d’'un nouveau phénotype (West-Eberhard, 2005b). Cet ajustement peut
étre physiologique, comportemental ou morphologique. Aprés adaptation et sélection, il
peut y avoir « accommodation génétique » si des variations génétiques apparaissent et
participent a I'établissement de ce nouveau phénotype. L'ensemble participerait a
I’évolution des caractéres et des especes (West-Eberhard, 2005b). Pour West-Eberhard, les
genes agissent donc comme des « suiveurs » plutét que comme des « leaders » responsables
de la modifications des caracteres d’un organisme (West-Eberhard, 2005a). La plasticité
phénotypique jouerait donc un réle majeur dans certains processus évolutifs. Cela s’oppose
a l'idée que la plasticité phénotypique est au contraire un frein dans le processus d’évolution
des espéces parce que |'établissement des nouveaux phénotypes n’est pas toujours
accompagné de changements génétiques (Agrawal et al., 1999; West-Eberhard, 1989).

De plus, dans les années 2000, en se basant sur le concept d’assimilation génétique de
Waddington, West-Eberhard a proposé I'hypothése du « flexible stem » (West-Eberhard,
2003). Cette hypothése propose que, dans certains cas, une espéce ancestrale pourrait étre
a l'origine de la production de lignées aux phénotypes divergents. En effet, cette espece
ancestrale, en réponse a I'’environnement, aurait produit des phénotypes alternatifs qui
auraient par la suite été « fixés » par assimilation génétique. Cette hypothése serait donc en
faveur d’un réle majeur de la plasticité dans I’évolution et la diversification des espéces. Elle

illustre notamment le phénoméne de radiation adaptative (Figure 3) (Pfennig et al., 2010;
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Schneider and Meyer, 2017). En effet, la plasticité phénotypique peut favoriser la radiation
adaptative en permettant une diversification rapide des espéces a partir d’'une méme espece
ancestrale plastique. Cette évolution est possible notamment lorsque de nouvelles niches
écologiques sont disponibles (Schneider and Meyer, 2017). Par exemple, chez certains
poissons cichlidés, la réponse des os de la machoire a la dureté de la nourriture semble étre
un cas de plasticité phénotypique ancestrale. En effet, il semblerait que deux lignées
actuelles présentant des machoires différentes correspondent aux phénotypes alternatifs de
I'espéce ancestrale (Gunter et al., 2017; Muschick et al., 2011). En conclusion, de nombreux
auteurs accordent maintenant un réle important a la plasticité phénotypique dans
I’évolution (Moczek et al., 2011; Pfennig et al., 2010). Certains ont méme estimé que c’était
une des raisons justifiant de modifier la théorie de I"évolution en parlant de « synthése
évolutive étendue » (EES) (Laland et al., 2014), tandis que d’autres considérent que ces
travaux, notamment ceux de West-Eberhard, ont bien été intégrés a la synthese évolutive en

cours (Wray et al., 2014).

Echelle de temps

- e = = - - Deux
populations
ont divergé

Temporally heterogeneous habitat

Lignée de départ

___________________ Deux
; . populations
ont divergé

Figure 3 — Schéma illustrant le « flexible stem hypothesis » de West-Eberhard. (A) et (B) Une espéce
ancestrale peut, en s'adaptant & un nouvel environnement hétérogéne, produire différents
phénotypes alternatifs par plasticité phénotypique. Si la valeur sélective de ces phénotypes est
élevée, deux populations avec des phénotypes divergents peuvent alors évoluer dans des
environnements différents (Schneider and Meyer, 2017).
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4. Colts et limites de la plasticité phénotypique

Bien que la plasticité phénotypique apporte des bénéfices certains aux organismes, il existe
néanmoins des contraintes évolutives telles que des colts et des limites qui empéchent un
organisme de présenter une plasticité absolue ou « infinie », c’est-a-dire un individu avec
une fitness la plus idéale possible (Auld et al., 2010; Murren et al., 2015).

Les colts de la plasticité sont associés aux défauts de fitness que peut avoir un individu
plastique comparé a un individu non plastique suite a un changement de phénotype en
réponse a I’environnement. Quant aux limites de la plasticité, elles se définissent comme le
phénotype « absolu » (le plus optimum) jamais complétement atteint par un individu
(Dewitt et al., 1998; Murren et al., 2015). La figure 4 présente les cing colts et les cing

limites proposés (Dewitt et al., 1998).

Les deux codts les plus étudiés sont le colt de maintien et le colt de la production (Van
Tienderen, 1991; Moran, 1992; Padilla and Adolph, 1996). Plusieurs études ont démontré
que le colt de maintien aurait un role déterminant puisqu’il empécherait les organismes
d’atteindre le phénotype optimal (Padilla and Adolph, 1996). Concernant les limites,
I'implication de certaines d'entre elles est controversée et il est trées complexe de démontrer

le réle de chaque limite dans I’évolution de la plasticité phénotypique (Auld et al., 2010).
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Figure 4 — Colits et limites de la plasticité phénotypique. A gauche, les différents colts liés a la
plasticité phénotypique. A droite, les différentes limites de la plasticité phénotypique.

Une des limites de la plasticité phénotypique concerne la fiabilité de I'information. Il faut en
effet que le signal environnemental pergu induisant un phénotype particulier prédise avec
une bonne fiabilité un milieu dans lequel ce phénotype sera optimal. Les lievres variables
vivant en Amérique du Nord muent en automne en réponse au changement de la durée du
jour et portent un pelage blanc en hiver. Cependant, a cause du réchauffement climatique, il
y a moins de neige en hiver. Le changement de longueur des jours n’est donc plus un
annonciateur fiable de la couverture neigeuse a venir. Les lievres sont donc d’avantage
visibles et vulnérables face aux prédateurs en hiver. Dans ces conditions, la fitness de ces
individus diminue et la plasticité phénotypique a un colt important (Figure 5) (Mills et al.,

2013; Zimova et al., 2016).

Figure 5 — Exemple de la couleur du pelage chez les lievres d’Amérique du Nord pour illustrer la
limite de la fiabilité de 'information. A. B. Le liévre variable d’Amérique du Nord a la capacité de
changer la couleur de son pelage en fonction des saisons. Il présente un pelage brun en été et un
pelage blanc en hiver. C. D. A cause du réchauffement climatique, les changements de la couleur du
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pelage ne se fait pas au bon moment. Sur la figure C, le liévre n’est pas complétement brun et sur la
figure D, le liévre porte un pelage entiérement blanc en absence de neige (Mills et al., 2013).

5. Description et étude de la plasticité phénotypique : les normes de réaction
L’outil le plus couramment utilisé aujourd’hui pour étudier la plasticité phénotypique est la
norme de réaction. Les normes de réaction représentent I'ensemble des valeurs du
phénotype étudié en fonction des valeurs de I'environnement choisi (Woltereck 1909). Elles
se présentent sous la forme de courbes, chacune correspondant a un génotype particulier.
L’allure des courbes permet de visualiser I'effet du génotype, I'effet de I’environnement et
de l'interaction entre le génotype et I'environnement, sur le phénotype étudié (Figure 6). En
effet, si on compare deux génotypes, lorsque les courbes sont paralléles et que la valeur du
phénotype ne change pas en fonction de I’environnement, ceci traduit le fait que seul le
génotype a un effet sur le phénotype étudié. Dans ce cas-la, les deux génotypes ne sont pas
plastiques (Figure 6A). Lorsque les courbes sont paralléles et que la valeur du phénotype
change en fonction de I'environnement, ceci traduit le fait que le génotype et également
I'environnement ont un effet sur le phénotype étudié. Dans ce cas-la, les deux génotypes
sont plastiques mais répondent de la méme facon a l'environnement (Figure 6B). En
revanche, lorsque les courbes ne sont pas paralléles, ceci traduit le fait qu'il y a un effet de
I'interaction entre le génotype et I’environnement (accompagné ou non, suivant les cas, d'un
effet du génotype ou de I'environnement seul), c'est-a-dire que les deux génotypes
répondent difféeremment a I'environnement (Figure 6C). Si les deux génotypes portent, I'un
I'allele sauvage d'un géne et l'autre un allele mutant du méme géne, ce résultat révéle un

role de ce gene dans la plasticité du phénotype étudié.

INTRODUCTION 15



— Génotype 1

A B C — Génotype 2
250 EffetG 250 - EffetsG et E 250 ~ Effets G, E et GxE
200 - — 200 200 -
150 A 150 + 150 +
100 f— 100 - 100 /
50 - 50 - 50 -
0 0 T ] 0 T ]
Environnement Environnement Environnement Environnement Environnement Environnement
1 2 1 2 1 2

Figure 6 — Exemples de normes de réaction. La courbe bleue représente le génotype contréle
(Génotype 1) et la courbe orange le génotype mutant (Génotype 2). A. Exemple de normes de
réaction montrant un effet du génotype uniquement. B. Exemple de normes de réaction montrant un
effet du génotype et un effet de I'environnement. C. Exemple de normes de réaction montrant un
effet du génotype, de I'environnement et une interaction entre le génotype et I'environnement. (G :
génotype, E: environnement, GXE : interaction génotype et I'environnement) (D’aprés Pigliucci
2001).

Les normes de réaction sont analysées en estimant les effets du génotype, de
I'environnement et de l'interaction entre génotype et environnement (qui correspond a
I'effet du génotype sur la plasticité phénotypique (GxE)) a I'aide de tests statistiques tels que
I'analyse de variance (ANOVA). L'ANOVA calcule la variance phénotypique totale (Vp) qui
peut s’écrire sous forme d’'une équation Vp = Vg + Vi + Vaxe + Vg avec Vg représentant la
variation génétique, Ve la variation de I'environnement, Ve la variation de l'interaction

entre génotype et environnement et Vg I'erreur résiduelle.

Il. Les bases génétiques et moléculaires de la plasticité phénotypique

1. Les bases génétiques de la plasticité phénotypique

La plasticité phénotypique est un caractére quantitatif a part entiére, sous contréle

génétique, qui peut étre soumis a la sélection et évoluer (de Jong, 2005 ; Scheiner, 1993a).
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L’existence de « génes de plasticité » a cependant longtemps fait débat. En effet, méme si
Bradshaw a été le premier a explicitement parler de contréle génétique de la plasticité
phénotypique, tous les biologistes et évolutionnistes ne se sont pas ralliés a cette idée (Via,
1993, Bradshaw, 1965). Via a considéré en 1993, que I'évolution de la plasticité n’était
qu’une conséquence d'une sélection sur le phénotype moyen différente dans des
environnements distincts et qu’il n’était pas nécessaire de postuler I'existence de genes de
plasticité (Via et al., 1993). En revanche, d’autres auteurs tels que Scheiner, Schlichting et
Pigliucci ont rétorqué a Via que la plasticité d’un trait et la moyenne de ce trait pouvaient
évoluer indépendamment car elles sont sous le controle de genes différents (pour revue,
Gibert, 2017).

En 1995, le débat s’est finalement conclu en faveur de I'existence de génes de plasticité. Afin
de comprendre les mécanismes génétiques impliqués dans le processus de plasticité
phénotypique, deux effets génétiques ont été proposés : la « sensibilité allélique » et
I'existence de « génes régulateurs ». La « sensibilité allélique » correspond aux génes dont
I'expression est sensible a I'environnement alors que les « génes régulateurs » font
référence a un groupe de genes dont I'activité régulatrice change en réponse aux stimuli de
I’environnement ce qui induit une régulation différentielle de leurs cibles (Via et al., 1995).
Ces travaux théoriques ont été suivis d’études expérimentales visant a identifier des génes
impliqués dans la plasticité phénotypique. Des approches « gene candidat » ont permis
d'identifier des génes important dans la plasticité de certains phénotypes. C'est par exemple
le cas du gene distalless (DIl) chez le papillon Bicyclus anynana. Celui-ci présente un
polyphénisme saisonnier et développe des ocelles au niveau de |'aile ventrale pendant la
saison humide qui ne sont pas présents en saison séche. Des études ont montré que le gene

distalless (DIl) était impliqué dans la formation de ces ocelles et que son expression était

INTRODUCTION 17



sensible a la température (Brakefield, 1996; Monteiro et al., 2013). A I'échelle du génome
entier, deux types d'approches expérimentales ont été utilisés. Des recherches de
« Quantitative Trait Loci » (QTL) sur différentes espéces (nématode, drosophile, levure) ont
permis d’identifier des régions du génome ayant un effet différent sur le phénotype suivant
I'environnement (Bergland et al., 2008; Gutteling et al., 2007; Yadav et al., 2016). Des
analyses de transcriptomes sur des organismes présentant un phénotype plastique ont
permis de mettre en évidence des génes impliqués dans le phénotype étudié et dont
I'expression était modifiée par I'environnement. C'est par exemple le cas de la pigmentation
des ailes du papillon Junonia coenia, qui varie suivant les saisons (Daniels et al., 2014). Un
autre exemple bien documenté est celui de la réponse a la salinité chez le poisson Fundulus
heteroclitus (Whitehead et al., 2011). Certains génes identifiés dans ces études sont de bons
candidats pour jouer un réle dans la plasticité du phénotype, méme si, dans ces exemples,

les études fonctionnelles pour le prouver formellement n'ont pas été réalisées.

2. Mécanismes moléculaires impliqués dans la plasticité phénotypique

D’autres études ont concerné les mécanismes moléculaires et régulateurs de la plasticité
phénotypique. Elles ont permis de mieux comprendre quelles sont les voies et les processus
conduisant a une modulation du phénotype en réponse a I’environnement (pour revues,
Beldade et al., 2011; Projecto-Garcia et al., 2017).

a. Implication de la modulation de I’expression des genes

La plasticité phénotypique permet aux individus de s’adapter trés rapidement a leur nouvel
environnement. Il a notamment été montré que le changement de phénotype pouvait
s’accompagner de variations du transcriptome. En fonction de I’environnement, I’expression

de certains génes peut donc étre modulée. Une étude, menée en 2012, a étudié le
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transcriptome d’adultes drosophiles exposées a vingt conditions environnementales
différentes (physiologiques, chimiques, nutritionnelles, physiques) et a démontré que 15%
des transcrits sont dérégulés dans au moins une condition (Figure 7A) (Zhou et al., 2012).
Parmi les 15% des transcrits impliqués dans la plasticité phénotypique, deux classes de génes
ont été mis en évidence. La classe | représente les génes génétiquement variables et
associés au métabolisme, aux protéines chaperonnes, a la protéolyse et a la régulation
transcriptionnelle, alors que la classe |l fait référence aux genes dont la variabilité est plus
faible et plutot associés a la reproduction (Zhou et al., 2012).

D’autres données sur le transcriptome en fonction de I'environnement existent. C’'est par
exemple le cas chez I'espéce de papillon Junonia coenia dont I'aile change de couleur en
fonction des saisons (Figure 7B) (Daniels et al., 2014). En effet, I'aile est de couleur claire au
printemps et de couleur marron foncé en automne. Une expérience de RNAseq a montré
qu’entre 500 et 1500 genes étaient différentiellement exprimés entre les deux morphes
dans I'aile a un stade donné. Parmi les génes modulés, il y a des génes associés a I’ecdysone,
une hormone dont la différence de niveau a déja été identifiée comme participant au
controle du changement de morphes entre les saisons chez le papillon Precis coenia
(Rountree & Nijhout, 1995). L’expression de genes de pigmentation tels que tan (t) ou yellow
(v) sont beaucoup plus fortement exprimés dans la forme automnale que dans la forme

printaniére (Daniels et al., 2014).
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Figure 7 — Exemples de plasticité phénotypique associés a la modulation de 'expression des génes.
A. Résultats de I'analyse du transcriptome réalisée sur des drosophiles soumises a vingt conditions
environnementales différentes. La partie grise du diagramme circulaire correspond aux transcrits non
dérégulés par aucune des conditions environnementales testées. La partie rouge correspond aux
15% des transcrits modulés dans au moins une des conditions environnementales. La partie bleue
correspond aux génes de la classe Il (Zhou et al., 2012). B. Couleur des ailes du papillon Junonia
coenia en fonction des saisons. Les ailes sont de couleur claire au printemps et de couleur foncée en
automne (Daniels et al., 2014).

Un autre exemple de modulation de I'expression de génes en fonction des stimuli
environnementaux est celui chez I'espéce de poisson Fundulus heteroclitus, une espéce qui
occupe une niche osmotique assez large, allant de I’eau douce a I'’eau de mer. En effet, les
différentes populations de poissons se répartissent le long de gradients de salinité différents
au niveau des estuaires de la cote Atlantique (Whitehead et al., 2011). Une étude s’est alors
intéressée aux bases génétiques qui gouvernent la grande adaptabilité des différentes
populations de cette espéce de poisson. L'étude du transcriptome des branchies des
poissons soumis a différents environnements osmotiques a démontré que I'expression de

plusieurs types de génes était dérégulée en réponse a la salinité. Parmi ceux-13, il y a le géne
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codant une aquaporine, une protéine impliquée dans le passage de I'eau a travers les
membranes mais également le géne versican qui code une protéine impliquée dans la
rétention de I'eau.

Par ailleurs, la modulation de ces génes par les conditions environnementales peut étre la
conséquence de la mise en place de mécanismes épigénétiques ou hormonaux.

b. Implication de mécanismes modulant I’état de la chromatine

Plusieurs projets, réalisés sur différents organismes modeles, ont montré un lien entre la
plasticité phénotypique et des mécanismes modifiant la compaction de la chromatine et son
accessibilité aux facteurs de transcription.

Trés schématiquement, il existe différents meécanismes qui contrélent le niveau de
compaction de la chromatine, en modifiant la densité des nucléosomes ou via des
modifications post-traductionnelles des histones (appelées marques épigénétiques). En
influencant la compaction de la chromatine, mais également le recrutement des facteurs de
transcription, ces mécanismes peuvent soit activer soit réprimer I'expression des genes.
L’expression des génes peut également étre controlée via la méthylation de I’ADN sur les
flots CpG (qui réprime I'expression des genes) ou encore via I'action d’ARN non codants
(pour revues, Sadakierska-Chudy and Filip, 2015; Sadakierska-Chudy et al., 2015). Plusieurs
études ont montré que certains de ces mécanismes pouvaient étre impliqués dans la
plasticité phénotypique. C'est par exemple le cas de la méthylation de ’ADN dans la
détermination des castes chez les abeilles de I'espéce Apis mellifera (Kucharski et al., 2008).
Chez cette espece, il existe deux types de castes, la reine et les ouvriéres, qui se distinguent
par leur morphologie et leur physiologie. Dans la ruche, ce sont les larves nourries avec de la
gelée royale qui deviennent des reines. Cette étude a montré que l'inactivation de I’ADN

méthyl-transférase Dnmt3 chez des larves, nourries sans gelée royale, a pour conséquence
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d’augmenter le pourcentage d’individus présentant un phénotype de type reine tout en
modifiant le profil de méthylation de I’ADN et le transcriptome. La méthylation de I’ADN est
donc un mécanisme important pour déterminer le phénotype futur adulte chez cette
espece.

Une autre étude sur les fourmis Camponotus floridanus a montré que la plasticité
comportementale entre différents castes était associée a une modification de I’acétylation
des histones (Simola et al., 2016). Chez cette espece, deux types d’ouvrieres coexistent, les
mineures et les majeures, et elles se distinguent par des comportements différents
(recherche de nourriture et protection). Il a été montré que des injections d’un inhibiteur
des histones déacétylases ou des injections d’un inhibiteur de I’histone acétyltransférase
(CBP: cyclic adenosine monophosphate response element—binding protein (CREB))
modifient le comportement de recherche de nourriture et de protection chez les fourmis
majeures et mineures. De plus, I'analyse du transcriptome et de la chromatine a permis de
montrer des régions, associées a la marque H3K27ac, différentiellement exprimées en
fonction des traitements. L'acquisition de I'un ou l'autre des comportements chez cette
espece de fourmis dépend alors du niveau d’acétylation de certains génes cibles (Simola et
al., 2016).

Enfin, chez la souris, un régime riche induit une modification de la compaction de la
chromatine dans le foie (Leung et al.,, 2014). En utilisant la technique de FAIRE-seq
(Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements) qui permet d’identifier des
régions décondensées de la chromatine, une étude a montré que, dans le foie des souris
soumises a un régime riche pendant 8 semaines, le nombre de régions génomiques
décompactées est augmenté par rapport aux foies des souris ayant suivi un régime normal.

La décompaction de ces régions les rend donc plus accessibles aux facteurs de transcription
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ce qui conduit a 'augmentation de I'expression de génes impliqués dans le métabolisme des
lipides ou des protéines. Le foie étant plus sollicité, ce genre de mécanisme pourrait étre
impliqué dans différentes maladies comme par exemple le diabéte (Leung et al., 2014).

c. Implication de mécanismes hormonaux

Dans plusieurs exemples, le role de certaines signalisations hormonales dans la plasticité
d’un phénotype a été démontré.

C'est notamment le cas, chez les insectes, de I'ecdysone, de I'hormone juvénile et de
I'insuline. Par exemple, certains ocelles sur les ailes du papillon Bicyclus anynana, sont trés
visibles sur la forme de la saison humide mais virtuellement absents sur la forme de la saison
seche. De facon intéressante, il a été montré que les ocelles des ailes postérieures sont plus
plastiques que ceux des ailes antérieures en ce qui concerne la taille de I'ocelle, la taille de
son centre et la luminosité de I'ocelle (Monteiro et al., 2015). Cette différence de plasticité
est directement régulée au stade d’errance de I'animal (avant le stade de pupe). En effet a
ce stade, la température affecte le phénotype des ocelles en altérant le dosage de I’hormone
20-hydroxyecdysone. C'est a forte température que les dosages de cette hormone
augmentent. Sachant qu’il faut exprimer le récepteur a I'ecdysone pour utiliser cette
hormone, il a alors été démontré que celui-ci était aussi bien exprimé chez les papillons en
saison seche qu’en saison humide au niveau des ailes postérieures, mais pas au niveau des
ocelles des ailes antérieures. Les ailes postérieures sont donc sensibles a I’hormone
circulante contrairement aux ailes antérieures. La plasticité des ocelles est donc régulée par

le niveau d’expression du récepteur a I’ecdysone (Figure 8A).

Il a également été montré un lien entre ’hormone ecdysone et le polyphénisme des ailes

chez I'espece de puceron Acyrthosiphon pisum (Vellichirammal et al., 2017). Chez cette
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espece, la production de pucerons ailés augmente en réponse aux facteurs
environnementaux non favorables tels que la malnutrition, la densité de population ou
encore la présence de prédateurs (Miiller et al., 2001). La détermination de la morphologie
des ailes a lieu au cours de I'embryogéneése. En effet, ce n’est qu’au cours d’'une courte
période sensible aux stimuli environnementaux que les embryons peuvent recevoir le signal
maternel qui détermine ensuite le phénotype de I'aile (Vellichirammal et al., 2017). De fagon
intéressante, I'étude du transcriptome du puceron Acyrthosiphon pisum au cours de la
détermination révele une augmentation de genes impliqués dans I'inhibition de I’ecdysone
lorsque des individus ailés sont produits. De méme, le traitement des pucerons a la
cucurbitacine B, un antagoniste du récepteur a I'ecdysone, provoque une augmentation
d’individus ailés dans la population (Figure 8B). La régulation de la voie de I'ecdysone est
donc importante dans le polyphénisme observé chez cette espéce de puceron.

Par ailleurs, des expériences de sélection artificielle ont montré qu’il était possible en
altérant le niveau d’hormones ou la réponse aux hormones de modifier la forme des normes
de réaction (Suzuki and Nijhout, 2006). Chez le mutant black des chenilles Manduca sexta,
un choc thermique induit une hétérogénéité de phénotypes vert et noir. Une lignée qui
augmente |’apparition d’'un phénotype vert (lignée polyphénigue) lors d’un choc thermique
et une lignée qui diminue le changement de couleur a la suite du choc thermique (lignée
monophénique) ont pu étre sélectionnées au laboratoire. L'observation des normes de
réaction a montré que la lignée polyphénique a subi un gain de sensibilité environnemental.
En effet, la température a partir de laquelle les larves sont entierement de couleur verte a
diminué chez les larves de la lignée polyphénique (28°C) comparé aux larves de la lignée
controle (33°C) (Figure 8C). De facon intéressante, il a été montré que ce changement

s’accompagne d’une augmentation importante de la production de ’hormone juvénile chez
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la lignée polyphénique comparée a la lignée contréle tandis que la sensibilité a ’'hormone

juvénile a diminué dans la lignée monophénique (Suzuki and Nijhout, 2006).
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Figure 8 — Exemples de plasticité phénotypique associés a un mécanisme hormonal. A. Visualisation
de I'expression du récepteur a I'ecdysone (EcR) et de la protéine spalt (contréle positif) chez les deux
phénotypes de papillon Bicyclus anynana en fonction de la saison (WS : saison humide, DS : saison
séche) au cours de la phase d’errance de I'animal. Le récepteur a I'ecdysone est exprimé chez les
papillons de la saison humide et séche, mais il n’est exprimé qu’au niveau des ailes postérieures.
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Cette expression différentielle du récepteur a I'ecdysone a été associée a la différence de plasticité
des ocelles entre les ailes postérieures et antérieures (Monteiro et al., 2015). B. La régulation de la
voie a I'ecdysone est impliquée dans la proportion de pucerons Acyrthosiphon pisum ailés dans la
population. En condition défavorables, la voie de I'ecdysone est régulée négativement ce qui induit
une augmentation d’individus ailés (Vellichirammal et al., 2017). C. Normes de réaction de deux
lignées (polyphénique et monophénique) sélectionnées artificiellement au laboratoire et d’'une
lignée controle. Les larves de la lignée polyphénique sont entiérement verte a partir de 28°C
contrairement aux larves de la lignée contrdle qui le sont a partir de 33°C et la lignée monophénique
reste noire a toutes les températures (Suzuki and Nijhout, 2006).

Une autre voie hormonale, la voie de l'insuline, peut également étre impliquée dans la
plasticité phénotypique. Cette voie est nécessaire a la croissance et au développement de
I'individu. En effet, en cas de dénutrition, celle-ci est inactivée et la croissance (taille du
corps et des organes) est inhibée. De fagon surprenante, chez Drosophila melanogaster, la
taille des organes génitaux ne varie pas en condition de malnutrition contrairement aux
autres organes ce qui suggere qu’ils sont insensibles a la voie de l'insuline. Il a alors été
montré que cette insensibilité est due a une modification de I’expression du facteur de

transcription Foxo, un régulateur négatif de la voie insuline (Tang et al., 2011).

Chez les vertébrés, il existe également des cas de plasticité phénotypique ou des voies
hormonales sont impliquées. L'espéce de hamster Phodopus sungorus, communément
appelé hamster russe, présente un pelage agouti en été et un pelage blanc en hiver (Duncan
and Goldman, 1984). Ce changement de couleur se produit suite a la modification de la
durée du jour et de la quantité de lumiere. Il a été montré que la régulation du pelage en
fonction des saisons implique a la fois la sécrétion des hormones stéroides ainsi que la
sécrétion de la prolactine. Chez les amphibiens, de nombreuses especes de crapauds
différent au niveau de la durée de leur développement et de leur réponse a la sécheresse de

leur habitat (Kulkarni et al., 2017). De facon intéressante, I'étude de trois espéces de
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crapauds différentes (S. couchii, P. cultripes, S. multiplicata) a démontré que cette plasticité
était due a une variation hormonale impliquant I’hormone thyroidienne et les
corticostéroides.

d. Autres types de mécanismes

Les trois types de mécanismes précédemment évoqués ne sont pas les seuls mécanismes
existant pour expliquer la plasticité phénotypique de certaines espéces.

En effet, par exemple, chez certains oiseaux, les plumes arborent des couleurs différentes
telles que le jaune, le rouge ou encore le orange. L'acquisition de ces différentes couleurs
dépend notamment de la concentration en caroténoides dans la nourriture. En effet, apres
digestion et absorption de la nourriture, les pigments sont incorporés aux plumes des
oiseaux influencant l'intensité de la couleur. C’est le cas par exemple, chez les pinsons du
Michigan, qui sont jaunes en absence de caroténoides et rouge lorsqu’ils sont nourris avec
une alimentation riche en caroténoides (Figure 9A) (pour revue, Price, 2006).

Le chat siamois a un phénotype bien distinct, qui s’apparente a une forme d’albinisme
puisque son pelage est blanc excepté au niveau de ses extrémités comme ses oreilles, son
museau ou sa queue (Lyons et al., 2005). Chez les mammiféres, une des enzymes impliquée
dans la synthése de mélanine est la tyrosinase. Chez les chats siamois, une mutation dans le
geéne codant la tyrosinase a rendu son expression thermosensible. Ainsi, dans les régions du
corps qui sont plus froides, comme les extrémités, la tyrosinase est active et permet la
synthése des pigments. En revanche, dans les autres parties du corps qui sont plus chaudes,
la tyrosinase est inactive, le corps est donc non pigmenté (ou blanc) (Figure 9B) (Lyons et al.,

2005).

INTRODUCTION 27



Figure 9 — Autres mécanismes impliqués dans la plasticité phénotypique. A. Chez les pinsons du
Michigan, la couleur du pelage dépend de la concentration en caroténoides présent dans la nutrition.
Les caroténoides ainsi ingérés sont ensuite incorporés aux plumes. A gauche, on observe un pinson
non nourri aux caroténoides, le plumage est jaune; a droite, il s’agit d’un pinson nourri aux
caroténoides, le plumage est rouge (Price, 2006). B. Le chat siamois présente des extrémités noires
contrairement au reste de son corps qui est dépourvu de pigmentation. Ce phénotype est d( a une
mutation thermosensible dans le géne codant la tyrosinase, une enzyme requise pour la synthése de
pigmentation. La tyrosinase est active a faible température et inactive a forte température (Lyons et
al., 2005).

3. Vers l'identification des réseaux de genes médiant la plasticité phénotypique
Les données obtenues sur les mécanismes de la plasticité phénotypique ont permis dans
certains cas de proposer des réseaux de génes répondant a I'environnement et impliqués
dans la plasticité phénotypique de caractéres particuliers. Ces réseaux contiennent des
genes régulateurs qui controlent I'expression de genes effecteurs.

Une étude a ainsi permis de proposer un réseau de genes impliqué dans la divergence de
morphologie des machoires des cichlidés Astatoreochromis alluaudi (Schneider et al., 2014).
Pendant les premiers mois de leur développement, la taille de la machoire et des muscles
associés de ces cichlidés se développent différemment suivant leur régime alimentaire

(régime mou ou régime dur) (Figure 10A). Le développement de la machoire est donc

plastique. Les expériences réalisées ont montré que |'expression de plusieurs génes codant
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des facteurs de transcription ou des protéines impliquées dans la formation du collagéne,
dans la régulation du calcium et dans la formation des muscles est modulée par le régime
alimentaire. L'analyse de la co-expression de ces genes ainsi que la recherche bio-
informatique de sites de fixation de facteurs de transcription dans leurs séquences
régulatrices suggérent l'existence d'un réseau de régulation dans lequel le facteur de

transcription AP1 jouerait un réle central (Figure 10B).

A B
'E w0 vy §
" e
Régime :o:
alimentaire dur 3
1]

Mechanical
strain

Taille des joues

awoylj|ided

Régime alimentaire mou

Longueur du corps

Osteoblast differentiation

Figure 10 — Réseau de génes impliqué dans la plasticité du développement de la machoire chez les
cichlidés Astatoreochromis alluaudi. A. Le type de régime alimentaire (régime dur ou régime mou)
est le signal environnemental qui conduit soit @ un développement de la machoire de type
« molariforme » soit « papilliforme ». B. Proposition d’un réseau de génes qui serait impliqué dans la
plasticité du développement de la machoire. Le facteur de transcription AP1 jouerait un réle central
dans ce réseau, en régulant I'expression de génes codant d'autres facteurs de transcription (runxb2)
et de génes effecteurs impliqués dans la formation du collagéne, la régulation du calcium et la

formation des muscles (Schneider et al., 2014).

Une autre étude a également montré que chez les plantes, la perception de la lumiére et la
température jouent un réle important sur la plasticité de la croissance et du développement
en régulant la production de I'hormone de croissance auxine (pour revue, de Wit et al.,
2014). La production de I'auxine est régulée par les facteurs de transcription PIF qui sont
impliqgués dans la perception du signal extérieur via leur interaction physique avec les

phytochromes.
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Au cours de ma these, je me suis intéressée a la pigmentation abdominale et a sa plasticité
chez I'organisme modeéle Drosophila melanogaster, couramment appelée « petite mouche
du vinaigre ». Ce chapitre est donc tout d’abord axé sur la pigmentation abdominale et sa
mise en place chez cette espéce. J'évoquerai ensuite les roles de la pigmentation chez les
drosophilidés. Puis j’illustrerai les mécanismes qui expliquent la diversité intra- et inter-

spécifique de la pigmentation abdominale observée au sein des drosophilidés.

CHAPITRE Il — La pigmentation abdominale des drosophilidés

La pigmentation abdominale des drosophilidés étant un caractére externe directement
observable sans dissection, elle a trés souvent été utilisée comme modele pour étudier le
développement d’un patron, les bases génétiques du dimorphisme sexuel ou encore la
variation intra- et inter-spécifique. C’est, chez I'espéce modele Drosophila melanogaster,

que la pigmentation a été le plus étudiée.

I. La pigmentation abdominale chez Drosophila melanogaster et sa mise

en place
Chez la drosophile, la cuticule est formée au stade pupal. Elle est sécrétée par I'épiderme.
Celui-ci se développe via la formation de nids d’histoblastes qui proliferent et migrent
pendant la métamorphose dans le but de remplacer les cellules épidermiques de la larve
(Kopp and Duncan, 2002). Les pigments sont synthétisés via des voies de biosynthese

démarrant dans les cellules épidermiques puis se poursuivant dans la cuticule.

1. Le dimorphisme sexuel et la variation de la pigmentation abdominale

Chez Drosophila melanogaster, la pigmentation est sexuellement dimorphique. En effet, les

males ont I'abdomen postérieur compléetement noir dans les segments A5 et A6,
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contrairement aux segments antérieurs et a I'ensemble des segments chez les femelles qui
sont majoritairement jaunes avec une bande noire sur le bord postérieur (Figure 11). Chez
cette espeéce, il y a donc a la fois une pigmentation spécifique au sexe et aux segments. Dans
la nature, la pigmentation abdominale montre de la variation génétique en particulier dans
I'abdomen postérieur des femelles (segments A6 et A7) (Kopp et al., 2003; Robertson et al.,
1977). En effet, les segments A6 et A7 peuvent étre quasiment entierement noirs ou
entierement jaunes. Enfin, la pigmentation abdominale est plastique. Elle est sensible a des
facteurs environnementaux tels que la température et la nutrition (Gibert et al., 2000;

Shakhmantsir et al., 2014). Ce point particulier sera abordé dans le chapitre suivant (chapitre

).

Drosophila melanogaster male et femelle

_— -

A5
A6

Figure 11 — Dimorphisme sexuel observé chez les drosophiles de I’espéce Drosophila melanogaster.
Les males et les femelles de I'espéce Drosophila melanogaster sont facilement reconnaissables. En
effet, le male (a2 gauche) présente un abdomen dont les segments postérieurs A5 et A6 sont
complétement noirs contrairement aux segments antérieurs et a I'ensemble des segments chez les
femelles (a droite), qui sont majoritairement de couleur jaune excepté le bord postérieur du segment
qui est pigmenté. Chez cette espéce la pigmentation est donc spécifique au sexe et aux segments
(Salomone et al., 2013).

2. Mise en place de la pigmentation abdominale

a. La voie de biosynthese des pigments cuticulaires

Trois types de pigments sont synthétisés lors de la mise en place de la pigmentation

abdominale : un pigment jaune, le NBAD-sclérotine et des pigments sombres, les dopamine-
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mélanines brune et noire (mélanine) (Wittkopp et al., 2003; pour revue, True, 2003). Ces
pigments sont synthétisés a partir d’'une voie de biosynthése faisant intervenir plusieurs
substrats et enzymes (Figure 12B). La tyrosine, le précurseur initial de la voie, est absorbée
depuis I’hémolymphe par les cellules épidermiques et métabolisée par la tyrosine
hydroxylase (TH) (codée par le gene pale) qui la convertit en dihydroxyphenylalanine (DOPA)
(Riedel et al., 2011). Puis la dopa décarboxylase (DDC) transforme la DOPA en dopamine. A
partir de ce stade, deux voies sont alors possibles: (1) soit la laccase 2 produit de la
dopamine-quinone a partir de la dopamine et I'enzyme Yellow permettra la synthése de
pigments noirs, (2) soit 'enzyme Ebony synthétise la molécule N-B-alanyl dopamine (NBAD)
a partir de dopamine et cette voie permettra la synthése des pigments jaunes. Par ailleurs, la
réaction induite par Ebony est réversible grace a une autre enzyme antagoniste appelée Tan,
capable de catalyser la transformation du NBAD en dopamine et ainsi participer a la
synthése des pigments bruns et noirs (Riedel et al., 2011; True et al., 2005; Wittkopp et al.,
2003). Les pigments synthétisés sont ensuite incorporés a la cuticule en formation au cours
du développement pupal et pendant les quelques heures aprés I'éclosion (Figure 12A)

(Wittkopp et al., 2003).
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Figure 12 — Voie de biosynthése des pigments cuticulaires. A. A gauche, femelle Drosophila
melanogaster w''*® 4gées d’une heure aprés I'éclosion. L’abdomen est complétement blanc. A droite,
femelle Drosophila melanogaster w''*® agée de 24h aprés I'éclosion. L’abdomen est entiérement
pigmenté. B. Voie de biosynthése des pigments. Plusieurs enzymes (en rouge) sont nécessaires pour
synthétiser les trois pigments cuticulaires, jaune, brun et noir. La partie en gris clair correspond a un
mode de biosynthése d'une autre mélanine noire (la dopa-mélanine) qui est minoritaire (Gibert et
al., 2017). Par ailleurs, un pigment incolore, le NADA-sclérotine, non représenté ici, est également
synthétisé a partir de dopamine (Wittkopp et al., 2003).

b. Régulation des géenes de la voie de biosynthése des pigments cuticulaires

Parmi I'ensemble des genes codants les enzymes nécessaires a la synthése des pigments, les
genes tan (t), ebony (e), yellow (y) et Ddc sont les plus étudiés.

b.1. Profils d’expression et séquences cis-régulatrices
Le géne tan (t), impligué dans la synthése des mélanines, code une enzyme a activité

hydroxylase (True et al., 2005). Il s’exprime dans tous les segments abdominaux, avec une
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expression beaucoup plus forte dans les segments postérieurs qu’antérieurs chez les males
comme chez les femelles (Figure 13B) (Gibert et al., 2016; Jeong et al., 2008). Chez les
femelles, son niveau d’expression dans les segments postérieurs peut étre variable,
notamment en fonction de la température (Voir le chapitre Ill). t est exprimé au moins dés le
stade pupe tardive, et jusque chez les jeunes adultes deux heures aprées I'éclosion (Gibert et
al., 2016). Son expression dans I'épiderme abdominal est régulée chez les males et les
femelles, par un enhancer appelé tan-MSE (t-MSE) situé a environ 4kb en amont de son site
d’initiation de la transcription (TSS), entre deux génes voisins CG15370 et Gr8A (Figure 13A)

(Gibert et al., 2016; Jeong et al., 2008).
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Figure 13 — 'enhancer tan-MSE (t-MSE) contrdle I’expression de t dans I’épiderme abdominal des
males et femelles drosophiles. A. Localisation de I'enhancer t-MSE en amont du géne t, localisé
entre deux génes CG15370 et Gr8a. B. Abdomen postérieur de drosophile male exprimant un
transgéne rapporteur t-MSE-nEGFP (leong et al., 2008). C. Abdomen postérieur de drosophile
femelle exprimant un transgéne rapporteur t-MSE-nEGFP (Gibert et al., 2016). L'expression de la GFP
mime le profil d'expression endogéne de t, avec une forte expression dans les segments postérieurs.

Le gene ebony (e), impliqué dans la synthése du pigment jaune, code la N-B-alanyl

synthétase (NBAD synthétase) (Wittkopp et al., 2002).Il est exprimé, aprées I’éclosion, dans la
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partie antérieure de tous les segments abdominaux, la ou la cuticule est jaune (Figure 14B).
Chez les males, il n’est pas exprimé dans les segments postérieurs, qui sont totalement noirs
(Rebeiz et al., 2009b). Sa régulation est plus complexe que celle de t. En effet, son expression
est activée par un enhancer situé a 3,6kb en amont du promoteur, et ajustée par des
séquences répressives situées en amont de l'unité de transcription (répression dans
I'abdomen postérieur des males) et dans le grand intron d’e (répression dans la partie

postérieure des segments) (Figure 14A) (Rebeiz et al., 2009b).
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Figure 14 — Régulation complexe de I'expression du géne e dans I'épiderme abdominal des
drosophiles. L'expression d’e est activée, dans I'abdomen par un enhancer (abd) situé a 3,6 kb en
amont de son promoteur et ajustée par des séquences répressives situées en amont du promoteur
(male resp) et dans l'intron (stripe) (Rebeiz et al., 2009b). B. Observation de I'expression d’e dans
I’épiderme abdominal par hybridation in situ. e est exprimé dans la partie antérieure des segments
abdominaux, la ol la cuticule est jaune (Rebeiz et al., 2009b).

De fagon intéressante, Tan et Ebony jouent également un réle important dans la vision
(Figure 15). Ces enzymes ont donc un rdle pléiotropique. t est exprimé dans les

photorécepteurs et e est exprimé dans les cellules gliales voisines. Ensemble, ils sont
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notamment importants dans le maintien du flux de I'histamine, un neurotransmetteur. En
effet, Tan catalyse la modification de la carcinine en histamine alors qu’Ebony catalyse la

réaction inverse (Aust et al., 2010; Borycz et al., 2002; Wagner et al., 2007).
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Figure 15 — Expression et fonction de Tan et Ebony dans I'ceil. A. Expression de Tan (en bleu) dans
les photorécepteurs et d’Ebony (en vert) dans les cellules gliales (Aust et al., 2010). B. Réaction
catalysée par Tan et Ebony. Tan transforme la carcinine en histamine et Ebony catalyse la réaction
inverse. Ces réactions sont nécessaires au recyclage de I'histamine, un neurotransmetteur (Aust et
al., 2010).

Le gene yellow (y) impliqué dans la synthése de la mélanine noire, code une enzyme Yellow
permettant la conversion du dopachrome en dopamine-mélanine (Wittkopp et al., 2002).
Les enzymes Yellow-f et Yellow-f2, de la méme famille que Yellow, permettent également la
conversion du dopachrome (Han et al., 2002). Cependant, leur expression et leur role dans
I’épiderme abdominal n’ont pas été, pour le moment, étudiés. y est exprimé treés fortement,
chez les males comme chez les femelles, dans les régions noires des segments abdominaux
(Figure 16B) (Jeong et al., 2006; Wittkopp et al., 2002). L’utilisation d’'une protéine de fusion
Yellow-mCherry a permis de confirmer ce profil d’expression et d’en étudier la dynamique

(Hinaux et al., 2018). L’expression de y dans les ailes, le thorax et 'abdomen est régulée par
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un enhancer nommé « y-wing-body element » localisé a environ 3kb en amont de son TSS

(Figure 16A) (Jeong et al., 2006).
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Figure 16 — y est difféeremment exprimé entre les males et les femelles drosophiles et son
expression est régulée par I'enhancer « y-wing-body element ». A. Localisation de I'enhancer « y-
wing-body element » nécessaire au controle de I'expression de y dans I'épiderme abdominal. B.
Abdomen d'une femelle et d'un male exprimant un transgéne rapporteur y-wing-body-element-
nEGFP. La GFP est exprimée au niveau du bord postérieur des segments Al a A4 chez les males et
des segments Al a A6 chez les femelles. En revanche, y est fortement exprimé dans I'ensemble du
segment A5 et A6 chez les males (Jeong et al., 2006).

Le gene Ddc code I'enzyme dopa-décarboxylase dont I'action est nécessaire dés le début de
la voie de biosynthése des pigments. Elle permet la synthése de dopamine a partir de DOPA,

une étape nécessaire a la synthése de tous les pigments (Figure 12). Ddc est exprimé dés le
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stade pupe intermédiaire dans tous les segments abdominaux (Figure 17B). Dans I'épiderme
abdominal, son expression est régulée par des séquences cis-régulatrices en amont de son
promoteur. Dans les soies, d’autres séquences cis-régulatrices dans son deuxiéme intron

sont impliquées (Figure 17A) (Grover et al., 2018).
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I(2)37Cc Ddc
JJ‘Q-’;\-: E/\I/\_:
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1000 bp

Figure 17 — Expression et régulation de Ddc dans I'épiderme abdominal. A. Localisation des
séquences régulatrices de Ddc en amont de son promoteur et dans son deuxiéme intron. Les
séquences régulatrices sont représentées sous forme de rectangle noir. B. Expression de Ddc dans
I’épiderme abdominal des males et des femelles au stade pupe. Ddc est exprimé dans I'ensemble des
segments abdominaux chez les males comme chez les femelles (Grover et al., 2018).

b.2. Facteurs de transcription régulant les genes de la voie de biosynthése des
pigments cuticulaires
L’expression spatio-temporelle des genes de la voie de biosynthése des pigments de la
cuticule est précisément régulée dans I'épiderme des pupes ou des jeunes adultes via des
séquences régulatrices parfois complexes. On connait certains des facteurs de transcription

impliqués dans ces régulations. Certains de ces facteurs contrélent la mise en place des
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bandes noires transversales observées sur le bord postérieur des tergites, d’autres
controlent la pigmentation de 'abdomen postérieur (Kopp et al., 2000).

b.2.1. Contréle de la mise en place des bandes noires transversales
Hedgehog (Hh) active I’expression de optomotor-blind/bifid (omb/bi) dans le bord postérieur
des tergites et Omb/Bi y spécifie la bande transversale noire (Kopp and Duncan, 1997). On
ne sait pas par quelles enzymes de pigmentation Omb/Bi régule ce patron, mais il est
possible que ce soit (directement ou indirectement) via y qui s’exprime fortement au niveau
du bord postérieur des tergites (Jeong et al., 2006; Wittkopp et al., 2002) ou/et via e qui y
est réprimé (Rebeiz et al., 2009b).

b.2.2. Contrdle de la mise en place de la pigmentation dans I'abdomen

postérieur
Les génes Hox, Abdominal-A (Abd-A) et Abdominal-B (Abd-B), qui sont requis pour la mise en
place de l'identité des segments abdominaux postérieurs (pour revue, Lewis, 1978; Sanchez-
Herrero et al., 1985), sont impliqués dans la régulation de la pigmentation de ceux-ci.
Dans 'abdomen, Abd-A est exprimé uniformément dans les segments A2-A7. Quant a Abd-B,
son expression augmente selon un gradient antéro-postérieur chez les males et les femelles
(Kopp and Duncan, 2002). En effet, elle est faible dans le segment A5, modérée dans le
segment A6 et forte dans le segment A7. L'expression de y dans les segments abdominaux
postérieurs des males est régulée de fagon directe par Abd-B, qui se fixe a I'enhancer
« yellow-wing-body element » (Jeong et al., 2006). En revanche, Abd-A ne semble pas jouer
de réle dans la régulation de y (Camino et al., 2015). Quant a t, chez les males, son
expression est réprimée de facon directe par Abd-A dans les segments antérieurs A2 a A4, et

activée de facon indirecte par Abd-A et Abd-B dans les segments postérieurs A5 et A6
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(Camino et al., 2015). Abd-B pourrait également, suivant la température, participer a la
répression de pale (codant I'enzyme TH) ou e (Gibert et al., 2007).

Le gene dsx codant le facteur de transcription Double-sex (Dsx) est un autre régulateur
important de la pigmentation abdominale (Kopp et al., 2000). L'épissage alternatif de
I’ARNm produit I'isoforme Dsx™ exprimée chez les males et I'isoforme Dsx exprimée chez les
femelles.

Dsx et Abd-B coopérent pour la mise en place de certains caractéres sexuels secondaires tels
gue le profil de pigmentation, les soies, le nombre de segments et les trichomes (Kopp et al.,
2000). En effet, l'inactivation d’Abd-B dans les segments postérieurs des males a pour
conséquence la perte du phénotype de pigmentation spécifique aux males. A l'inverse,
I'inactivation de dsx chez des femelles conduit a la mise en place d’un phénotype de type
male (Figure 18A-C). De plus, Abd-B contréle I’expression de dsx dans I'abdomen postérieur

(Wang and Yoder, 2012).

-
,

Perte de fonction Perte de fonction  Perte de fonction
d’Abd-B de dsx de bab

Figure 18 — Contrdle de la pigmentation abdominale de type male par Abd-B, dsx et bab. Chez les

males, la perte de fonction d'Abd-B conduit a la perte de la pigmentation noire spécifique des males
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dans les segments postérieurs A5 et A6 (B). Chez les femelles, la perte de fonction de dsx (C) ou de
bab (D) induit une pigmentation de type male de leur abdomen postérieur (d'aprés Kopp et al.,

2000).

Le mécanisme selon lequel Abd-B et Dsx déterminent le dimorphisme de la pigmentation
abdominale chez Drosophila melanogaster implique la régulation de I’expression des génes
bric-a-brac (bab) dans I'abdomen postérieur. Au locus bab, il existe deux génes paralogues
babl et bab2 qui codent des facteurs de transcription possédant des domaines BTB/POZ
(domaines d’interaction protéine-protéine) et BabCD (Bab Conserved Domain) (Couderc et
al., 2002). Le domaine BabCD contient deux motifs, un motif Psqg et un motif AT-hook like qui
sont requis pour la fixation de Bab1 et Bab2 a ’ADN au niveau de séquences riches en TA ou
TAA (Lours, 2003). Les génes babl et bab2 sont nécessaires au développement de la
drosophile. En effet, ils interviennent dans de nombreux processus tels que la régulation du
développement des ovaires, la mise en place des peignes sexuels et la pigmentation
abdominale (Couderc et al., 2002). Les génes babl et bab2 sont partiellement redondants
pour certaines fonctions alors que pour d’autres c’est I'un ou I'autre gene qui intervient.
C’est le cas, notamment, dans le développement des ovaires et des pattes, ou le géne bab2
semble avoir un role prédominant (Couderc et al., 2002). Les génes bab sont fortement
exprimés dans les segments A2-A7 chez les femelles au stade de pupe alors que chez les
males leur expression se limite aux segments A2-A4 (Kopp et al., 2000; Williams et al., 2008).
Leur délétion chez les femelles provoque une augmentation de la pigmentation dans les
segments postérieurs (Figure 18D) (Kopp et al., 2000). Les facteurs de transcription Bab sont
donc des répresseurs de la pigmentation abdominale. Concernant leurs cibles connues parmi
les génes de pigmentation, ils interviennent dans la répression de Ddc sans que I'on sache si

cette répression est directe ou indirecte (Gibert et al., 2007). Récemment, il a été montré
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qu'une de leur cible directe est y (Roeske et al.,, 2018). Enfin, Le role de bab dans la
régulation de t est décrit dans la premiére partie de mes résultats (De Castro et al., 2018).

Au moins deux enhancers sont impliqués dans la régulation de I'expression des genes bab au
cours du développement pupal, I'« anterior element » et le « dimorphic element » (Figure
19A) (Williams et al., 2008). Chez les femelles, dans les segments postérieurs, |’expression de
bab est activée par Abd-B et Dsx" qui se fixent sur le « dimorphic element ». Bab étant un
répresseur de la pigmentation abdominale, les segments postérieurs A5, A6 et A7 sont donc
trés peu pigmentés. En revanche, chez les males, bab est réprimé par Abd-B et Dsx. La
production de mélanine est donc importante dans les segments postérieurs A5 et A6 (Figure

19B) (Kopp et al., 2000; Williams et al., 2008).
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Figure 19 — Régulation de I’expression de bab par Abd-B et Dsx'/Dsx™ chez Drosophila
melanogaster. A. Deux séquences cis-régulatrices dans le premier intron de babl contrdlent
I'expression des génes bab dans I'épiderme abdominale : '« anterior element » (expression dans les
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segments A2-A4) et le « dimorphic element » (expression dans les segments AS5-A7). B. La
pigmentation des segments postérieurs chez Drosophila melanogaster nécessite trois acteurs Abd-B,
Dsx et bab. Chez les femelles, Abd-B et Dsx" activent I'expression de bab en se fixant directement sur
le « dimorphic element », Bab réprime alors la mise en place de la pigmentation. Chez les males, bab
étant réprimé par Abd-B et Dsx", la production de mélanine est augmentée, les segments postérieurs
sont donc totalement pigmentés (d'aprés Jeong et al., 2008).

En plus de ces régulateurs bien étudiés, des cribles génétiques ont été réalisés pour
identifier de nouveaux génes régulateurs de la pigmentation abdominale (Kalay et al., 2016;
Rogers et al., 2014). Ces études ont conduit a l'identification de nouveaux génes dont les
cibles ne sont pas encore toutes connues, ce qui confirme combien la mise en place de la

pigmentation et sa diversité est un mécanisme complexe.

Il. Lesroles de la pigmentation abdominale chez les drosophilidés

La pigmentation chez les insectes a été associée a de nombreux processus physiologiques
(pour revue, Wittkopp and Beldade, 2009). De nombreuses études chez divers insectes
(papillons, coccinelles, punaises, criquets) ont montré que les variations de pigmentation
avaient un impact sur la température corporelle des insectes et leur activité en modulant
I’absorption du rayonnement solaire (Jong et al.,, 1996; Kuyucu et al., 2018; Sibilia et al.,
2018; Watt, 1969). Certaines études suggerent que la pigmentation pourrait aussi avoir un
role dans la régulation de la température du corps chez Drosophila melanogaster (Gibert et
al., 1996; Gibert et al., 1998). Tout d’abord, les femelles de I'espéce Drosophila
melanogaster sont plus foncées lorsqu’elles se développent a basse température et cette
plasticité pourrait étre adaptative (Gibert et al., 2000; Gibert et al., 2016). De plus, des
populations de Drosophila melanogaster vivant en haute altitude sont plus pigmentées que
d’autres vivant a plus basse altitude (Pool and Aquadro, 2007; Rebeiz et al., 2009b).

Cependant, des travaux plus anciens ont montré que plus les insectes étaient petits, moins

INTRODUCTION 43



les variations de pigmentation avaient un effet sur leur réchauffement au soleil (Willmer and
Unwin, 1981). De ce fait, I'effet des variations de pigmentation sur la température corporelle
des drosophiles, s’il existe, doit étre tres faible, et reste donc a démontrer.

Des travaux ont suggéré que le role principal de la pigmentation était de protéger contre les
rayons UV (Bastide et al., 2014). D’autres études ont relié des variations de pigmentation a
des différences de résistance aux pathogénes (Kutch et al., 2014) ou des parasites (Dombeck
and Jaenike, 2004). Par ailleurs, le lien entre la pigmentation et la résistance a la dessiccation
a été suggéré mais est assez controverseé suivant les études (Parkash et al., 2014; Rajpurohit
et al.,, 2016a). D’autres réles de la pigmentation ont également été suggérés, tels que le
camouflage face aux prédateurs, le choix du partenaire sexuel ou encore le comportement
de cour (Wittkopp et al., 2003). Ainsi, des expériences avaient mis en évidence une
préférence des males Drosophila melanogaster pour des femelles claires (Kopp et al., 2000),
mais, ce résultat n’a pas été reproduit dans une étude ultérieure (Llopart et al., 2002). Enfin,
des expériences de sélection artificielle ont montré que les variations de pigmentation
modulaient la longévité et la fécondité (Rajpurohit et al., 2016b). La pigmentation chez la
drosophile est donc un caractere complexe dont le role physiologique et adaptatif est encore

mal compris.

lll. Les bases génétiques des variations intra- et inter-spécifiques de la

pigmentation chez les drosophilidés

La pigmentation abdominale montre beaucoup de variation intra- et inter-spécifique (Figure
20). Cette grande variation chez les drosophilidés et les connaissances approfondies du
modeéle Drosophila melanogaster ont fait ainsi de ce phénotype un modeéle de choix en

« évo-devo » (pour revue, Massey and Wittkopp, 2016; Rebeiz and Williams, 2017).
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melanogaster species group
Sophophora subgenus

Figure 20 — Phylogénie illustrant la diversité de phénotypes de pigmentation abdominale inter-
spécifique ainsi que le dimorphisme sexuel chez un échantillon de drosophiles. Le profil de
pigmentation abdominale varie au sein d’'une méme espéce comme par exemple chez Drosophila
melanogaster mais également entre les espéces (Salomone et al., 2013).
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1. Lavariation intra-spécifique du phénotype de pigmentation abdominale

a. Exemples de variation impliquant des géenes de pigmentation

Drosophila melanogaster est I'espéce de drosophiles la plus étudiée. Elle est cosmopolite et
une grande variabilité phénotypique existe entre ses diverses populations ainsi qu’a
'intérieur de celles-ci. Ces différences de pigmentation peuvent étre dues a du
polymorphisme génétique ou a de la plasticité phénotypique.

Une étude a été réalisée sur une population européenne de Drosophila melanogaster afin de
mettre en évidence les variants génétiques qui pourraient expliquer la variabilité
phénotypique de la pigmentation abdominale des femelles. Pour cela, une analyse du
génome entier par Pool-GWAS a été faite sur plusieurs centaines d’individus, issus de
femelles récoltées dans la nature et élevées dans les mémes conditions, séparés en deux
groupes présentant des phénotypes extrémes (clair ou foncé) (Bastide et al., 2013). Ce
travail a permis d’identifier différents SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) associés a la
variation de pigmentation. De facon intéressante, certains de ces SNPs se situent dans les

régions cis-régulatrices de t, bab1 et e (Figure 21).
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Figure 21 — Identification de SNPs associés a la diversité de pigmentation abdominale chez les
femelles dans la population européenne de Drosophila melanogaster. A. Manhattan plot
représentant les résultats du Pool-Gwas. En rose, les génes de pigmentation affectant la
pigmentation abdominale. B. Détails des régions génomiques dont les SNPs dans ces régions ont été
identifiés comme associés a la pigmentation abdominale. C. Liste des SNPs les plus significatifs
identifiés au locus t, babl et e (Bastide et al., 2013).

En utilisant la méme approche, une autre étude sur une population sud-africaine de
Drosophila melanogaster a identifié les mémes SNPs situés dans les régions cis-régulatrices
de t et babl bien que les effets relatifs de ces SNPs soient différents (Endler et al., 2016).
Une troisieme étude, qui a analysé la population nord-américaine de Drosophila
melanogaster a partir du Drosophila Genetic Reference Panel (DGRP), a également identifié
des SNPs dans les régions cis-régulatrices d’e et de t (Dembeck et al., 2015). Dans certains
cas, I'impact fonctionnel de certains SNPs a été étudié. C'est le cas des trois SNPs les plus

significatifs dans I'analyse des populations européennes (X-9121129, X-9121094 et X-
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9120922, Figure 21C) présents dans l’enhancer t-MSE. Ces trois SNPs impactent la
pigmentation abdominale des segments A5, A6 et A7, mais de maniére hétérogene. Cette
hétérogénéité peut étre due a une régulation spécifique dans chaque segment par Abd-B ou

encore Bab (Gibert et al., 2017hb).

De fagon intéressante, dans I'espéce Drosophila erecta, un polymorphisme dans I’enhancer
t-MSE a également été identifié comme étant responsable d'une variation intra-spécifique
(Yassin et al., 2016b). Chez cette espece, des femelles ayant soit I’'abdomen postérieur clair,
soit 'abdomen postérieur trés pigmenté comme chez les males, coexistent dans les
populations (Figure 22). Cette particularité est également observée chez d’autres espéeces de
drosophiles comme Drosophila orena et d’autres insectes, et il a été suggéré que ceci
permettrait aux femelles de se confondre avec les males et ainsi de se protéger de la
reproduction lorsque la population devient dense (Sirot et al., 2003). Le séquencage du
génome de lignées présentant un phénotype clair ou un phénotype foncé a montré qu'elles
différaient au niveau de I’enhancer t-MSE. Ce polymorphisme affecte l'activité de cet

enhancer dans I'épiderme abdominal des femelles (Figure 22B).
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Figure 22 — Un polymorphisme dans I'enhancer t-MSE affecte I'expression de t et le phénotype de

pigmentation chez Drosophila erecta. A. Dimorphisme observé chez les femelles Drosophila erecta
(gauche : femelle claire; milieu : femelle foncée avec un abdomen pigmenté comme chez les males;
droite : male). B. Expression abdominale d'un transgéne t-MSE-GFP portant I'alléle « clair » ou 'alléle
« foncé ». L'expression du transgéne chez les femelles est faible pour I'alléle « clair » et forte pour
Ialléle « foncé » (Yassin et al., 2016b).

Des variations de pigmentation intra-spécifiques sont également observées entre
drosophiles vivant a des altitudes plus ou moins élevées. C'est le cas, par exemple, de la
population sub-saharienne (Kenya, Cameroun et Ouganda) de Drosophila melanogaster.
Dans cette région, les drosophiles femelles sont plus claires lorsqu’elles vivent a basse
altitude et plus foncées lorsqu’elles vivent a haute altitude (Pool and Aquadro, 2007; Rebeiz
et al., 2009b). L'étude d’un échantillon de 25 populations différentes a permis de montrer
que c’est au niveau du segment A4 que la différence de pigmentation est la plus significative
entre les populations. De plus, cette différence est due a un ou plusieurs loci présents sur les

chromosomes lll et X. L'un d'entre eux est e, sur le chromosome Il : en effet, les populations
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les plus sombres ont le méme haplotype dans une région non codante en amont du
promoteur d’e, contenant un enhancer d'e (Pool and Aquadro, 2007; Rebeiz et al., 2009b). La
différence d’expression d’e dans la population OQugandaise corréle avec le phénotype de
pigmentation. De plus, il a été démontré que c’est I’existence de cing mutations différentes
au niveau de cet enhancer qui contribue a la diversité de pigmentation abdominale dans les
population sub-saharienne (Rebeiz et al., 2009b).

b. Exemples de variation impliqguant des geénes régulateurs de |la

pigmentation abdominale

Chez Drosophila melanogaster, la variation de pigmentation abdominale des femelles est
associée a de la variation génétique au locus bab. Ce résultat provient initialement d’un
projet qui a étudié des lignées isogénisées originaires de Californie. Une analyse de QTL a
permis d’identifier une région du génome, contenant bab, qui expliquerait plus de 60% de la
variation de la pigmentation abdominale observée (Kopp et al., 2003). En complément de
cette étude, le locus bab a été séquencé chez 94 lignées provenant de la population nord-
ameéricaine de Drosophila melanogaster et a permis de montrer que différents SNPs localisés
dans le premier intron de babl contenant I'enhancer « dimorphic element », dans la région
intergénique entre babl et bab2 et pres du promoteur de bab2 étaient associés a la
variation de pigmentation abdominale (Bickel et al., 2011). Par ailleurs, I'enhancer
« dimorphic element » a également été trouvé comme associé a la variation de pigmentation
abdominale dans trois autres études (Bastide et al., 2013 (Figure 21); Endler et al., 2016;
Rogers et al., 2013).

Chez quatre especes du sous-groupe montium, des SNPs dans les régions cis-régulatrices du
géne pdm3, codant un facteur de transcription agissant comme répresseur de la

pigmentation, sont associés avec le dimorphisme de pigmentation existant chez les femelles

INTRODUCTION 50



(Yassin et al., 2016a). Cette étude a également montré que le dimorphisme de pigmentation
femelle au sein du groupe montium est apparu au moins trois fois au cours de I'évolution, et
qu’a chaque fois cette apparition a impliqué le gene pdm3. Ceci illustre le fait que I’évolution
récurrente d'un méme phénotype chez différentes especes implique parfois les mémes

genes.

2. Lavariation inter-spécifique du phénotype de pigmentation abdominale
La diversité des patrons de pigmentation abdominale observée chez les drosophilidés
suggere I"apparition de mécanismes régulateurs bien précis qui ont été mis en place puis ont
évolué. De nombreux travaux ont mis en évidence les mécanismes qui sous-tendent la
diversification de la pigmentation abdominale entre différentes espéces de drosophiles.

a. Exemples de variation impliquant des genes de pigmentation

Les especes sceurs Drosophila yakuba et Drosophila santomea, ont divergé il y a 500 000 a
130 000 ans (Cariou et al., 2001; Jeong et al., 2008). Chez Drosophila yakuba, les segments
postérieurs des males comme ceux des femelles sont pigmentés, avec une pigmentation plus
forte chez les males que chez les femelles. En revanche, Drosophila santomea a perdu chez
les males et les femelles la pigmentation foncée des segments postérieurs (Figure 23A). La
perte de pigmentation chez Drosophila santomea est corrélée avec la perte d’expression de t
et y (Figure 23B). Pour t, la perte d’expression est due a des modifications en cis dans
I’'enhancer t-MSE alors que pour y il s’agit de modifications en trans (Jeong et al., 2008). Des
analyses d’introgression ont ensuite démontré un réle causal fort de t dans I'évolution de la

divergence entre ces deux espéces sceurs (Rebeiz et al., 2009a).
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Figure 23 — La différence de pigmentation entre Drosophila santomea et Drosophila yakuba est
corrélée a une différence de régulation des génes de pigmentation t et y. A. Cuticules de
drosophiles males et femelles de Drosophila yakuba et Drosophila santomea. B. Expression de t et y
chez Drosophila yakuba et Drosophila santomea. Aucune expression de t et y n’est observé dans
I’épiderme abdominal des males Drosophila santomea (Jeong et al., 2008).

Chez Drosophila kikkawai, la perte de pigmentation abdominale male-spécifique (Figure 20)
impliguerait des mutations dans les séquences régulatrices de y ayant conduit a la perte de
de sites de fixation d'Abd-B et donc a la perte de régulation de y par Abd-B (Jeong et al.,
2006). Le géne y et également le géne e sont aussi impliqués dans I’évolution de la
pigmentation male-spécifique au sein du sous-groupe ananassae (Signor et al., 2016). Dans
le sous-groupe takahashii, 'expansion de la pigmentation de I'abdomen postérieur des
males Drosophila prostipennis est due a des changements d’expression de y, t et e, induits
par des variations agissant en trans (t et e) ou en cis (y) (Ordway et al., 2014).

b. Exemples de variation impliquant des geénes régulateurs de Ila

pigmentation abdominale

Une étude récente s’est intéressée a I’évolution de la pigmentation male-spécifique dans le

sous-groupe ananassae (Signor et al., 2016). Dans ce groupe, les males sont soit trés
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pigmentés au niveau des segments postérieurs (A4, A5 et A6) soit non pigmentés. Il a été
montré que des QTL situés sur le chromosome X et le chromosome Il sont impliqués dans
I’évolution indépendante de la pigmentation abdominale chez les males. Ils ont ensuite
identifiés les génes Abd-A et Abd-B, présents sur le chromosome Ill, comme étant impliqués
dans la différence de pigmentation abdominale observée chez les males du sous-groupe
ananassae (Signor et al., 2016).

c. De la variation intra-spécifique a la variation inter-spécifique

Les différences entre espéces sont forcément issues de variations ayant émergées au sein
d’'une espéce. Ce processus en action a pu étre illustré en étudiant la divergence de
pigmentation abdominale chez deux espéces sceurs, Drosophila novamexicana et Drosophila
americana (Wittkopp et al., 2009). Les femelles Drosophila novamexicana ont I'abdomen
trés clair alors que celui des femelles Drosophila americana est complétement pigmenté.
Des polymorphismes génétiques aux locus t et e sont impliqués dans la divergence de
phénotype entre ces deux espéces. Or ces polymorphismes contribuent également a
expliquer la différence d’intensité de pigmentation noire au sein d'une population
Drosophila americana. Les mémes alléles contribuent donc a la fois a la variation intra-
spécifique et a la variation inter-spécifique. Cette observation suggere que des
polymorphismes génétiques existant au sein d'une espéce ancestrale auraient été fixés dans

I'espéce Drosophila novamexicana (Wittkopp et al., 2009).
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Les variations de I'environnement (nutrition, température) peuvent également influencer le
patron de pigmentation observé chez les drosophiles. Ces variations peuvent ainsi moduler

le réseau de genes impliqué dans I’établissement de la pigmentation abdominale.

CHAPITRE lll — Le géne de pigmentation tan (t) et la plasticité thermique

de la pigmentation abdominale

I. La plasticité thermique de la pigmentation abdominale chez Drosophila

melanogaster

1. Présentation de notre modele d’étude

Chez les drosophilidés, la pigmentation abdominale a souvent été utilisée comme modele
d’étude afin d’élucider les mécanismes moléculaires et génétiques de la plasticité
phénotypique. Chez I'espece Drosophila melanogaster, la pigmentation de I'abdomen est
sensible a la température. En effet, on constate que chez des femelles Drosophila
melanogaster de méme génotype, la pigmentation abdominale diminue lorsque la
température augmente (Figure 24A) (Gibert et al., 2000). Cette dépigmentation est faible
dans les segments antérieurs et plus forte dans les segments postérieurs (A5, A6 et A7). La
différence de plasticité entre segments abdominaux antérieurs et postérieurs pourrait étre
liée au géne Hox, Abd-B, qui s’exprime dans I'abdomen postérieur. En effet, I’expression
ectopique d’Abd-B dans le thorax chez les femelles suffit a y créer un profil de pigmentation

plastique (Gibert et al., 2007). En plus d’affecter la pigmentation abdominale, la température
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affecte également de nombreux autres phénotypes tels que la taille, le nombre d’ovarioles
ou encore la vitesse de développement (Gibert et al., 2004).

Dans une étude publiée en 2016, a laquelle j'ai participé au cours de mon M2 pour la mise
au point et la réalisation des expériences de FAIRE (Gibert et al., 2016), la pigmentation des
segments A5, A6 et A7 de femelles de génotype w''?® (la souche de référence utilisée au
laboratoire) a été quantifiée et les normes de réaction ont été établies confirmant que les
segments postérieurs sont effectivement les plus plastiques (Figure 24B). Dans cette étude,
nous avons ensuite cherché a identifier certains des processus impliqués dans la plasticité
thermique de la pigmentation abdominale. La suite de cette partie résume les résultats
principaux de cette étude ainsi que d'autres résultats non publiés du laboratoire, a partir

desquels, mon projet de thése a été défini.
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Figure 24 — Plasticité phénotypique de la pigmentation abdominale chez les femelles Drosophila
melanogaster. A. Cuticules de drosophiles femelles adultes de méme génotype (lighée isogénique
w'®) élevées a différentes températures (18°C, 25°C et 29°C). La pigmentation décroit fortement
dans les segments postérieurs A5, A6 et A7 lorsque la température augmente. B. Normes de réaction
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confirmant que les segments A6 et A7 sont les plus plastiques. n=10 par température. A-Antérieur ;
P-Postérieur ; D-Dos ; V-Ventre (Gibert et al., 2016).

2. A quelle étape du développement la température agit-elle sur Ia
pigmentation ?

Afin de mettre en évidence la période du développement au cours de laquelle la
température agit sur le phénotype de pigmentation abdominale, une expérience consistant
a placer les embryons a 29°C puis a transférer les tubes a 18°C a différents stades du
développement a été réalisée (Figure 25A). On constate que lorsque le transfert a 18°C est
réalisé avant les stades tardifs de pupes, les drosophiles présentent une pigmentation
abdominale trés foncée comme si elles s’étaient complétement développées a 18°C. En
revanche, lorsque le transfert a 18°C est réalisé aprées la deuxieme moitié du développement
pupal, les drosophiles présentent une pigmentation abdominale caractéristique d’un
développement complet a 29°C (Figure 25B). En conclusion, ces résultats montrent que c’est
pendant la deuxieme moitié du développement pupal que la température a un effet sur le
développement induisant une modulation de la pigmentation. Une fois passée cette période,
le profil de pigmentation abdominale est donc irréversible. Cette observation corréele avec le
fait que, chez la drosophile, la pigmentation de I"'abdomen se met en place pendant les

derniers stades pupaux et les premiéres heures apres |’éclosion.
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Figure 25 — La pigmentation est sensible a la température pendant la deuxieme moitié du
développement pupal. A. Schéma illustrant le protocole utilisé. Le développement a lieu a 29°C
pendant un nombre de jours déterminé puis les tubes sont transférés a 18°C. Le phénotype de
pigmentation abdominale est ensuite observé. B. Cuticules de femelles w'*® issues des différentes
conditions. La température agit sur la pigmentation abdominale pendant la deuxiéme moitié du
développement pupal (cadre vert) (données non publiées du laboratoire).

Il. Mise en évidence du role majeur de t dans la plasticité phénotypique

de la pigmentation abdominale

1. Modulation du transcriptome d’épidermes abdominaux de drosophiles

femelles par la température

Dans le but d’identifier des genes dont I'expression serait modulée par la température, les
transcriptomes d’épidermes abdominaux (A5, A6 et A7) de pupes tardives ou de jeunes
femelles adultes w''* agées de quelques heures apres I’éclosion, élevées a 18°C ou 29°C, ont

été analysés par RNA-seq (données non publiées du laboratoire). D’aprés les résultats,

plusieurs genes sont différentiellement exprimés entre 18°C et 29°C aussi bien chez les
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pupes gue chez les jeunes femelles (Figure 26A: pupes: 4584 transcrits avec une p-
value,justee<0,05, 345 transcrits avec une p-value,j,sse.<1E-10; adultes : 3389 transcrits avec
une p-value,j,s¢e<0,05, 200 transcrits avec une p-value,j,se.<1E-10). Une analyse de « Gene
Ontology » des génes modulés montre que plusieurs catégories sont concernées telles que
« peptidase », « oxydo-reduction », « métabolisme », « réponse a la température », mais
également « transcription » et « régulation de la chromatine ».

De fagon intéressante, un des genes le plus fortement modulé par la température est le géne
t. En effet, celui-ci est dix fois plus exprimé a 18°C qu’a 29°C chez les adultes (p-
value,jusiee=5,9.E-80 chez les adultes) (Figure 26A). L'expression plus forte a 18°C du géne t,
un gene codant une enzyme de pigmentation nécessaire a la synthése des pigments bruns et
noirs (Figure 12), est corrélée au phénotype de pigmentation abdominale observé a cette
température (Figure 24A, abdomen plus foncé a 18°C qu’a 29°C).

En complément du RNA-seq, une analyse des niveaux d’expression de I'ensemble des génes
codant des enzymes de pigmentation a également été réalisée par RT-gPCR sur épidermes
abdominaux issus de drosophiles collectées au méme stade de développement que pour
I'expérience de RNA-seq (Gibert et al., 2016). On observe que, pour les pupes, |'expression
de plusieurs genes de pigmentation est modulée par la température (Figure 26B). Il s’agit
des génes t, e, Ddc, y et black. En revanche, pour les jeunes adultes, seule I'expression de t
varie fortement avec la température. Ces résultats confirment donc les données du RNA-seq.
lls suggérent que t pourrait jouer un role essentiel en tant qu’effecteur final de la cascade
d’éveénements impliquée dans la plasticité thermique de la pigmentation abdominale des

femelles Drosophila melanogaster.
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Figure 26 — Modulation de I'expression de t par la température. A. Analyse des résultats du RNAseq
a partir d’épidermes abdominaux de pupes (a gauche) et d’épidermes abdominaux d’adultes (a
droite). En abscisse : moyenne d’expression normalisée entre 18°C et 29°C; en ordonnée : log2 du
changement d’expression entre 18°C et 29°C. En noir, les transcrits dont I'expression ne change pas
avec la température. En rouge, les transcrits dont I'expression est modulée par la température (p-
value,just¢e<0,05). B. Analyse par RT-qPCR des niveaux d’expression a 18°C et 29°C, dans I'épiderme
abdominal postérieur des pupes et de jeunes adultes, des génes codant les enzymes de pigmentation
(Gibert et al., 2016).

2. t est nécessaire et suffisant pour la plasticité phénotypique de Ia
pigmentation chez les femelles Drosophila melanogaster

Afin de montrer si la modulation de I'expression de t par la température est nécessaire et
suffisante pour expliquer la plasticité phénotypique de la pigmentation abdominale des

femelles Drosophila melanogaster, des expériences permettant de moduler I'expression de t
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dans I'épiderme abdominal a 18°C et 29°C ont été réalisées (Figure 27) (Gibert et al., 2016).
Ainsi, 'expression de t a été soit réprimée par ARN interférence (transgene UAS-RNAI t) soit
sur-exprimée (transgene UAS-t) en utilisant le pilote pannier-Gal4 (pnrGal4). Le géne pnr
s’exprime autour de la ligne dorsale médiane de 'abdomen (Calleja et al., 2000). A 18°C,
lorsque t est inactivé, une diminution de la pigmentation abdominale est observée. La forte
expression de t est donc requise pour |’établissement d’un phénotype foncé a 18°C. A 29°C,
lorsque t est sur-exprimé, on observe une augmentation de la pigmentation abdominale. A
haute température, I’expression de t est donc limitante pour la production de mélanine.

En conclusion, ces résultats démontrent que la modulation de I'expression de t par la
température joue un réle essentiel dans la plasticité phénotypique de la pigmentation

abdominale chez les femelles Drosophila melanogaster (Gibert et al., 2016).

pnr-Gal4/+

20 Dt ol

pnr-Gal4/UAS-RNAI-t

Figure 27 — La modulation de I'expression de t est essentielle pour la plasticité phénotypique de la
pigmentation. Manipulation génétique de |'expression de t dans I'épiderme abdominal des femelles
Drosophila melanogaster. En utilisant le pilote pannier-Gal4 (pnr), I'expression de t a été inactivée
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par ARN interférence (RNA/ t) ou sur-exprimée (UAS-t). Les pointillés délimitent le territoire
d’expression du géne pnr, c’est-a-dire autour de la ligne dorsale médiane. Les parties latérales
servent de contréle interne (Gibert et al., 2016).

3. Identification d’autres genes impliqués dans la plasticité thermique de la
pigmentation abdominale

Parmi les génes de pigmentation, le géne y, dont I'expression est également modulée par la
température (Figure 26B, Gibert et al., 2016) contribue aussi, mais dans une moindre
mesure, a la plasticité thermique de la pigmentation abdominale. En effet, I'augmentation
du niveau de mélanine est encore plus forte quand on combine, chez des femelles
développées a 29°C, une sur-expression de y et une sur-expression de t (Gibert et al., 2017a).
De plus, la modulation de I'expression des genes de pigmentation pourrait faire intervenir un
réseau impliquant des facteurs de transcription (Abd-B, Bab) ainsi que des régulateurs de la
chromatine (Cramped, Corto). Cependant, I'étude suggérant l'intervention de ces facteurs

n'a pas identifié les mécanismes moléculaires sous-jacents (Gibert et al., 2007).

4. Modulation de I’expression de t via ’enhancer t-MSE
Comme décrit dans le chapitre précédent, I’expression de t est controlée par I'enhancer t-
MSE situé environ 4kb en amont de t (Figure 13). Afin de voir si 'activité de cet enhancer est
modulée par la température, des femelles portant un transgéne rapporteur t-MSE-nEGFP
(Jeong et al., 2006) ont été élevées a 18°C ou 29°C (Figure 28). L'expression de la GFP est
plus forte a 18°C qu’a 29°C dans I'épiderme postérieur des femelles (Figure 28A-B). L’activité
de I'enhancer t-MSE est donc sensible a la température. La différence d’expression de t
entre 18°C et 29°C serait donc due, au moins en partie, a la différence d’activité de son

enhancer t-MSE (Gibert et al., 2016).
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Figure 28 — Modulation de l'activité de I'enhancer t-MSE par la température. A. Abdomens
postérieurs (A5, A6 et A7) de jeunes femelles exprimant le transgéne rapporteur t-MSE-nEGFP
élevées a 18°C et 29°C. B. Quantification de la fluorescence des segments postérieurs (A5, A6 et A7)
de jeunes femelles élevées a 18°C et 29°C. (n=10 par température ; *** ; pvalue<0,001) (Gibert et al.,
2016).

ll. Latempérature affecte certaines propriétés de la chromatine au niveau

dulocust

Sachant que la température module a la fois I'activité de I’enhancer t-MSE ainsi que
I’'expression de t et que les conditions environnementales peuvent impacter des mécanismes
controlant le niveau de compaction de la chromatine, en lien avec la densité des

nucléosomes, des modifications post-traductionnelles des histones ou la méthylation de
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I’ADN (Kucharski et al., 2008; Leung et al., 2014; Simola et al., 2016), 'étude de 2016 s’est

donc intéressée aux différentes propriétés de la chromatine au locus t.

1. Etude de I'effet de la température sur la structure de la chromatine au locus t

a. Analyse de la chromatine au niveau de I’'enhancer t-MSE

Afin de tester si la modulation de I’activité de I’enhancer t-MSE est une conséquence d’un
changement de compaction de la chromatine induit par la température, une expérience de
FAIRE-qPCR (Eormaldéhyde Assisted Isolation of Regulatory Elements) a été réalisée sur des
épidermes abdominaux de jeunes femelles w8 élevées a 18°C et 29°C. Le FAIRE est une
expérience permettant de mettre en évidence des régions de la chromatine décondensées
c’est-a-dire ayant une faible densité en nucléosomes (Giresi et al., 2007). Pour permettre
I'interprétation des résultats, I'enhancer du géne vestigial VG0O1, non exprimé dans
I'épiderme abdominal, a été utilisé comme controle négatif.

La chromatine de I'’enhancer t-MSE est plus décompactée que la chromatine de I’enhancer
VG0O1 a 18°C et 29°C (Figure 29A). Cette observation est donc corrélée au niveau
d’expression de ces deux génes dans 'abdomen. Cependant, le niveau de compaction de
I’enhancer t-MSE ne semble pas sensible a la température puisqu’il est similaire entre 18°C
et 29°C.

En complément de cette expérience, une expérience d'immunoprécipitation de chromatine
sur épidermes abdominaux de femelles w'2# élevées a 18°C et 29°C a également été réalisée
pour étudier la marque activatrice H3K27ac sur I’enhancer t-MSE. Cette marque
épigénétique est caractéristique des enhancers de génes transcriptionnellement actifs (Bonn
et al., 2012). Cette marque, peu abondante sur I’enhancer VGO01, est présente sur I'enhancer

t-MSE mais n’est pas modulée par la température (Figure 29B). En conclusion, la modulation
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de I'activité de I’enhancer t-MSE par la température ne serait donc ni due a un changement
de la compaction de la chromatine ni a une modulation de la marque H3K27ac (Gibert et al.,
2016). Il faudrait tester si des changements d’autres marques épigénétiques ou des
modifications de I'activité ou de I’expression de facteurs (par exemple, des facteurs de

transcription) agissant en trans sur I’enhancer t-MSE pourraient jouer un réle.
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Figure 29 — Analyse de la structure de la chromatine des épidermes abdominaux postérieurs de
femelles drosophiles élevées a 18°C et 29°C. A. Expérience de FAIRE-gPCR sur épidermes
abdominaux de femelles drosophiles w''*® élevées a 18°C ou 29°C. Les régions situées en amont
(environ 200pb, TSS-up, CG12119-TSS-up) du site d’initiation de la transcription des génes t et
CG12119 et 'enhancer t-MSE ainsi qu’a titre de controles négatifs, 'enhancer VGO1 et une région
intergénique NC ont été étudiés. B. Analyse du niveau d’enrichissement d’H3K27ac par
immunoprécipitation de chromatine sur épidermes abdominaux de femelles drosophiles w'**%. Deux
régions ont été étudiées: I'enhancer de t et I'enhancer de vestigial VG0O1 (contrdole négatif). C.
Analyse du niveau d’enrichissement d’H3K4me3 par immunoprécipitation de chromatine sur
épidermes abdominaux de femelles w''™. Les régions situées en aval du site d’initiation de la
transcription des génes t et CG12119 ainsi que |'exon 2 de t et qu'une région intergénique NC ont été
étudiées (Gibert et al., 2016).
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b. Analyse de la chromatine au niveau du site d’initiation de Ila

transcription de t

La température pourrait également agir au niveau de la structure de la chromatine d’une
autre région que I'enhancer t-MSE, comme par exemple autour du site d’initiation de la
transcription (TSS) de t. Pour tester cette hypothése, des expériences de FAIRE-qPCR ainsi
qu’une immunoprécipitation de la chromatine de la marque épigénétique H3K4me3 ont été
réalisées pour analyser cette région. Pour tester la compaction de la chromatine, la région
analysée par FAIRE est localisée environ 200bp en amont du TSS de t (TSS-up dans la figure
29). En effet, pour les promoteurs des genes transcriptionnellement actifs, cette région est
généralement déplétée en nucléosomes (Yin et al., 2011). A titre de controles négatifs,
I'analyse a également été faite sur une région intergénique (NC) ainsi que sur la région T7SS-
up d’un gene voisin de t, CG12119 (Figure 13A), qui est exprimé au méme niveau a 18°C et
29°C.

La chromatine au niveau du TSS-up de t semble moins compactée a 18°C qu’a 29°C

(p=0,087), alors que ce n'est pas le cas pour les contréles négatifs (Figure 29A).

Pour la marque activatrice H3K4me3, elle a été analysée dans une région localisée a environ
200bp en aval du TSS de t (TSS-down dans la figure 29) ainsi que sur I'exon 2. En effet, pour
les génes transcriptionnellement actifs, il existe généralement un pic d'H3K4me3 en aval du
TSS, et la densité de la marque décroit ensuite le long du corps du gene (Kharchenko et al.,
2011). La marque H3K4me3 est plus enrichie a 18°C qu’a 29°C sur ces deux régions, ce qui
n’'est pas le cas des controles négatifs CG12119 et NC (Figure 29C). Il existe donc une
corrélation entre le niveau d’H3K4me3 et la forte expression de t a 18°C dans |'épiderme

abdominal. De maniére intéressante, la marque H3K4me3 est également modulée par divers
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facteurs environnementaux chez d’autres espéeces. C'est le cas de I'effet de la nutrition dans
le foie des souris (Borsch-Haubold et al., 2014), du stress hydrique chez les plantes (van Dijk
et al., 2010; Zong et al., 2013), ou du stress chimigue chez la levure (Weiner et al., 2012).
Cette marque semble donc jouer un réle important et conservé dans la plasticité

phénotypique.

2. Implication de la méthyl-transférase Trithorax (Trx) dans la plasticité

phénotypique de la pigmentation abdominale

Chez Drosophila melanogaster, il existe trois complexes appelés COMPASS responsables de
la mono-, di- et tri-méthylation de la lysine 3 de I'histone H4 (H3K4mel, H3K4me2 et
H3K4me3). Ces différentes marques épigénétiques sont présentes dans les régions du
génome transcriptionnellement actives comme les enhancers, autour des promoteurs ou
des TSS (Kharchenko et al., 2011). lls sont composés de plusieurs sous-unités communes aux
trois complexes. En revanche, la sous-unité catalytique portant I’activité méthyl-transférase
est spécifique a chaque complexe. Il s’agit des méthyl-transférases Setl, Trithorax (Trx) et
Trithorax-related (Trr) (Mohan et al., 2011). Trr assure le dép6t de la marque H3K4mel, alors
que Setl est responsable du dépot des marques H3K4me2 et H3K4me3 (Hallson et al., 2012;
Herz et al., 2012). Quant a Trx, plusieurs études montrent qu’il est impliqué dans la mono- et
la tri-méthylation (Hallson et al., 2012; Tie et al., 2014).

Parmi ces 3 protéines, seule Trx est impliquée dans la mise en place de la pigmentation
abdominale chez les femelles Drosophila melanogaster. En effet, c'est la seule dont
I'inactivation par RNA/ induit une forte diminution de la pigmentation abdominale (Figure

30).

INTRODUCTION 66



yGald/+ ; UAS- yGal4/+ ; UAS- yGal4/+ ; UAS- yGald/+ ; UAS-
RNAi GFP/+ RNA; trr/+ RNAIJ trx/+ RNA| Set1/+
(BL41556) (BL36916) (BL33703) (BL33704)

Figure 30 — Trx est la seule méthyl-transférase impliquée dans I'établissement de la pigmentation
abdominale des femelles Drosophila melanogaster. L'inactivation par RNAi de trx avec un pilote
yGal4 induit un phénotype de dépigmentation abdominale comparé au contréle yGal4/+ ; UAS-RNAi
GFP/+. Par contre, I'inactivation de trr et Set1 n’induit aucun phénotype de pigmentation (Gibert et
al., 2016).

De plus, I'inactivation de trx induit une diminution du niveau d’expression de t ainsi que du
niveau d’enrichissement d’H3K4me3 autour de son TSS (Figure 31). L'ensemble de ces
résultats montre donc que Trx participe a la régulation de I’expression de t en modifiant le
niveau d’'H3K4me3 (Gibert et al., 2016).
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Figure 31 — Trx participe a la régulation de t dans I'épiderme abdominal. A. Quantification de
I’'expression de t chez des individus contrdles yGal4>UAS-RNAi GFP et yGal4>UAS-RNAI trx. B. Analyse
du niveau d’H3K4me3 en aval du TSS de t (TSS-down), de I'exon 2 de t ainsi gu’une région
intergénique (NC) dans I'épiderme abdominal de jeunes drosophiles contréles yGal4>UAS-RNAi GFP
et yGal4>UAS-RNAi trx (Gibert et al., 2016).
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Par ailleurs, I'analyse de la norme de réaction d’'un mutant hétérozygote perte de fonction
pour trx (alléle trx¥?#4°) met en évidence une interaction significative entre le génotype et la
température (GxT) ce qui montre que trx est également impliqué dans la plasticité
phénotypique de la pigmentation abdominale (Figure 32). Ainsi, Trx joue un réle dans la
plasticité phénotypique de la pigmentation abdominale des femelles Drosophila

melanogaster, notamment en agissant sur t (Gibert et al., 2016).
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Figure 32 — trx est impliqué dans la plasticité de la pigmentation abdominale chez les femelles
Drosophila melanogaster. Normes de réaction du mutant hétérozygote trx'**°/+ et son contrdle
+/+. (G : génotype ; T : température ; GxT : interaction entre le génotype et la température) (Gibert et
al., 2016).

IV. Objectifs de ma these

Dans I'étude de 2016, nous avons montré que t joue un role majeur dans la plasticité
thermique de la pigmentation abdominale chez les femelles Drosophila melanogaster et qu'il
était régulé par Trx. Cependant, d'autres facteurs pourraient avoir une influence en amont
de t, participer a la régulation de t et jouer un role dans la plasticité thermique de son

expression. L'objectif de ma thése a donc été d'identifier le réseau de génes impliqué dans la
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régulation de I'expression de t dans I'épiderme abdominal et de comprendre la dynamique
de ce réseau en réponse a la température. Pour identifier ce réseau, j'ai participé a un
projet, débuté avant mon arrivée au laboratoire, visant a étudier le déterminisme génétique
des différences de pigmentation abdominale chez deux lignées de Drosophila melanogaster.
Cette étude a permis de mettre en évidence l'implication des facteurs de transcription Bric-
a-Brac (Bab) et Abdominal-B (Abd-B) dans ce réseau (Résultats partie |, De Castro et al.,
2018). De plus, comme projet principal de ma these, j'ai réalisé un crible génétique par RNA/
afin d'obtenir une liste des facteurs de transcription et régulateurs de la chromatine
impligués dans la mise en place de la pigmentation abdominale et la régulation de
I'expression de t (Résultats partie IlI). A l'issue de ce crible, j'ai commencé I'analyse
fonctionnelle de deux régulateurs issus de ce crible, les genes forkhead box subgroup (O)

(foxo) et little imaginal discs (lid) (Résultats partie Il1).
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RESULTATS |

PARTIE | : Etude du role de bric-a-brac (bab) dans le réseau de régulation
intervenant dans la plasticité thermique de la pigmentation

abdominale chez Drosophila melanogaster

I. Contexte de I’étude et principaux résultats

Dans la nature, I'établissement des caractéres complexes est souvent dépendant des
variations génétiques mais également des facteurs environnementaux qui peuvent moduler
le phénotype produit par un génotype donné. Nous avons choisi, ici, d’utiliser la
pigmentation abdominale de I'organisme modeéle Drosophila melanogaster pour étudier
I'interaction entre les variations génétiques et I'environnement. Chez cette espeéce, la
pigmentation abdominale est un caractére trés variable et sensible aux conditions
environnementales comme la température. En effet, la pigmentation abdominale est plus
forte aux basses températures qu’aux hautes températures en particulier dans les segments
postérieurs A5, A6 et A7.

Dans cette étude initiée avant mon arrivée au laboratoire et pour laquelle j'ai réalisé les
expériences correspondant aux figures 4, 5, 6, 7 et 9B, deux lignées de Drosophila
melanogaster, établies par sélection a partir d’'une méme population naturelle Canadienne
ont été utilisées. Ces deux lignées different au niveau de leur phénotype de pigmentation. En
effet, la lignée Pale a une pigmentation plus claire que la lignée Dark. Nous avons pu
montrer que le locus bab serait, au moins en partie, responsable de la différence de
pigmentation entre ces deux lignées. En effet, nous avons mis en évidence la présence d’une
variation génétique entre les deux lignées, qui consiste en la délétion, dans la lignée Dark, de
56 paires de bases, dans un enhancer des geénes bric-a-brac (bab). Au niveau du locus bab, il

y a deux genes paralogues babl et bab2 qui codent pour des facteurs de transcription
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répresseurs de la pigmentation abdominale, et I'enhancer concerné par la variation
génétique contréle I'expression de babl et bab2 dans I'épiderme abdominal postérieur.
Nous avons également démontré que cette variation affecte I’activité de I’enhancer et induit
une différence d’expression des genes babl et bab2. Par ailleurs, la délétion entraine la
perte de deux sites de liaison d’Abdominal-B (Abd-B) qui est un activateur direct de bab.
Cette délétion a un impact sur I'activation de I’enhancer par Abd-B.

Nous avons également étudié I'effet de la température et avons montré que celle-ci a un
effet sur I’expression de bab1 et bab2 en modulant I'activité de leur enhancer. De plus, nous
avons constaté que le géne de pigmentation t, dont I’expression est modulée par la
température, est différentiellement exprimé entre ces deux lignées et est réprimé par Bab.
La sensibilité a la température de I'expression de t, démontrée dans une de nos études
précédentes, est donc au moins en partie une conséquence de la modulation par la

température de I'expression de bab.

L’ensemble de ce résultat permet d’avoir une meilleure vision sur le réseau de géenes
impligué dans la pigmentation abdominale et comment celui-ci est modulé par la
température. En effet, nous avons montré I'importance que peut avoir la sensibilité d’un
geéne aux conditions extérieures dans le fonctionnement d’un réseau. De fagon intéressante,
ce type de réseau contenant des génes régulateurs et des génes de structure et modulé par
I’environnement est également observé chez d’autres especes, notamment des végétaux ou
des vertébrés dont certains caractéres sont plastiques. Afin de comprendre I'ensemble des
mécanismes impliqués dans la plasticité phénotypique, deux types d’effets génétiques ont
été proposés : un effet « allelic sensitivity » et un effet « gene regulation ». Dans notre

réseau, |'effet « allelic sensitivity » s’applique lorsque I'on considére que I'expression du
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géne bab est modulée par la température. L'effet « gene regulation » peut également
s’appliquer car le facteur de transcription Bab régule I'expression de ses génes cibles en
fonction des conditions environnementales.

Par ailleurs, nos résultats apportent des informations sur le role de la plasticité
phénotypique dans I'évolution, qu’elle pourrait faciliter. En effet, I’hypothése du « flexible
stem », émise par la biologiste West-Eberhard, propose que dans certains cas, une espece
ancestrale plastique pourrait étre a I'origine de lignées avec des phénotypes divergents.
Ainsi, cette espéce ancestrale aurait produit des phénotypes alternatifs en réponse a
I'environnement. Ces phénotypes auraient par la suite été « fixés » par assimilation
génétique dans les lignées filles. Plusieurs exemples morphologiques suggerent que ce mode
d’évolution peut effectivement avoir lieu. On peut s’attendre a ce que I'hypothése du
« flexible stem » se traduise également au niveau de |'évolution des genes. Nos études
montrent que I'expression des genes bab et t est sensible a la température. De plus, d’autres
groupes ont montré que de la variation dans les séquences cis-régulatrices de ces genes a
été impliquée dans I’évolution de la pigmentation entre especes de drosophiles. Ces
données sont donc compatibles avec I'hypothése du « flexible stem » et suggérent
également que ces catégories de genes médiant I'effet de I’environnement constituent des

« hotspots » évolutifs.

Il. Article
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Abstract

Drosophila body pigmentation has emerged as a major Evo-Devo model. Using two Dro-
sophila melanogasterlines, Dark and Pale, selected from a natural population, we analyse
here the interaction between genetic variation and environmental factors to produce this
complex trait. Indeed, pigmentation varies with genotype in natural populations and is sensi-
tive to temperature during development. We demonstrate that the bric a brac (bab) genes,
that are differentially expressed between the two lines and whose expression levels vary
with temperature, participate in the pigmentation difference between the Dark and Pale
lines. The two lines differ in a bab regulatory sequence, the dimorphic element (called here
bDE). Both bDE alleles are temperature-sensitive, but the activity of the bDE allele from the
Dark line is lower than that of the bDE allele from the Pale line. Our results suggest that this
difference could partly be due to differential regulation by AbdB. bab has been previously
reported to be a repressor of abdominal pigmentation. We show here that one of its targets
in this process is the pigmentation gene tan (), regulated via the tan abdominal enhancer
(t_MSE). Furthermore, t expression is strongly modulated by temperature in the two lines.
Thus, temperature sensitivity of texpression is atleast partly a consequence of bab thermal
transcriptional plasticity. We therefore propose that a gene regulatory network integrating
both genetic variation and temperature sensitivity modulates female abdominal pigmenta-
tion. Interestingly, both bDE and t_MSE were previously shown to have been recurrently
involved in abdominal pigmentation evolution in drosophilids. We propose that the environ-
mental sensitivity of these enhancers has turned them into evolutionary hotspots.
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Author summary

Complex traits such as size or disease susceptibility are typically modulated by both
genetic variation and environmental conditions. Model organisms such as fruit flies (Dro-
sophila) are particularly appropriate to analyse the interactions between genetic variation
and environmental factors during the development of complex phenotypes. Natural pop-
ulations carry high genetic variation and can be grown in controlled conditions in the lab-
oratory. Here, we use Drosophila melanogaster female abdominal pigmentation, which is
both genetically variable and modulated by the environment (temperature) to dissect this
kind of interaction. We show that the pigmentation difference between two inbred fly
lines is caused by genetic variation in an enhancer of the bab locus, which encodes two
transcription factors controlling abdominal pigmentation. Indeed, this enhancer drives
differential expression between the two lines. Interestingly, this enhancer is sensitive to
temperature in both lines. We show that the effect of bab on pigmentation is mediated by
the pigmentation gene tan () that is repressed by bab. Thus, the previously reported tem-
perature-sensitive expression of t is a direct consequence of bab transcriptional plasticity.

Introduction

Complex traits such as size or disease susceptibility are typically modulated by both genetic
variation and environmental parameters. This has major implications in agronomy, animal
husbandry and medicine. Furthermore, as the phenotype (and not the genotype) is the target
of natural selection, both genetic and environmental factors are fundamental to understand
evolution. Indeed, Waddington showed that a phenotype initially induced by environmental
conditions can be selected and become independent of the environment [1,2]. He proposed
that genetic variation presentin the population was the base of this process that he termed
genetic assimilation [1-3]. The importance of standing genetic variation was demonstrated by
Bateman who repeated some of Waddington’s experiments and showed that genetic assimila-
tion worked with outbred stocks but not with isogenic stocks [4]. However, in a recent study,
it was shown that de novo mutations induced by stressful environments—such as heat-shock—
can, in some cases, contribute to genetic assimilation [5]. Based on Waddington’s genetic
assimilation, West-Eberhard proposed that divergent lineages could be produced through
genetic assimilation of alternative morphs present in a phenotypically plastic ancestral species
(“the flexible stem hypothesis”) [6]. A few studies suggest, indeed, that this mode of evolution,
also called “plasticity-first evolution®, may not be uncommon in nature. For example, the tad-
poles of many spadefoot toad species adjust their development time to the duration of the
pond in which they live. Phylogenetic analyses show that this plasticity is ancestral. In contrast,
the species Scaphiopus couchii, developing in ephemeral ponds, has evolved a derived and can-
alized short developmental time independent of the duration of the pond in which it develops
(reviewed in [7]). Similarly, some generalist cichlid species show morphological plasticity of
their pharyngeal jawbones in response to diet hardness. The plasticity observed in generalist
species is ancestral. In contrast, other species of cichlids, which have become specialised on
hard or soft diet, show only one type of morphology [8]. It is therefore important to investigate
such cases at the genetic and molecular levels to understand the mechanisms of the "flexible
stem hypothesis"/"plasticity-first evolution". Model organisms such as Drosophila are particu-
larly appropriate to dissect the interactions between genetic and environmental factors.
Indeed, natural populations carry high genetic variation. Furthermore, they can be easily
grown in controlled conditions in the laboratory and many genetic tools are available.
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In this study, we focus on abdominal pigmentation of Drosophila melanogaster (D. melano-
gaster) females, a trait highly variable in natural populations and modulated by environmental
factors such as nutrition and temperature [9-11]. Female abdominal pigmentation is darker at
low temperature, in particular in the most posterior segments A5, A6 and A7 [12]. Abdominal
pigmentation is therefore an example of phenotypic plasticity defined as “the property of a
given genotype to produce different phenotypes in response to distinct environmental conditions”
[13]. Lastly, as abdominal pigmentation in drosophilids is widely used as a model of intra- and
inter-specific evolution [14,15], it is particularly appropriate to analyse the contribution of
genetic and environmental factors to phenotypic variation and evolution.

Genome-wide association studies have identified several loci linked to female abdominal
pigmentation variation in natural populations of D. melanogaster [9,11,16]. Interestingly,
although the same loci were identified in different populations, their prevalence depends on
the population [9,16]. In European populations, the single nucleotide polymorphisms (SNPs)
that are the most strongly associated with pigmentation variation are located in the t_MSE, an
abdominal enhancer of the fan (t) gene encoding an enzyme involved in melanin production
[9,17]. Functional analysis of these SNPs in transgenic lines confirmed that they affect female
abdominal pigmentation [18]. By contrast, in South African populations, the most significant
SNPs are located in an intron of bric d brac 1 (bab1) [16]. babl and its tandem duplicated para-
logue bab2 (named collectively bab) encode transcription factors involved in repression of
abdominal pigmentation [19,20]. Independent genome-wide association studies performed on
a North American population also identified SNPs located in the £ MSE and the babl intron
as the most significantly associated with female abdominal pigmentation variation [11]. Fur-
thermore, in another study, genetic variation was detected in a babl and bab2 cis-regulatory
sequence, the bab dimorphic element (named thereafter bDE), which is located in the first
intron of babl and controls sex-specific expression of babl and bab2 in the posterior abdomi-
nal epidermis [21]. This genetic variation was associated with changes in the bDE activity as
well as in female abdominal pigmentation [10].

Interestingly, the genes involved in female abdominal pigmentation variation are also
involved in female abdominal pigmentation thermal plasticity. We previously showed that
female abdominal pigmentation plasticity was caused by temperature sensitivity of a genetic
network including the bab locus [22]. More recently, we showed that temperature modulates
the expression of t and yellow (y), another pigmentation enzyme gene, thus contributing to
female abdominal pigmentation plasticity [23,24]. The effect of temperature on f expression is
mediated at least partly by the £ MSE [23]. Thus, £ is an essential effector of female abdominal
pigmentation plasticity. However, it is not excluded that temperature affects the activity or the
expression of upstream regulator(s) of fand consequently its expression.

As the effects of genetic variation and temperature on female abdominal pigmentation were
mainly studied independently, our aim was to investigate how they interact in the production
of this phenotype. In this study, using two D. melanogaster lines differing in abdominal pig-
mentation (named thereafter Pale and Dark), we first show that genetic variation at the bab
locus affects bab expression and female abdominal pigmentation. We demonstrate that the dif-
ference in bab expression is caused at least partly by genetic variation in the bDE. Indeed, a
deletion that removes two binding sites for Abdominal B (Abd-B), a direct activator of bab, is
present in the bDE of the Dark line. We show that this deletion impacts the activation of the
bDE by Abd-B. Furthermore, the expression of bab is modulated by temperature in both lines,
and this modulation results at least partly from temperature sensitivity of bDE. Lastly, t, whose
expression is modulated by temperature, is also differentially expressed between the two lines
and is repressed by bab. Hence, temperature modulation of t expression is at least partly due to
bab transcriptional plasticity.
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Results

The Dark and Pale lines differ in abdominal pigmentation and its thermal
plasticity

We established the isogenic Pale and Dark lines at 25°C (see the material and methods section)
from a natural population sampled in Canada [25] that was polymorphic for female abdominal
pigmentation. To compare their abdominal pigmentation and its thermal plasticity, these lines
were grown at 18°C, 25°C and 29°C. Abdominal pigmentation of A4, A5, A6 and A7 segments
was quantified and analysed in females (Fig 1, S1 Dataset, Table 1 and S1 Fig). Dark females
were darker than Pale females at the three temperatures. Although the effect of the genotype
("G" effect) was significant for the four segments, it was particularly pronounced in segments
A6and A7, as revealed by Eta squared (h”) values (A6 and A7: p<0.001, h” = 0.59; A5:
p<0.001, h* = 0.17; A4: p<0.05, h* = 0.04) (Table 1). The effect of temperature ("T" effect) was
strong for both lines in all four segments (p<<0.001, 0.32<h?<0.53). Lastly, the interaction
between the genotype and the temperature ("GxT" effect) was significant for segments A6 and
A7 (p<0.001). In conclusion, the Dark and Pale lines differed in pigmentation. They were
both plastic in response to temperature but their plasticities differed only in segments A6 and
A7.

Difference of pigmentation between the Dark and Pale lines is linked to the
bab locus

We first aimed at identifying the respective contribution of each chromosome to the difference
of abdominal pigmentation between the two lines. We therefore constructed new lines carry-
ing the eight different combinations of the X, the second and the third chromosomes from the
Pale and the Dark lines. We compared female abdominal pigmentation of the eight different
lines grown at 25°C (Fig 2, S2 Dataset, and S2 Fig). At a glance, an effect of the third chromo-
some on pigmentation was noticeable for segments A4, A5, A6 and A7 (Fig 2A). Quantifica-
tion and calculation of Eta squared values (h®) confirmed this effect of the third chromosome,
which was moderate in A4 (p =0.001, h” = 0.14), strong in A5 (p<0.001, h* = 0.29) and very
strong in A6 and A7 (p<0.001 for both segments, h® = 0.77 and 0.83, respectively) (Fig 2B and
S2 Fig). In addition, the second chromosome also had a significant but much weaker effect in
all segments but A4. Weak but significant effects were also observed in A7 for the X chromo-
some and for the interaction between chromosome II and chromosome III (Fig 2B and S2
Fig). In conclusion, these results show that one or several loci located on the third chromo-
some should carry genetic variation causing most of the abdominal pigmentation difference
between the Dark and Pale lines. A very good candidate on this chromosome was the bab
locus, previously identified as a major contributor for variation of female abdominal pigmen-
tation in natural populations of D. melanogaster [10,11,16,26].

To assess a potential effect of genetic variation at the bab locus, we performed an association
study on the F2 progeny from a cross between Dark females and Pale males. We focused on
the bab regulatory element called bab dimorphic element (bDE [21]), located in bab1 large
intron (Fig 3A), as this enhancer was previously shown to carry high natural genetic variation
with effect on female abdominal pigmentation [10]. In comparison with the CantonS reference
haplotype (bDE®) [21], the Pale line haplotype (bDE") differed by only one nucleotide (Fig 3B,
yellow). In contrast, the Dark line haplotype (bDE”) presented a 56 bp deletion (Fig 3B, red),
which had not been reported in previously described bab natural alleles. In order to investigate
how frequent this deletion is in natural populations of D. melanogaster, we first analysed this
region of bDE in the genomic sequences of 30 world-wide populations [27,28] (966 sequences
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Fig 1. The Darkand Pale females differ in abdominal pigmentation intensity and plasticity. A: Abdominal cuticles of females from the
Dark (up) and the Pale (bottom) lines grown at 18°C, 25°C or 29°C. Cuticles were cut just beyond the dorsal midline (dashed line). Hemi-
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abdomens are shown. Abdominal tergites Al to A7 are indicated. A: anterior; P: posterior; V: ventral; D: dorsal. B: Reaction norms of
pigmentation as a function of temperature in hemi-tergites A4, A5, A6 and A7 for the Dark (blue) and the Pale (red) lines. Error bars are
standard deviations (n = 10 per genotype and per temperature). Significant effects revealed by two-way ANOV A are indicated: G = effect
of the genotype, T = effect of the temperature, GxT = effect of the interaction between the genotype and the temperature. *: 0.01<p<0.05;
***: p<0.001; NS: non significant.

hitpsy//doi.org/10.1371/journal.pgen.1007573.0001

in total). We never identified the 56 bp deletion in these populations. However, as this dataset
of world-wide populations is focused mainly on SNPs and has not been evaluated for indels
[27], it might not be optimal to identify the 56 bp deletion. Therefore, we analyzed in detail the
region of the 56 bp deletion in 205 lines also originating from North America (DGRP lines
from Raleigh) [29,30] using the available web-interface (http://dgrp2.gnets.ncsu.edu/). Not
only SNPs but also small and large indels have been analyzed in these lines [30]. The 56 bp
deletion found in the Dark line bDE was not present in any of these lines. Indeed, a SNP has
been identified within the 56 bp (nucleotide 1,084,899, which corresponds to the 18t position
in the 56 bp sequence) and characterized in each of the 205 DGRP lines. Thus, the 56 bp dele-
tion is likely to be a recent and rare allele, perhaps deleterious, present at low frequency at least
in some Canadian populations. Although this deletion may not be relevant for adaptation, it
represents an experimentally tractable system for studying the genetic and environmental
interactions that affect a complex phenotype. We used this 56 bp deletion to genotype by PCR
40 F2 females randomly collected (S3 Fig). For each of them, DNA was extracted from the
head and thorax whereas the abdomen was kept for pigmentation quantification. Scatter plot
of pigmentation in A6 and A7 segments showed a clear segregation of the different genotypes,
with bDE”/bDEP females being darker than bDE"/bDE” females and bDE"/bDE” being inter-
mediary between the two former genotypes (Fig 3C and S3 Dataset). Female abdominal pig-
mentation was strongly associated with the genotype at the bab locus in A6 (p<0.001, h® =
0,61) and A7 (p<0.001, h? = 0.74) but not in A5 (p=0,49) (Fig 3D and 54 Fig). In both A6 and
A7, pigmentation differs between all three genotypes (Tukey HSD test, p<0.01 for all pairwise
comparisons).

In conclusion, these results strongly suggested that abdominal pigmentation variation in
A6 and A7 between the Pale and the Dark lines was mainly linked to genetic variation at the
bab locus.

bDEP is less active than bDE" but both alleles are temperature-sensitive

The bDE is directly activated by the Doublesex female-specific isoform (Dsx") and the Hox
protein Abdominal B (Abd-B) in the abdominal epidermis of females [27]. Interestingly, the
56 bp deletion present in the bDEP® allele of the Dark line; removes two Abd-B binding sites
(Eig 3B). These sites are the sites Abd-B3 and Abd-B4 that were shown to bind Abd-B in vitro
and to contribute, together with twelve other Abd-B binding sites, to bDE activity in vivo [21].

Table 1. Two-way ANOVA testing the effect of the genotype (G), the temperature (T) and the genotype by temperature interaction (GxT) on pigmentation in A4,
A5, A6 and A7 segments in Dark and Pale females.

A4 A5 A6 A7
P h? P h? P h? P h?
G 0.031 0.04 <0.001 0.17 <0.001 0.59 <0.001 0.59
T <0.001 043 <0.001 0.53 <0.001 0.32 <0.001 0.33
GxT 0.090 0.04 0.27 0.014 <0.001 0.04 <0.001 0.04

p: p-value; h*: Eta squared.

hitps://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007573.t001
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Fig 2. Chromosome III accounts for most of the difference of pigmentation between the Dark and Pale lines. A: Cuticles of
flies, raised at 25°C, bearing the 8 combinations of X, second and third chromosomes from the Dark and Pale lines. Hemi-
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tergites A4 to A7 are shown. The horizontal axis represents the X chromosome, the vertical axis the second chromosome, and
the oblique axis the third chromosome. Each line is named from the chromosome it contains (for example, DPD: X and third
chromosome from the Dark line, second chromosome from the Pale line). By eye, a strong effect of the third chromosome is
noticeable. B: Pie charts of the Eta squared values (h”) obtained from quantification of pigmentation in the 8 lines (n = 10 per
line). The effects of each chromosome and their interactions are shown for A4, A5, A6 and A7 segments. When the effects are
significant, Eta squared values are indicated on the pie. Residuals: variation not accounted by the model. *: 0.01<p<0.05; ***:
p<0.001. Statistical test: three-way ANOV A with full factorial model.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007573.0002

The bDE” allele of the Pale line also differs from bDE® and bDE by a single nucleotide substi-
tution (Fig 3B, yellow). This SNP was previously reported to reduce the activity of the enhancer
[10]. To test whether the 56 bp deletion of the bDE” allele could also affect the activity of the
enhancer, we constructed transgenic lines in which nuclear enhanced green fluorescent pro-
tein (NEGFP) was under the control of bDEP or bDE” (lines bDEP-nEGFP and bDE"-nEGFP).
In order to compare the activities of these two variants, the transgenes were inserted at the
same genomic location using phiC31-based transgenesis [31], thus avoiding position effects.
Then, they were introgressed for six generations in the same genetic background. The resulting
lines, homozygous for the transgenes, were grown at 18°C and at 29°C, in order to test the
potential effect of temperature on bDE activity. bDE activity was previously shown to peak in
the abdominal epidermis from female pupae [21]. We therefore quantified nEGFP at this stage
(Fig 4, $4 Dataset and S5 Fig). Both bDE” and bDE” drove nEGFP in A6 and A7 but not in A5
(Fig 4A), as already described for bDEC [21]. In A6, the two bDE alleles presented a different
activity at 29°C (t-test, p<0.01) but not at 18°C, which led to a non-significant effect of the
genotype ("G" effect) (Figs 4B and S5). By contrast, in A7, the effect of the genotype on nEGFP
expression was significant (Figs 4C and S5; "G" effect, p<0.001). Interestingly, for the two lines
and in both A6 and A7, nEGFP was significantly more expressed at 29°C than at 18°C ("T"
effect, p<0.001). The genotype by temperature interaction was marginally significant in both
segments ("GxT" effect, p = 0.094 and p = 0.073, respectively) (Figs 4B, 4C and S5).

In conclusion, bDE” was less active than bDE". Moreover, temperature modulated the
activity of both alleles, which were less active at 18°C than at 29°C. As bab represses melanin
production [20], the lower activity of bDE” and the higher activity of both alleles at high tem-
perature correlates with pigmentation intensity. Since the 56 bp deletion of bDE” removes two
binding sites for Abd-B, which activates this enhancer, loss of these sites might participate in
the reduction of activity of bDE” as compared to bDE’.

The deletion removing two Abd-B binding sites in bDE" impacts enhancer
activation by Abd-B

To test the impact of the 56 bp deletion in bDE on its activation by Abd-B, we introduced
chromosomes with a deletion or a duplication of Abd-B in the bDEP-nEGFP and bDE"-nEGFP
transgenic lines. We thus obtained flies heterozygous for bDEP-nEGFP or bDE’-nEGFP, and
expressing one dose, two doses or three doses of Abd-B. Flies were grown at 18°C or 29°C and
nEGFP intensity in A6 and A7 was quantified. The different conditions of genotype, tempera-
ture and Abd-B dose were then compared (Fig 5, S5 Dataset, S6 and S7 Figs). As already
observed with homozygous nEGFP transgenes (Fig 4), the genotype effect (“G”) as well as the
temperature effect (“I”) were significant for A6 and A7 (“G” for A6: p<0.01, h? = 0.008; “G”
for A7: p<0.001, h> = 0.147; “T” for A6: p<0.001, h” = 0.235; “T” for A7: p<0.001, h” = 0.394).
A significant effect of the genotype by temperature interaction was also observed for A6
("GXT": p<0.001, h* = 0.021). These results confirmed that the activity of bDE depended on
the allele and on the temperature, and that the effect of temperature was modulated by the

genotype.

PLOS Geneticsd hﬂgs:ﬁdoi.or?{ 10.1371/journal.pgen.1007573 August 1,2018 8/28
RES 80


https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007573.g002
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007573

@PLOS | GENETICS

bric & brac mediates pigmentation thermal plasticity

A Cchromosome 3L
1040kb 1060kb 1080kb 1100kb 1120kb 1140kb 1160kb
L ’ a [ =
bab1 bab2
B AbdB1 2AbdB2
Cantons: bue® CTecCreTTIerclrIGUCATTITAACT TACTCT'ITAAT GUTGGUTAG 540
Dark: bDE" CTCGCTCTTTCTCTTTGCCATTTTAACTTTTATTACTCTTAATATAAMAAAGCTGGCTAG 540
Pale: bDE’ CTCGCTCTTTCTCTTTGCCATTTTAACTTTTATTACTCTTAATATARAAARGCTGGCTAG 540
Akhkkkhkhkhh bbbk b bbb kb bbbk b bbbk kbbb bk bk b kb kb kbbb dhd
AbdB3 AbdB4
CantonS: bDE® ATGCGGGCCAGCT TGCACGCGGTC GTTGCAGGAGGCATGTTGCCAG 600
Dark: bDE® ATGCGGGC 548
pPale: bDE” ATGCGGGCCAGCTGTAARAATGCACGCGGTCATARAAAGTTGCAGGAGGCATGTTGCCAG 600
e oo e W W R
AbdB5
Cantons: bDE® TTGCCTGCAACCGGCAACATTCGCAGAACAGCAGCAACATCETARBATAACTTCTTGCTE 660
Dark: bDE® TGCAACCGGCAACATTCGCAGRACAGCAGCARCATCGTARAATAACTTCTTGCTC 604
Pale: bDE® TTGCCTGCARCCGGCAACATTCGCAGAACAGCAGCARCATCGTAAAATAACTTCTTCCTC 660
Fhkkhkhhkrhhhkrhddhhdhhbhhd bbb hhdhhhdbhhdbbhdbhdhhdhdhdodd Hhk
Dsx1 AbdB6
CantonS: bDE® TGCGGTCTGAGTTTGGCCEGCARCARTGTTGCT CGTATTATTATTACATTTT 720
Dark: bDE® TGCGETCTGACTTTGGCCGCAACAATCTTGCTGCATTTATTCGTATTATTATTACATTTT 664
Pale: bDE" TGOGGTCTGAGTTTGGCCGCAACAATGTTGCTGCATTTATTCGTATTATTATTACATTTT 720
HHA TR AR AR AT R A AT AT A AT AT A AT AT A AR R Tk ke e hw
AbdB7
Cantons: bDE® AATGAATAATTCTAATTATATGCAACTTGAATAAGCCCGCCGATGCCARTARBAAGCGEE 780
Dark: bDE® AATGAATAATTCTAATTATATGCAACTTGAATARGCCCGCCGATGCCARTARMAAGCGEE 724
Pale: bDE® AATGAATAATTCTAATTATATGCAACT TGAATALGCCCGCCGATGCCARATARAAAGCGEE 780
ARAAARRRAAAARAAAXAKARAA AR KRR AARA A A A AR A A AA AR A AR AR R A AR AR R A AR AR R A AR
AbdBE
CantonS§: bDE® GTGCCAARAGTGCAGTCGACTCECTTTCTCTCGCECCCCTCCTACTCCCACETARBAATTE 840
Dark: bDE® GTGGCAAAGTGGAGTGGACTGEGTTTGTGTGGCGCCCCTGCTAGTGGCACATARARATTG 784
Pale: bDE’ GTGGECAAAGTGGAGTGGAC TGEGTTTGTGTGGCGCCCCTGCTAGTGGCACATARARATTG 840
EE R R R s R R R R R L R RS R R R R R R R R E R R
AbdB9  AbdB10
CantonS: bDE® GCGCAAGTTAATTGTGETAGT TATTTGCTGTTTTGCCATTTGGTCATEITACAAT 9200
park: bDE® GCGCAAGTTAATTGTGGTAGTTATTTGCTGTTTTGCCATTTGGTCATTTTACAATTTTAC 844
Pale: bDE” GCGCAAGTTAATTGTGGTAGT TATTTGCTGTTTTGCCATTTGETCATTTTACAATTTTAC 900
HEAKAA A AA AR AR A A AN A A AN A AT AN A AN AN A A AN A A AT AR A A AR AR A AR AR Ak
Dsx2
CantonS: bDE® CATTTCAGCCACAACTTTTCGCACTGCTCCCCCCCTTTCCCAGCACARCARTETTECGEC 960
Dark: bDE® CATTTCAGCCACAACTTTTCGCACTGCTCCCCCCCTTTCCCAGCACAACARTGTTGCGEE 904
Pale: bDE® CATTTCAGCCACAACTTTTCGCACTGCTCCCCCCCTTTCCCAGCACAACARTCTTGCGEE 960
EE R R R R E R R R R R R L RS R R R R R R R R R R R R
abdB11 abdB12 abdB13
CantonS: bDE® ATTCTCGCACTRIACGAGGCGTTTTTTTITTATA TCACT TACIEIACT TAGTTGATTARG 1020
Dark: bDE® ATTCTCGCACTTTACGAGGCGTTTTTTTTTTATATCACTTACTTTACTTAGTTGATTAAG 964
Pale: bDE” ATTCTCGCACTTTACGAGGCGTTTTTTTTT TATATCACTTACTTTACTTAGTTGATTAAG 1020
KE A AT R R A AR A A AR A AR TR AT AR T AT AR A AR AR AR T AR A A AT A AT A AT A Ao A kA Ak h
nbdBl4
CantonS: bDE® GGCGTGGCCEATEEGCCAGATACATGCTTAGATTTGCTCCAGCAGTGEGCTGCATHRIAE 1080
Dark: bDE® GGCETGGCCEATCGGCCAGATACATGC TTAGAT TTGCTCCAGCAGTGGGCTGCATTTTAC 1024
pPale: bDE" GGCGTGGCCCATGGGCCAGATACATGC TTAGAT TTGCTCCAGCAGTGGGCTGCATTTTAC 1080
LR AR R RS R R R R R AR R R R R R RS R R R R R R R T
C bDETBDED @ D bDEYBDE?
bDEYBDE? W
140, bDEIBDE® @ 160, &
B P
= A bDEPBDE" 140, NS o bDE¥bDE
o 120 * R
= . . ©120/ I
100
€ o Z100] I
) . =
£ 80 " ge - @ gq) I ik
o - e " £
= e D60,
o 60 & = I
L] o
~ A = 40
< 4 L4
204
20 0
40 60 80 120 140 160 h
. . A5 A6 A7
A6 Pigmentation

Fig 3. Pigmentation difference between the Dark and Pale lines is mainly linked to the bab locus. A: Schematic representation of
the bric a brac locus of D. melanogaster containing the two paralogues babl and bab2. Rectangles indicate exons and lines introns. The
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transcription start sites of babl and bab2 are marked by arrows. The bab dimorphic element (bDE, in green, [21]) is located in the first
intron of babl. B: Sequence of the bab dimorphic element (bDE) from the Canton S [21] (bDEC allele), Dark (bDE‘D allele) and Pale
(bDEP allele) lines. Binding sites for Abdominal-B (Abd-B) and Doublesex (Dsx) previously identified [21] are indicated on the
Cantfon § sequence in green and blue, respectively. The haplotypes of the Dark and Pale lines differ from that of Canton Sby a 56 bp
deletion (red) and a single bp substitution (yellow), respectively. C: Scatter plot for pigmentation in A6 and A7 of 40 individuals
among the F2 progeny of an initial Dark x Pale cross performed at 25°C, that were genotyped at the bab locus. The three genotypes
clearly segregate. D: Quantification of pigmentation in A5, A6 and A7 of the F2 individuals according to their genotype at the bab
locus. In A6 and A7, pigmentation differs between the three genotypes, which is not the case in A5. Statistical test: one-way ANOVA.
***: p<0.001. NS: non significant.

https:/doi.org/10.1371/journal.pgen.1007573.0003

The effect of Abd-B dose was strong and significant for A6 and A7 (“D” for A6: p<0.001,
h* = 0.540; “D” for A7: p<0.001, h* = 0.193). This result was expected as Abd-B was shown to
be a direct activator of bDE [21] and as bDEP and bDE? share twelve Abd-B sites. Very interest-
ingly, a significant effect of the genotype by Abd-B dose interaction was observed ("GxD" for
A6: p<0.001, h® = 0.021; for A7: p<0.01, h® = 0.024), demonstrating that the 56 bp deletion in
bDEP had a direct impact on the activation of this enhancer by Abd-B. This effect could be the
consequence of the removal of the two Abd-B sites, the changing of spacing between remain-
ing Abd-B sites, or the removal of other uncharacterized regulatory sites.

Furthermore, there was a significant effect of the Abd-B dose to temperature interaction,
independently of the genotype and thus the deletion ("DxT" for A6: p<0.001, h® = 0.038; for
A7: p<0.001, h* = 0.034,). This means that the effect of Abd-B on bDE activity, for both bDE
alleles, was modulated by temperature. However, we did not detect any variation of Abd-B
expression in the female abdominal epidermis between 18°C and 29°C, indicating that this
modulation was not a consequence of Abd-B differential expression (S8 Fig and S6 Dataset).
The effect of temperature on Abd-B thus might be post-transcriptional (activity of the protein
itself, binding to the enhancer, interaction with co-factors .. .).

Lastly, a weak but significant interaction between genotype, temperature and Abd-B dose
was observed, ("GxTxD" effect for A6: p<0.05, h® = 0.010; for A7: p<0.05, h” = 0.012), indicat-
ing that the difference in thermal plasticity between bDE® and bDE” was partly due to Abd-B.

Temperature and Abd-B dose have an impact on babl and bab2 expression

As the effect of Abd-B on bDE activity was modulated by temperature independently of the
bDE genotype (Fig 5, "DxT" effect), we wondered whether we could detect an effect of temper-
ature and of Abd-B dose on babl and bab2 regulation. We thus quantified by RT-qPCR bab1
and bab2 expression in the posterior epidermis of female pupae grown at 18°C or 29°C and
expressing one, two or three doses of Abd-B (Fig 6, S7 Dataset and S9 Fig). Unfortunately, we
could not interpret the data for three doses of AbdB because the reference genes we used were
themselves deregulated. A weak but significant effect of temperature was observed for babl
and bab2 (“T” effect, bab1: p<0.05, h* = 0.072; bab2: p<0.05, h® = 0.23). Thus, temperature
modulation of bDE activity may impact babl and bab2 expression.

A very strong effect of Abd-B dose was observed for both genes (“D” effect, bab1: p<0.001, h> =
0,792; bab2: p<0.01, h® = 0.480). This was expected as Abd-B directly activates bDE [21]. Lastly, a
significant interaction between Abd-B dose and temperature was observed for babl (“DxT” effect,
p<0.05, h® = 0.070). Thus, temperature modulates the effect of Abd-B on bab1 expression, which
suggests that the effect of temperature on bDE activation by Abd-B has functional consequences.

babl and bab2 expression differs between the Pale and Dark lines and is
temperature-sensitive

In Fig 4, we showed, using reporter constructs in transgenic flies, that bDE” is less active than
bDE” but that both alleles are temperature-sensitive. To test whether these effects could have
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Fig 4. The bDE activity of the Dark and the Pale line is different and modulated by temperature. A: Activity of bDE
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transgenic lines), visualized through nEGFP intensity. Segments A5, A6 and A7 are delimited with dashed lines. G:
genitalia. B: Quantification of nEGFP in A6 (n = 10 per genotype and per temperature) showing a significant effect of
the temperature (T) and a marginally significant effect of the genotype by temperature interaction (GxT). Non-
parametric ANOVA (Sheirer-Ray-Hare test). (*) 0.05<p<0.1; ***: p<<0.001. NS: non significant. C: Quantification of
nEGFPin A7 (n = 10 per genotype and per temperature) showing significant effects of the genotype (G) and the
temperature (T). A marginally significant effect of the genotype by temperature interaction (GxT) is also observed.
Statistical test: two-way ANOVA. (*): 0.05<p<0.1;***: p<0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen. 1007573.q004

an impact on babl and bab2 expression, we quantified by RT-qPCR babl and bab2 mRNA in
the posterior abdominal epidermis of female pupae and young adults from the Dark and Pale
lines (Fig 7, S8 Dataset and S10 Fig). babl was less expressed in the Dark line than in the Pale
line both in pupae and in adults at the two temperatures ("G" effect; pupae: p<0.01, between
2.6 and 3 times less depending on the temperature; adults: p = 0.055, between 1.3 and 1.9 times
less depending on the temperature). Expression of bab2 was also lower in the Dark line but sig-
nificantly only in adults ("G" effect, p<0.01, between 1.3 and 1.4 times less depending on the
temperature). In addition, expression of babl and bab2 was modulated by temperature in
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Fig 5. Abd-B dose, genotype and temperature modulate the activity of bDE. Quantification of nEGFP in A6 and A7 (n = 10 per condition) with variation of the
temperature (T: 18°C or 29°C), Abd-B dose (D: 1, 2 or 3) and genotype (G: bDEP or bDE" ). Three-way ANOVA were performed for each segment on Box-Cox
transformed measures of nEGFP intensity extracted from nEGFP positive nuclei. * p<0.05; **p<0.01; ***: p<0.001. NS: non significant.
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Fig 7. Expression of bab I and bab2 differ between the Dark and the Pale line and varies with temperature. RT-qPCR quantification of babl and bab2
expression in posterior abdominal epidermis (segments A5, A6 and A7) from pupae and young adult females of the Dark and Pale lines raised at 18"C or 29°C.
Expression of bab1 and bab2 was normalized with the geometric mean of eIF2and Spt6 expression. Error bars represent standard deviation (3 replicates of 50
individuals per condition). Statistics: two-way ANOVA (babl in pupae, bab2 in pupae and adults) or non-parametric ANOVA Scheirer-Ray-Hare test (babl in
adults). G: effect of the genotype; T: effect of the temperature; GxT: effect of the interaction between the genotype and the temperature. (*): 0.05<p<0.1; *:
0.01<p<0.05; **: 0.001<p<0.01. NS: non significant.
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adults, as both genes were more expressed at 29°C than at 18°C ("T" effect, p<0.05, between
1.2 and 1.9 times more at 29°C than at 18°C depending on the line and the gene). Thus, the
lower expression of bab paralogues in the Dark line as compared to the Pale line, and their
higher expression at high temperature, correlated with bDE activity and pigmentation
intensity.

bab represses t expression in abdominal epidermis

The two paralogues babl and bab2 encode transcription factors with BTB/POZ and Psq
domains, which are involved in repression of abdominal pigmentation [19,20]. Among pig-
mentation genes, it is already known that bab represses y and Dopa-decarboxylase (Ddc)
[22,32,33]. Based on previous studies showing the essential role of f in female abdominal pig-
mentation intensity and plasticity [9,18,23], we wondered whether { was a target of bab in
abdominal epidermis. Indeed, this was suggested in several studies, but never demonstrated
[10,14,15]. To test this hypothesis, we down-regulated bab2 and/or babl in the abdominal epi-
dermis using UAS-RNAi transgenes combined with the drivers pannier-Gal4 (pnr-Gal4) [34]
or yellow-Gal4 (y-Gal4) [35]. As expected, bab down-regulation increased abdominal pigmen-
tation (Figs 8A and S11A). Furthermore, t expression, revealed by in situ hybridization,
increased when babl was down-regulated (Fig 8B). To confirm this result, bab was down-regu-
lated in two reporter lines inducing nEGFP expression under the control of t regulatory
sequences: the £ MSE-nEGFPline, that contained only the f abdominal enhancer t_MSE [36],
and the 5't-nEGFP line, that contained a genomic fragment about 4 kb long located directly
upstream the f transcription start site and including the ¢ MSE. In these two lines, bab down-
regulation induced an increase of nEGFP expression (Figs 8C and S11B).

Taken together, these results demonstrated that f expression was repressed by bab, and that
this repression was mediated, at least partly, by the f abdominal enhancer t_MSE.

t is differentially expressed between the Dark and the Pale lines

As shown above, bab expression differs between the Dark and Pale lines and is modulated by
temperature. In addition, bab represses t expression. In order to test whether bab differential
expression in the Pale and Dark lines impacts t expression, we performed in situ hybridization
experiments and RT-qPCR quantification in abdominal epidermes of young females of the
two lines raised at 18°C or 29°C (Fig 9, S9 Dataset and S12 Fig). As we showed previously in
another D. melanogaster line (w'''® line, [23]), t expression was strongly modulated by temper-
ature in the two lines. Indeed, f was 20 times more expressed at 18°C than at 29°C in the Pale
line, and 7.7 times in the Dark line ("T" effect: p<0.001, h’ = 0.87). There was also a significant
effect of the genotype, although less strong. Indeed, at 18°C, f was 1.5 times more expressed in
the Dark line than in the Pale line, and 3.8 times more at 29°C ("G" effect, p<0.01, h* = 0.068).
Lastly, interaction between the genotype and the temperature was marginally significant, indi-
cating that their effects on ¢ expression were mainly additive ("GxT" effect: p = 0.08, h* =
0.021).

In conclusion, fwas differentially expressed between the Pale and the Dark lines and modu-
lated by temperature in both lines. As f was repressed by bab, this differential expression may
result at least partly from the differential expression of bab between the two lines and the tem-
perature sensitive expression of bab in both lines.

Discussion

Here, we use two Drosophila melanogaster lines, Dark and Pale, established from a natural pop-
ulation, to study the regulatory mechanisms of abdominal pigmentation intensity and
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Fig 8. Down-regulation of babl in the abdominal epidermis increases f expression and {_MSE abdominal

enhancer activity. A: Adult cuticles of control female (left) and female in which babl was down-regulated usinga
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UAS-RNAi bab1 transgene and the pnr-Gal4 driver (right). babl down-regulation induces an increase of melanin
production in the pnr-Gal4 expression domain. B. In situ hybridization experiments on the same genotypesas A
showing f expression in the abdomen of freshly hatched females. Compared to the control (left), babl down-regulation
(right) increases t expression in the pnr-Gal4 expression domain. C. Effect of babl down-regulation on the activity of
the _MSE abdominal enhancer (f_MSE-nEGFP transgenic line). Compared to the control (left), babl down-regulation
in the pnr-Gal4 expression domain induces an increase of nEGFP expression driven by the f abdominal enhancer
t_MSE (right). G: genitalia.In A and B, crosses were performed at 29°C to maximize the difference of pigmentation
between the dorsal region and the control lateral region. In C, crosses were performed at 25°C. In A, Band C, the
dashed lines mark the limit between the dorsal stripe (on the right) in which prr-Gal4 is expressed and the lateral
region (on the left) used as an internal control.

https://doi.org/10.1371/journal pgen.1007573.q008

plasticity. We demonstrate that bab expression differs between the two lines. This is partly due
to the existence of a deletion in the bab dimorphic element (bDE) that modulates the action of
Abd-B on bDE activity. bab in turn represses ¢ through the t MSE. The expression of  differs
between the Dark and the Pale lines, and this effect is mainly caused by variation in trans at the
bab locus. Indeed, contribution of the X chromosome carrying t is non-significant or
extremely weak depending on the segments. Absence of functional variation in cis at the ¢
locus contrasts with previous results on European populations, in which SNPs in t MSE
accounted for most variation in female abdominal pigmentation [9]. Indeed, sequencing of
t_MSE of the Dark and Pale lines revealed that they have exactly the same sequence (see the
Material and Methods section).

Our results allow also a better understanding of the effect of temperature on female abdom-
inal pigmentation (Fig 10). Abd-B lies at the top of a gene network and plays an essential role
in plasticity. Indeed, plasticity of pigmentation increases along the antero-posterior axis in par-
allel with Abd-B expression [12,37]. Furthermore, ectopic expression of Abd-B in the thorax is
sufficient to generate a sex-specific highly plastic pigmentation pattern [22]. Abd-B has oppo-
site effects on pigmentation depending on temperature, as it induces strong melanin produc-
tion at 18°C, whereas repressing all cuticular pigments at 29°C [22]. Moreover, Abd-B and the
female-specific isoform of Doublesex (Dsx") activate bab through binding to bDE [21]. We
show here that the impact of Abd-B on bDE activity varies with temperature, increasing expres-
sion of bab at high temperature. As Abd-B expression does not vary with temperature, this is
likely to be due to post-transcriptional mechanisms. In addition, a part of the modulation by
temperature of bDE activity and bab genes expression occurs independently of Abd-B (repre-
sented by the “T” effect for bDE activity or babl and bab2 expression). The causal mechanism
is for the moment unknown. In a previous study, we showed that bab belongs to a chromatin
regulator network that mediates the effect of temperature on female abdominal pigmentation
[22]. Our new results show that transcriptional modulation of bab by temperature through the
bDE is important for temperature-sensitivity of the network. Furthermore, as bab represses t,
temperature-sensitive expression of f in female posterior abdominal epidermis, previously
reported [23] and confirmed in this study, is, at least partly, a consequence of bab tempera-
ture-sensitive expression. Interestingly, expression of other pigmentation enzymes, such as
Ddcor y, is also repressed by bab and sensitive to temperature [22-24,33]. This is probably
caused, at least partly, by the temperature-sensitive expression of bab. Furthermore, the global
repressive role of Abd-B on pigmentation enzymes at high temperature goes at least partly
through bab. y was recently shown to be a direct target of bab [33]. Whether f and Ddc are
direct targets of bab remains unknown. Lastly, the mechanism underlying the activator role of
Abd-B on melanin production at low temperature is unknown but may rely on the activation
of tand/or other pigmentation enzyme genes.

Classically, two types of genetic effects are postulated to be involved in phenotypic plasticity
[38]. “Allelic sensitivity” applies to a gene whose expression or product activity depends on the
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Fig 9. Expression of { is different between the Dark and the Pale lines and is modulated by temperature. A: in sifu
hybridization to reveal fexpressionin A5, A6 and A7 segments of Dark and Pale females grown at 18°C or 29°C. The
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dorsal side of the cuticle is on the right. B: RT-qPCR quantification of f expression in the posterior abdominal
epidermis (A5, A6 and A7 segments) of young adult females of the Dark and Pale lines raised at 18°C or 29°C. The
expression of f was normalized with the geometric mean of Act5c and RP49 expression. Error bars represent standard
deviations (3 replicates of 50 individuals per condition). Statistics: ANOVA. G: effect of the genotype; T: effect of the
temperature; GxT: effect of the interaction between the genotype and the temperature. (*): 0.05<p<0.1;*":
0.001<p<0.01. ***: p<0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007573.9009
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Fig 10. Gene regulatory network mediating the effect of temperature on female abdominal pigmentation in the
posterior abdomen. In the posterior abdominal epidermis of females, bab is activated by Abd-B and DsxF. bab
expression is higher at high temperature (pink), which leads to a lower expression of ¢, Ddcand y at high temperature
(blue). The resulting effect is a decrease of melanin production at high temperature. Abd-B might activate f at low
temperature, which would explain the high expression of f when bab expression is low. Asterisks indicate the genes for
which expression in the posterior abdominal epidermis was demonstrated to be sensitive to temperature.

httpsy//doi.org/10.1371/journal.pgen.1007573.q010
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environment. “Gene regulation” applies to a regulatory gene that turns on or off its targets
depending on the environment. Our study illustrates how these effects may blur when consid-
ering regulatory genes and their targets. The temperature sensitivity of bab expression could
be classified as “allelic sensitivity”. However, because bab encodes a transcriptional repressor, it
corresponds also to a “gene regulation” effect when considering the effect on its targets. Fur-
thermore, bab thermal plasticity leads to temperature-sensitive expression of t, another case of
“allelic sensitivity”.

A few other gene networks mediating phenotypic plasticity have been described in other
species [39,40]. Similarly to the network we describe, these networks are composed of regula-
tory genes (involved in hormonal pathways, transcription factors) responding to the environ-
ment and structural genes that are their downstream targets. For example, pharyngeal jaw
plasticity in cichlids is mediated by a complex gene network in which the transcription factor
AP1 plays a major role as it is sensitive to the mechanical strain exerted by the food [39]. AP1
regulates another transcription factor Runx2B, which activates the structural gene osx, a key
osteoblast regulator [39]. Such a gene regulatory network perspective is needed to understand
how phenotypic plasticity is mediated and how it could be involved in evolution by genetic
assimilation [41].

Our results corroborate other studies on fly pigmentation variation and evolution which
have identified changes in cis-regulatory sequences involved in evolution of body or wing pig-
mentation (reviewed in [14,15]). Indeed, genetic variation in a modular enhancer such as bDE
affects only one trait (abdominal pigmentation) leaving unaffected other traits controlled by
bab via distinct enhancers (legs and ovaries) [19]. Similarly, in vertebrates, it has been shown
that morphological variation within or between species very often relies on genetic changes in
modular enhancers and not in coding sequences. In several examples, loss of particular struc-
tures are associated with mutations reducing the activity of an enhancer: parallel pelvic plate
reduction in sticklebacks is caused by recurrent deletions of an enhancer of PitxI [42]; limb
loss in snakes is caused by nucleotide changes in an enhancer of Sonic hedgehog [43,44]. Con-
versely, mutations increasing the activity of an enhancer are involved in the enlargement of
particular structures. For example, in bats, alimb specific enhancer of PrxI thathas a higher
activity than its mouse homologue induces significantly longer forelimbs [45]. Some mutations
in cis-regulatory sequences can also modify the timing of gene expression: persistent expres-
sion of human lactase expression in adult small intestine is linked to several mutations in the
regulatory sequences of the lactase gene that have occurred independently in particular popu-
lations, whereas the ancestral allele is not expressed after childhood (reviewed in [46]). These
variants correspond to single nucleotide polymorphisms (SNPs) and several of these SNPs
were shown to increase the binding of the transcription factor Oct-1 [47,48].

The “flexible stem” hypothesis proposes that phenotypically divergent lineages could result
from genetic assimilation of alternative morphs produced by an ancestral plastic species [6].
This is observed in a few species, and extends to the genetic mechanisms generating morpho-
logical diversity [49,50]. Indeed, in a few cases, the same genes involved in the development of
a particular trait show transcriptional plasticity in a plastic species and divergence of expres-
sion within or between species because of differences in their regulatory sequences. Regarding
Drosophila pigmentation, this is the case for , through ¢ MSE. This enhancer carries genetic
variation involved in pigmentation divergence within or between species in the Drosophila
melanogaster subgroup [9,11,18,36,51], and its activity is modulated by temperature [23]. We
show here that the same applies to bab through the bDE which is also involved in intra- and
inter-specific evolution [10]. Similarly in plants, the Reduced Complexity locus (RCO) in some
species of Brassicaceae is involved in temperature modulation of leaf dissection as well as in
difference of leaf dissection between species [52]. These examples suggest that the
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environmental sensitivity of particular genes turns them into evolutionary hotspots by facilitat-
ing the selection of the functional genetic variation they carry [50]. Indeed a given allele will
produce different phenotypes in different environments. It will facilitate the selection of this
allele as environmental conditions vary spatially and temporally, which increases the probabil-
ity for this allele to generate a beneficial phenotype.

Material and methods

Fly stocks

The Canadian Drosophila melanogaster population from which the Dark and the Pale lines
were established was kindly provided by Sam Yeaman [25]. We established each line by select-
ing 5-10 mated females grown at 25°C with dark or pale abdominal pigmentation. The pheno-
types were fixed in 5 generations by selecting females with similar phenotype in the progeny.
Each of the two lines was isogenized by brother-sister crosses for 10 generations. We used stan-
dard balancer chromosomes to construct the lines carrying the different combinations of chro-
mosomes from the Dark and Pale lines. The w'''® line was the same as used in our previous
studies [23]. The t_MSE-nEGFP transgenic line was previously described [23,36]. The UAS-
bab1-RNAi (KK106110) and UAS-bab2-RNAi (GD49042) lines were from the Vienna Dro-
sophila Resource Center [35]. The pnr-Gal4 (BL-3039) [34] and y-Gal4 (BL-44267) were from
the Bloomington Stock Center. The line Df(3R)C4,p‘/Dp(3;3)P5, Sb' (BL-3071) carrying an
Abd-B deletion and an Abd-B duplication was used to manipulate the dose of Abd-B.

Sequencing of tan and bab regulatory sequences and transgenic reporter
line constructions
The 873 bp fragments containing the £ MSE of the lines Pale (GenBank accession number:

MG755262) and Dark (GenBank accession number: MG755261) were amplified by PCR using
the following primers:

tmf: 5-GATGGAAGCCGAGCACCTGGTAGA-3’
tmR2: 5-TCGATAGCTACAACGTGGGTCATG-3’

The 1.5 kb fragments containing the bab dimorphic element (bDE) of the lines Pale (Gen-
Bank accession number: MG755259) and Dark (GenBank accession number: MG755258)
were amplified by PCR using the following primers:

babl1DEF: 5-CACATAAAAATCAGCAACAAAGTTGC-3
bablDER: 5-CAAAACGGCGCATAAAAAGAAATTACA-3

1118

The 3.9 kb fragment containing the 5 f regulatory sequence was amplified from the w
line (GenBank accession number: MG755260) using the following primers:

tmf2: 5-AAGCCGAGCACCTGGTAGAGC-3’
tpromR3: 5-GTTCATTAGAGGGGCTGATGC-3’

The PCR products were cloned by topocloning in pENTR (InVitrogen) according to the
manufacturer’s instructions and sequenced (GATC Biotech). The bDE from the Pale and Dark
lines were aligned with the sequence of Canton S (NCBI, EU835207.1, [21]) using Clustal
Omega (ebi.ac.uk).

The bDE and the 5’ { regulatory sequence were cloned by LR recombination (Gateway clon-
ing technology) into a derivative of PH-Stinger [53] kindly provided by Dr Nicolas Gompel.
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The PH-Stinger vector was modified by insertion of a Gateway cloning cassette upstream of
the nuclear enhanced green fluorescent protein (nEGFP). In addition, an attB site was inserted
to allow genomic integration of transgenes using the PhiC31 integrase system [31]. After
sequencing, plasmids were injected into y[1] M{vas-int. Dm}ZH-2A w[* |; M{3xP3-RFPaitP’}
ZH-51C embryos (Bloomington Stock Center, BL-24482, insertion of the transgene at position
51C, BestGene Inc.).

Genotyping of the bab locus

Genotyping of the bDE alleles was performed by PCR amplification using the following prim-
ers framing the 56 bp deletion identified in the Dark line:

babDEF4: 5-CGGCATTAAAATTGTGTTTATGCGTGTTCG-3
babDER4: 5’-TGCGAAAAGTTGTGGCTGAAATGGTAAAAT-3

PCR amplification was performed on genomic DNA extracted from head and thorax of sin-
gle flies. The abdomens were stored in ethanol, then mounted to allow pigmentation quantifi-
cation. The 475 bp (Dark allele) and 531 bp (Pale allele) PCR products were separated by
electrophoresis on a 1% agarose gel.

In situ hybridization

t in situ hybridization was performed as previously reported [23].

RT-qPCR experiments

RNA was extracted as previously described [23] from pools of 50 dissected pupae or adult
female posterior abdominal epidermes (A5, A6 and A7). Morphological markers were used to
collect pupae at a similar developmental stage. Three RNA replicates were analysed per condi-
tion for all experiments. After treatment of RNA with Turbo DNase (Ambion), cDNA were
synthesized with the SuperScriptIl Reverse Transcriptase kit (Invitrogen) using random prim-
ers. RT-qPCR experiments were performed in a CEX96 system using SsoFast EvaGreen Super-
Mix (Biorad). Expression was quantified following the Pfaffl method [54] using the geometric
mean of two reference genes for normalization [55]. Reference genes were chosen with an
expression level similar to the one of the tested gene: eIF2 and Spt6 for babl, bab2 and Abd-B
quantification, Act5C and RP49 for t quantification. For Abd-B, the primers were specific for
the M isoform as the R isoform was not expressed in the pupal abdominal epidermis. Primers
for t, Act5C and RP49 were already described [23]. babl, bab2, Abd-B, eIF2 and Spt6 primers
were the followings:

bablF:5-CAACTTGAATAAGCCCGCCG-3
bablR: 5°-CCCTCAAACGAAGGACGGAG-3
bab2F: 5-CAAAAAGCCCTTCGCCGCACTTCT-3’
bab2R: 5°-TGTGATGCTGCCTGCGTTGTTTGC-3’
Abd-BF: 5-CGTCGCTGATGTGTGACCA-3’
Abd-BR: 5°-GCATTATCGTGTTGGGGCTT-3’
elF2F: 5-TCGCATCAACCTGATAGCAC-3

elF2R: 5’-ATCGTACTCGCTGGTCTTGG-3
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Spt6F: 5°-CGGAGGAGCTCTTCGATATG-3’
Spt6R: 5’-GACAGCTCTGGGAAGTCGTC-3’

Preparation of cuticles

For pigmentation analyses, adult females between 3 and 5 days old were stored in ethanol 70%
during ten days. Abdominal cuticles were cut just beyond the dorsal midline and dehydrated
in ethanol 100% during 5 minutes. After dehydration, cuticles were mounted in Euparal
(Roth).

For nEGFP analyses, pupal and adult abdomens were dissected in PBS, fixed 20 minutes in
3.7% paraformaldehyde in PBS, washed twice 10 minutes in PBS and mounted in Mowiol. As
developmental time is sensitive to temperature, morphological markers (wing colour, location
of meconium) were used to compare pupae grown at 18°C and 29°C at a similar stage of devel-
opment [56].

Image acquisition and quantification

Abdominal cuticles of adult females were imaged and quantified as previously described [23].
GFP intensity was quantified in 10 individuals for each condition. Epidermes of females
expressing nEGFP under the control of £ MSE were imaged using a macro-apotome (Zeiss) in
order to image the whole abdomen (Fig 7). Epidermes of females expressing nEGFP under the

control of the 5’ t regulatory sequence (S11 Fig) and pupae expressing nEGFP under the con-
trol of the bDE (Figs 4 and S6) were imaged using a micro-apotome (Zeiss). nEGFP intensity
of homozygous bDE-nEGFP pupae was measured in hemi-segment A6 and A7 using the ZEN
software (Zeiss) to generate maximum intensity projections of 20 z-stacks (Fig 4). For bDE-
nEGFP/+ pupae, that present a weak nEGFP signal as compared to cuticle autofluorescence, a
macro was developed in Image] in order to extract and measure nEGFP intensity of nuclei and
generate maximum intensity projections of 20 z-stacks (S6 Fig).

Statistical analysis

One-way ANOVA and Tukey HSD tests for F2 analyses were performed using the VassarStats
website (vassarstats.net). Two-way ANOVA were performed with an Excel sheet from Anastats
(Anastats; http://anastats.fr). Three-way ANOV A were made using the OpenStat software (W.
G. Miller, http://statprogramsplus.com/OpenStatMain.htm). We checked variance homogene-
ity with a Levene test and normality of residuals with a Shapiro-Wilk test (http://anastats fr).
For one-way and two-way ANOVA, when variances were not homogeneous, we performed a
non-parametric ANOVA (Scheirer-Ray-Hare test) using the OpenStat software. For three-way
ANOVA, when variances were not homogeneous, we transformed the data with a BoxCox
transformation using R. The Eta squared of the various factors (h?) were calculated as SSgcior/
SStotar (SS: sum of squares).

Supporting information

S$1 Fig. Statistics for the quantification of pigmentation in A4, A5, A6 and A7 segments of
Dark and Pale females. Two-way ANOV A with full factorial models were used (Genotype,
Temperature, Genotype x Temperature). df: degrees of freedom; SS: sum of squares; MS: mean
squares; F: F-statistic; p: p-value.

(DOCX)
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$2 Fig. ANOVA tables for pigmentation of A4, A5, A6 and A7 segments of the lines bear-
ing the 8 different combinations of chromosomes from the Dark and the Pale lines. Three-
way ANOVA with full factorial model were used (Chromosomes X, II, III and all interactions).
df: degrees of freedom; SS: sum of squares; MS: mean squares; F: F-statistic; p: p-value. h* Eta
squared.

(DOCX)

$3 Fig. Gel-electrophoresis showing the PCR products obtained from bab genotyping of
the 40 F2 individuals from an initial Dark x Pale cross. The bDE” and bDE?” alleles differ by
a 56 bp deletion. D, P and F1: control amplification on genomic DNA from Dark, Pale and F1
individuals, respectively. NC: negative control. MWM: molecular weight marker.

(TIF)

$4 Fig. One-way ANOVA for quantification of pigmentation in A5, A6 and A7 segments
of 40 F2 individuals from an initial Dark x Pale cross. df: degrees of freedom; SS: sum of
squares; MS: mean squares; F: F-statistic; p: p-value. h®: Eta squared.

(DOCX)

S5 Fig. Statistics for the quantification of nEGFP expression in A6 and A7 segments of
bDEP-nEGFP and bDE-nEGFP transgenic lines. A6: Non-parametric ANOVA (Sheirer-
Ray-Hare test). df: degrees of freedom; SS: sum of squares; MS: mean squares; F: F-statistic;
P>F: p-value for P>F; H: chi-square statistic; p>>H: p-value of the Scheirer-Ray-Hare test. A7:
Two-way ANOVA. df: degrees of freedom; SS: sum of squares; MS: mean squares; F: F-statis-
tic; p: p-value. h* Eta squared.

(DOCX)

$6 Fig. Activity of bDE from the Dark or Pale lines in different conditions of temperature
and Abd-B dose. Intensity of nEGFP in bDEP-nEGFP and bDE"-nEGEP heterozygous trans-
genic lines, at 18°C or 29°C, with 1 dose, 2 doses or 3 doses of Abd-B. A6 and A7 segments are
delimited with white dashed lines. G: genitalia.

(TIF)

S$7 Fig. Statistics for the quantification of nEGFP expression in segments A6 and A7 of
bDEP-nEGFP and bDE”-nEGFP transgenic lines. For A6 and A7, three-way ANOVA were
performed on Box-Cox transformed measures of nEGFP intensities extracted from nEGFP
positive nuclei. G: genotype (allele bDEP or bDEP); D: dose of Abd-B (1, 2 or 3); T: temperature
(18°C or 29°C). df: degrees of freedom; SS: sum of squares; MS: mean squares; F: F-statistic; p:
p-value; h*: Eta squared.

(DOCX)

S8 Fig. Abd-B expression in the pupal posterior abdominal epidermis does not vary with
temperature. RT-qPCR quantification of Abd-B expression in the posterior abdominal epider-
mis (segments A5, A6 and A7) from female pupae of the Dark and Pale lines raised at 18°C or
29°C. The expression of Abd-B was normalized with the geometric mean of elF2 and Spt6
expression. Error bars represent the standard deviation (3 replicates of 50 individuals per con-
dition). Statistics: t-tests. NS: non significant.

(TIF)

S$9 Fig. Statistics for RT-qPCR quantification of babl and bab2 expression in pupal epider-
mis of females with one or two doses of Abd-B, grown at 18°C and 29°C. Two-way
ANOVA. df: degrees of freedom; SS: sum of squares; MS: mean squares; F: F-statistic; p: p-
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value; h% Eta squared.
(DOCX)

$10 Fig. Statistics for RT-qPCR quantification of babl and bab2 abdominal expression in
Pale and Dark lines (pupae and adults, at 18°C and 29°C). Two-way ANOVA or non-
parametric two-way ANOVA (Scheirer-Ray-Hare test). df: degrees of freedom; SS: sum of
squares; MS: mean squares; F: F-statistic; p: p-value. h%: Eta squared. Scheirer-Ray-Hare test:
df: degrees of freedom; SS: sum of squares; MS: mean squares; F: F-statistic; P>F p-value; H:
chi-square statistic; p>H: p-value of the Scheirer-Ray-Hare test.

(DOCX)

S$11 Fig. Down-regulation of babl and bab2 in the abdominal epidermis increases the activ-
ity of the 5’ f regulatory sequence. A: Cuticles of control females (left) and females in which
bab1 and bab2 were down-regulated using UAS-RNAi transgenes and the y-Gal4 driver (right).
bab down-regulation induces an increase of melanin production in the posterior segments A5,
A6, A7.

B. Effect of babl and bab2 down-regulation on 5’ t regulatory region activity (5t-nEGFP trans-
genic line). Compared to the control (left), bab down-regulation (right) increase nEGFP
expression driven by the 5’ f regulatory region. In A and B, crosses were performed at 25°C.
(TIF)

$12 Fig. Statistics for the quantification of f abdominal expression by RT-qPCR in Pale
and Dark females (18°C and 29°C). Two-way ANOVA. df: degrees of freedom; SS: sum of
squares; MS: mean squares; F: F-statistic; p: p-value. h®: Eta squared.

(DOCX)

S$1 Dataset. Raw data for Fig 1. Values of pigmentation intensities in A4, A5, A6 and A7 seg-
ments of Pale and Dark females at 18°C, 25°C and 29°C (n = 10 per condition). Nomenclature
of the individuals: name of the line (D/P), temperature (18/25/29), number (1 to 10).

(XLSX)

§2 Dataset. Raw data for Fig 2. Values of pigmentation intensities in A4, A5, A6 and A7 seg-
ments of females with the 8 combinations of chromosomes X, Il and III from the Dark and
Palelines (n = 10 per condition). Each individual is named according to its chromosomal com-
bination (D or P) and number (1 to 10).

(XLSX)

§3 Dataset. Raw data for Fig 3. Values of pigmentation intensities in A5, A6 and A7 segments
of 40 F2 females from an initial cross between Dark females and Pale males. For each individ-
ual, its genotype at the bab locus is indicated.

(XLSX)

$4 Dataset. Raw data for Fig 4. Values of nEGFP intensity in A6 and A7 segments of trans-
genic bDEP-nEGFP and bDE"-nEGFP female pharates grown at 18°C or 29°C (n = 10 per con-
dition).

(XLSX)

85 Dataset. Raw data for Fig 5. Values of nEGFP intensity extracted from nEGFP positive
nuclei in A6 (Int-A6) and A7 (Int-A7) segments of bDE”-nEGFP (D) or bDE’-nEGFP (P)
female pharates with 1, 2 or 3 doses of Abd-B, and grown at 18°C or 29°C (n = 10 per condi-
tion). nEGFP intensities were treated with a Box-Cox transformation (Int-A6-BC and Int-
A7-BC).

(XLSX)
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$6 Dataset. Raw data for S8 Fig. Values of Abd-B expression (normalized with the geometric
mean of eIF2 and Spt6 expressions) in posterior pupal abdomimal epidermis of Pale and Dark
females grown at 18°C or 29°C (3 replicates per condition).

(XLSX)

$7 Dataset. Raw data for Fig 6. Values of babl and bab2 expressions (normalized with the
geometric mean of elF2 and Spt6 expressions) in posterior pupal abdominal epidermis of
females with one or two doses of Abd-B grown at 18°C or 29°C (3 replicates per condition).
(XLSX)

$8 Dataset. Raw data for Fig 7. Values of babl and bab2 expressions (normalized with the
geometric mean of elF2 and Spt6 expressions) in pupal or adult posterior abdominal epidermis
of Dark and Pale females grown at 18°C or 29°C (3 replicates per condition).

(XLSX)

§9 Dataset. Raw data for Fig 9. Values of tan expression (normalized with the geometric
mean of Act5c and RP49 expressions) in the posterior abdominal epidermis of Dark and Pale
young females grown at 18°C and 29°C (3 replicates per condition).

(XLSX)
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A4

df SS MS F p

G 1 167.14 167.14 4.879 0.03145
T 2 1621.78 810.89 23.670 0.00000
GxT 2 171.88 85.94 2.509 0.09083
Residuals 5 1849.93 34.26
Total 3810.73
A5

df SS MS F p
G 1 997.38 997.38 31.621 0.00000
T 2 3148.68 1574.34 49913 0.00000
GxT 2 84.93 42.46 1.346 0.26879
Residuals 54 1703.25 31.54
Total 59 5934.23
A6

df SS MS F p
G 1 25242.11 25242.11 567.514 0.00000
T 2 13561.15 6780.58 152.447 0.00000
GxT 2 1717.61 858.81 19.308 0.00000
Residuals 54 2401.83 4448
Total 59 42922.71
A7

df SS MS F D
G 1 30262.16 30262.16 750.222 0.00000
T 2 17184.56 8592.28 213.009 0.00000
GxT 2 1928.83 964.41 23.909 0.00000
Residuals 54 2178.23 40.34
Total 59 51553.77

Figure S1
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A4

df SS MS F D h2
X 1 14543 |  14.543 0.131 0.719 0.001
11 1 299.565 | 299.565 2.697 0.105 0.028
111 1 1432.964 | 1432.964 | 12.903 0.001 0.136
XxII 1 286.384 | 286.384 2.579 0.113 0.027
XxIII 1 175.513 | 175.513 1.580 0.213 0.016
1IxIII 1 114704 | 114.704 1.033 0.313 0.011
XxIIxII | 1 213384 | 213.384 1.921 0.170 0.020
Residuals | 72 7995928 | 111.055 0.759
Total 79 10532.985 | 133.329
A5

df SS MS F p h2
X 1 15412 | 15412 0.165 0.686 0.001
11 1 408.066 | 408.066 4368 0.040 0.038
111 1 3112912 | 3112912 | 33323| <0.001 0.294
XxII 1 85549 | 85549 0.916 0.342 0.008
XxIII 1 23224 | 23.224 0.249 0.620 0.002
IIxIII 1 66.565 | 66.565 0.713 0.401 0.006
XxIIxII | 1 137.147 | 137.147 1.468 0.230 0.013
Residuals | 72 6725924 | 93.416 0.636
Total 79 10574.799 | 133.858
A6

df ss [ Ms F p h2
X 1 27.489 27489 | 0340 0562 7.744E-04
11 1 2383.803 | 2383.803 | 29.463| <0.001 0.067
111 1 27200.365 | 27200.365 | 336.190 | <0.001 0.700
XxII 1 24.552 24552 | 0303 0583 6.916E-04
XxIII 1 0.019 0019 0.000] 0988] 5.352E-07
[IxIII 1 14.546 14546 | 0.180] 0673 4.097E-04
XxIIxIl |1 20.559 20559 | 0.254] 0616 5.791E-04
Residuals | 72 5825.348 80.908 0.164
Total 79 35496.681 | 449.325
A7

df SS MS F h2
X 1 312.544 | 312.544 5799 |  0.019 0.007
11 1 1971.036 | 1971.036 | 36572 <0.001 0.044
111 1 36921.758 | 36921.758 | 685.081 | <0.001 0.832
XxII 1 123.154 | 123.154 2.285| 0.135 0.003
XxIII 1 0.133 0.133 0.002| 0.961| 2.999E-06
IIxIII 1 1049.750 | 1049.750 | 19.478| <0.001 0.023
XxIIxIT | 1 79.459 79.459 1474 0229 0.008
Residuals | 72 3880.367 53.894 0.088
Total 79 44338201 | 561.243

Figure S2
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A5

df SS MS F p h2
Genotype | 2 108.3246 | 54.1623 |0.73 0.488720 | 0.038102
Residuals | 37 2734.6864 | 73.9104
Total 39 2843.011
A6

df SS MS F D h2
Genotype | 2 9397.5526 | 4698.7763 | 29.39 <0.001*** | 0.6137264
Residuals | 37 59.14729 159.8575
Total 39 15312.2816
A7

df SS MS F p h2
Genotype | 2 11968.5102 | 5984.2551 | 52.06 <0.001*** | 0.7378193
Residuals | 37 42529546 | 114.9447
Total 39 16221.4648

Figure S4
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A6 (Scheirer-Ray-Hare test)

df SS MS F P>F H p>H
G 1 115.600 115.600 2.145 0.152 0.846 0.358
T 1 2890.000 | 2890.000 | 53.629 0.000 | 21.146 <0.001
GxT 1 384.400 384.400 7.133 0.011 2.813 0.094
Residuals | 36 1940.000 53.889
Total 39 5330.000 136.667
A7 (two-way ANOVA)

df SS MS F h2

G 1 9955690.19 9955690.19 22.710 <0.001 0.158
T 1 35856503.29 | 35856503.29 81.792 <0.001 0.568
GxT 1 1498993.31 1498993.31 3.419 0.0727 0.024
Residuals | 36 15781891.22 438385.87 0.250
Total 39 63093078.01
Figure S5
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df SS MS F h?

G 1 653 653 7.2130 0.008 0.008
D 2 41902 20951 | 231.5352 0.000 0.540
T 1 18270 18270 | 201.9097 0.000 0.235
GxD 2 1598 799 8.8298 0.000 0.021
GxT 1 1670 1670 | 184513 0.000 0.021
DxT 2 2960 1480 | 16.3549 0.000 0.038
GxDxT 2 780 390 4.3090 0.016 0.010
Residuals | 108 9773 90.49 0.126
Total 119 77606 652.15

A7

df SS MS F h?

G 1 52350 52350 | 83.6074 0.000 0.147
D 2 68667 | 34333.5| 54.8335 0.000 0.193
T 1 140027 140027 | 223.6336 0.000 0.394
GxD 2 8562 4281 6.8371 0.002 0.024
GxT 1 1791 1791 2.8609 0.094 0.005
DxT 2 12040 6020 9.61 0.000 0.034
GxDxT 2 4397 2198.5 3.51 0.033 0.012
Residuals | 108 67624 626.15 0.190
Total 119 355458 | 2987.04

Figure S7
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babl

df SS MS F D h2
T 1 0.26 0.26 8.691 0.01848 | 0.072
D 1 2.82 2.82 95.929 0.00001 | 0.792
DXT 1 0.25 0.25 8.478 0.01954 | 0.070
Residuals | 8 0.24 0.03
Total 11 3.56
bab2

df SS MS F D h2
T 1 7.93 7.93 7.393 0.02629 | 0.230
D 1 16.57 16.57 15.445 0.00436 | 0.480
DXT 1 1.41 1.41 1.314 0.28472
Residuals | 8 8.58 1.07
Total 11 34.50
Figure S9
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bab1 pupae, ANOVA

df SS MS F D h2
Genotype 1 0.96 0.96 18.747 0.00251 0.691
Temperature | 1 0.01 0.01 0.210 0.65897 0.007
GxT 1 0.02 0.02 0.308 0.59400 0.014
Residuals 8 0.41 0.05 0.295
Total 11 1.39
babZ2 pupae, ANOVA

df SS MS F D h2
Genotype 1 0.78 0.78 0.750 0.41173 0.064
Temperature | 1 3.00 3.00 2.885 0.12784 0.248
GxT 1 0.03 0.03 0.025 0.87883 0.002
Residuals 8 8.31 1.04 0.083
Total 11 12.11
bab1 adults, Scheirer-Ray-Hare test

df | SS MS F p>F [H p>H
Genotype 1 48.000 | 48.000 | 10.286 | 0.012 | 3.692 | 0.055
Temperature | 1 56.333 | 56.333 | 12.071 | 0.008 | 4.333 | 0.037
GxT 1 1.333 | 1.333 | 0.286 | 0.608 | 0.103 | 0.749
Residuals 8 37.333 | 4.667
Total 11| 143.000 | 13.000
bab2 adults, ANOVA

df SS MS F p h2
Genotype 1 6.98 6.98 14.397 0.00528 | 0.429
Temperature | 1 4.94 4.94 10.181 0.01279 | 0.303
GxT 1 0.48 0.48 0.997 0.34718 | 0.029
Residuals 8 3.88 0.48 0.238
Total 11 16.28

Figure S10
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ANOVA

df SS MS F p h2
G 1 0.32 0.32 13.485 0.00629 0.068
T 1 4.10 410 172.519 0.00000 0.870
GxT 1 0.10 0.10 4.027 0.07969 0.021
Residuals | 8 0.19 0.02
Total 11 471

Figure S12
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lll.  Résultats complémentaires

Dans l'article, nous avons mis en évidence que I'expression de t est régulée par le facteur de
transcription Bab et que cette régulation passe au moins en partie par I’enhancer t-MSE.
Cependant, nous ne savons pas s’il sagit d’une régulation directe ou indirecte. Afin de
répondre a cette question et de tester si Bab se fixe sur I’enhancer t-MSE, nous avons choisi
de réaliser une expérience d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) en utilisant une
lignée transgénique exprimant une protéine de fusion Babl avec une étiquette HA (UAS-
babl-HA) car nous ne possédons pas d’anticorps en quantité suffisante dirigés contre le

facteur de transcription Bab. C’est donc un anticorps anti-HA qui a été utilisé.

1. Caractérisation de la lignée UAS-bab1-HA

Afin de valider la lignée UAS-bab1-HA (FO01851, Fly ORF), nous avons étudié I'expression de
la protéine étiquetée Bab1-HA ainsi que le phénotype de pigmentation de la lignée (Figure
33).

L’expression de la protéine Bab1-HA a été vérifiée par Western Blot en utilisant un anticorps
dirigé contre |'étiquette HA (référence Sc-805-G). L’expérience a été réalisée sur des extraits

ng) ou exprimant la protéine Bab1-HA sous

protéiques totaux d'embryons sauvages (w
controle du pilote ubiquitaire daGal4 (daughterless-Gald4). Aprés révélation, on remarque,
pour les embryons daGal4>UAS-babl1-HA, la présence d’une bande a la taille de 105 kD
(Figure 33A). Cette bande n'est pas observée dans des extraits d'embryons sauvages, et

correspond a la taille attendue pour la protéine Bab1-HA. La lignée UAS-bal-HA permet donc

bien d’exprimer la protéine Bab1-HA lorsqu’elle est croisée avec une lignée pilote Gal4.
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Afin de tester la fonctionnalité de cette protéine, nous avons ensuite étudié le phénotype de
pigmentation de la lignée UAS-babl-HA. En la croisant avec le pilote yGal4, on observe une
diminution de pigmentation dans I’ensemble des segments antérieurs et postérieurs (Al a
A7). Ce phénotype était attendu car Bab est un répresseur de la pigmentation abdominale
(Kopp et al., 2000). De plus, ce phénotype est le méme que celui que I'on observe en
croisant une lignée UAS-Bab1 (BL6939) avec le méme pilote yGal4 (Figure 33B). La protéine

Bab1-HA semble donc étre fonctionnelle.

118 daGal4>UAS-babl-HA

Bab1-HA

-Babl- yGal4>UAS-Babl
(105kD) yGal4 yGal4>UAS-Babl- yGald> a

HA (BL6939)

Figure 33 — Vérification de I'expression de la protéine Bab1l-HA et du phénotype de pigmentation
abdominale de la lignée UAS-babl-HA. A. Expérience de Western Blot sur extrait d’embryons
sauvages (w'"®) ou exprimant la protéine Bab1-HA (daGal4>UAS-bab1-HA). B. Photos de cuticules de
drosophiles femelles adultes de différents génotypes. La pigmentation abdominale des femelles
yGal4>UAS-bab1-HA est moins forte que celle du contréle yGal4 dans les segments antérieurs et
postérieurs Al a A7. Cette diminution de pigmentation est également observée chez une autre lignée
gain de fonction de bab1 (lignée BL6939).

2. Larégulation de t par Bab est-elle directe ou indirecte ?
Afin de savoir si la régulation de t par Bab est directe ou indirecte, nous avons réalisé une
expérience d’Immunoprécipitation de chromatine (ChlP).
Sachant que la régulation de t par Bab passerait au moins en partie par I'enhancer t-MSE

(De Castro et al., 2018), nous avons donc effectué une recherche informatique des sites de
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fixation potentiels de Bab au niveau de I'enhancer t-MSE en utilisant le logiciel TOUCAN
(Aerts et al., 2003; Aerts et al., 2005). Un seul site de fixation a été trouvé.

De plus, nous avons décidé d’utiliser des contréles positifs. Nous avons donc recherché dans
la littérature des génes décrits comme étant des cibles directes de Bab. Ainsi, deux génes
peuvent servir de contréles positifs, il s’agit des génes bab et y. En effet, Bab se fixerait sur
ses propres séquences régulatrices grace a son domaine BabCD (Lours et al., 2003) et
régulerait également directement I’expression du géne de pigmentation y en se fixant sur
ses séquences régulatrices appelées « yellow wing body element » (Roeske et al., 2018). I
faut cependant noter que, dans les deux cas, la fixation directe de Bab sur sa cible n'a pas
été mise en évidence par ChIP mais par des expériences in vitro (respectivement « DNAse

footprint » et retard sur gel).

L’expérience de ChIP a été réalisée sur deux génotypes : des femelles issues du croisement
entre la lignée UAS-babl-HA et le pilote yGal4 et, a titre de controle des femelles issues du

118 ot e pilote yGal4. 50 épidermes abdominaux

croisement entre la lignée de référence w
postérieurs (A5, A6 et A7) de pupes et jeunes adultes femelles ont été disséqués et fixés
dans du PBS et paraformaldéhyde 1% pendant 10 minutes. En suivant un protocole déja
établi et validé sur épidermes abdominaux (Gibert et al., 2016), nous avons utilisé un
anticorps anti-HA (référence Sc-805-G) ainsi qu’un IgG de lapin comme contréle (Mock).
L’ADN immunoprécipité a ensuite été analysé par PCR quantitative (Figure 34).

Il n’y a pas de différences importantes d’enrichissement pour les trois régions étudiées entre
les chromatines des controles yGal4 et des individus yGal4>UAS-bab1-HA. Ce résultat n’était

pas attendu car nous espérions observer un enrichissement plus important pour les

chromatines des individus yGal4>UAS-bab1-HA par rapport a celles des controles yGal4 au
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moins au niveau des séquences utilisées comme controles positifs. En effet, la protéine
Bab1-HA est uniquement exprimée dans les individus yGal4>UAS-bab1-HA.

Cette observation suggére donc que le protocole utilisé pour cette expérience n'est
probablement pas au point et devra étre optimisé (temps de fixation, concentration
d'anticorps). En conclusion, nous ne pouvons actuellement pas conclure sur une fixation de

Bab au niveau des séquences régulatrices de t.

[ yGald/+
W yGal4>UAS-babl-HA
ChIP-HA ChIP-Mock
0,6 0,6
0,5 0,5
0,4 0,4
5
.g 0,3 - 0,3
= 0,2 0,2
0,1 - 0,1 . I
0 - 0 -

pupes adultes pupes adultes pupes adultes pupes adultes pupes adultes pupes adultes

L ] L I ! J L I 1 ] L J
T T T T T

Séquences Séquences Enhancer t-MSE Séquences Séquences Enhancer t-MSE
régulatrices  régulatrices de régulatrices régulatrices de
dey bab (contrdle dey bab (contrdle
(contrdle positif) (contréle positif)
positif) positif)

Figure 34 — La régulation directe ou indirecte de t par Bab non élucidée. Résultats du ChIP-qPCR
anti-HA ou Mock (ChIP-Mock : ChIP contréle avec un sérum de lapin) sur épidermes abdominaux (A5,
A6 et A7) de pupes et de jeunes adultes femelles yGal4/+ ou yGal4>UAS-babl-HA. Deux contrdles
positifs de la fixation de Bab ont été utilisés et la fixation de Bab sur I'enhancer de t (t-MSE) a été
étudiée. Les amorces utilisées pour tester ces 3 régions génomiques sont les suivantes (dans le sens

5—=>3): amorces dans la séquence de y: F: TTTATCTGCGGAGGTCGTAAAAC; R:
GTAAAGTAATACAACCAGCCACA; amorces dans la séquence de bab : F:

AAAATGGCAAAAGTTACGGATTTCG ; R: GCTTTCAACTGTCGCAAGCT, amorces dans I'enhancer t-MSE :
F:TTTGTTTCAACTCAATCCTAGCAG ; R : TTTCAAGTGGTCTTGGTGCT.
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PARTIE Il — Identification par crible génétique de facteurs de transcription
et de régulateurs de la chromatine impliqués dans la régulation de
I’expression de tan (t) dans I'épiderme abdominal des femelles Drosophila

melanogaster

MATERIEL & METHODES

I. Schéma expérimental général du crible génétique
Afin de mettre en évidence les facteurs de transcription et régulateurs de la chromatine
impliqués dans la régulation de t dans I'épiderme abdominal chez les femelles Drosophila
melanogaster, un crible génétique a été réalisé. Deux étapes ont été suivies: le crible

primaire et le crible secondaire (Figure 35).

En utilisant le systeme UAS/Gal4 avec des femelles de deux lignées pilotes (yellow-Gal4 et
pannier-Gal4) et des males de lignées RNAi dirigés contre les génes candidats, le crible
primaire se base sur |'observation d’'un phénotype de pigmentation abdominale par
comparaison avec un controle exprimant un transgéne RNA/ dirigé contre la GFP, inséré dans
la méme plateforme que le transgéne RNAI a tester (attP2 ou attP40). Pour ce crible, tous les
croisements ont été réalisés a 25°C (Figure 35).

A la suite de cette premiére étape, pour les genes conférant un phénotype de pigmentation
avec le pilote yellow-Gal4, nous avons refait les croisements en utilisant un nouveau
controle spécifique de chaque lignée RNAi testée, afin de confirmer les effets sur la
pigmentation abdominale observés. A l'issue de ces deux étapes du crible primaire, une liste
de geénes dont l'inactivation avec le pilote yellow-Gal4 conférait un phénotype de

pigmentation a été établie. L'effet de ces génes sur I'expression de t a ensuite été étudié au

RESULTATS PARTIE Il "7



cours du crible secondaire a I'aide d’une lignée exprimant, sous contréle du pilote yellow-
Gal4, un transgene rapporteur de l'expression de t (transgene 5’tanGFP). Pour le crible
secondaire, selon |'effet des lignées sur la pigmentation (diminution ou augmentation), les
croisements ont été réalisés a 18°C ou 25°C. En effet, le géne t étant environ 7 fois plus
exprimé a 18°C qu'a 29°C (Gibert et al., 2016), le choix de la température utilisée peut
permettre de mettre en évidence plus facilement une augmentation d'expression de la GFP
(dans le cas d'un croisement réalisé a 25°C) ou une diminution d'expression de la GFP (dans

le cas d'un croisement réalisé a 18°C).

Série de lignées RNAi commandées a Bloomington

HHHHH
w l;( ﬂ — Observation de la pigmentation de

I’'abdomen (augmentation ou

RNAi GFP ou RNAI Pilote yellow jd'm'""'t"’f)
géne X (vGald) £ *
(attP40 ou attP2) | ou pannier - .
z (pnrGal4) RNAi GFP RNAi géne X
= _ a8
< W it Rl — cl?nff;r;na:on o'uI nondde
2 RNAi géne X Gal4 ou eltet observe lors du
= tP40 J ttp2 Yo crible primaire
S (a ou attP2) W
o

CRIBLE PRIMAIRE (25°C) CRIBLE PRIMAIRE (25°C)

Observation de I'expression de

w

o

g g la GFP dans I'épiderme

é 'é' | N iad X A o) abdominal

E ; W' ou RNAi géne x  5'tanGFP, yGald . .

z 5'tanGFP,yGal4 5'tanGFP, yGal4
wo RNAi géne X

Figure 35 — Schéma représentant les différentes étapes du crible génétique. Le crible génétique se
décompose en 3 étapes. Le « crible primaire » se base sur |'observation d’'un phénotype de
pigmentation par rapport au méme contrdle pour toutes les lignées testées. La « confirmation du
crible primaire » permet de confirmer ou non, grace a |'utilisation d’un contrdle spécifique a chaque
lignée testée, le phénotype de pigmentation observé lors du crible primaire. Le crible secondaire met
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en évidence, grace a un transgéne rapporteur de I'expression de t, les génes potentiellement
impliqués dans la régulation de I'expression de t.

Il. Lignées utilisées pour le crible génétique
Pour la premiere étape du crible génétique (crible primaire), nous avons utilisé les lignées
pilote yellow-Gal4 (yGal4, BL44267) et pannier-Gal4 (pnrGal4, BL3039). La lignée yGal4 a été

1118
. Les

isogénisée pendant 10 générations dans le fond de notre souche de référence w
lignées RNAi testées appartiennent toutes a la collection du Drosophila Transgenic RNAi
Project (TRIP) et ont toutes été commandées au « Bloomington Stock Center » (Perkins et al.,
2015).

Pour la deuxieme étape du crible génétique (crible secondaire), une lignée 5’tanGFP, yGal4 a
été construite en recombinant un transgéne rapporteur 5’tanGFP et le transgene pilote
yGal4, tous les deux sur le chromosome Il. Le transgéne 5'tanGFP permet d'exprimer la GFP
sous le contréole d'un fragment de 4kb contenant les séquences régulatrices de t (De Castro
et al., 2018). Nous avons vérifié que dans la lignée 5’tanGFP, I'expression de la GFP est
sensible a la température tout comme I’expression de t et la pigmentation abdominale. En

effet, le nombre de noyaux exprimant la GFP diminue quand la température augmente

(Figure 36).
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Figure 36 — Expression de la GFP dans les segments postérieurs A5, A6 et A7 de jeunes femelles
5’tanGFP élevées a différentes températures. L'expression de GFP dans la lignée 5tanGFP est
sensible a la température. Le nombre de noyaux exprimant la GFP diminue lorsque la température
augmente. Les photos ont été prises avec un Micro-Apotome (ZEISS). A-Antérieur ; P-Postérieur ; V-
Ventre ; D-Dos.

lll. Préparation des cuticules pour I'observation de la pigmentation et
acquisition des images
La pigmentation abdominale de drosophiles femelles dgées de 5 jours apres I’éclosion a été
observée a la loupe binoculaire et comparée aux différents contréles utilisés. Les drosophiles
ont ensuite été placées dans de I'éthanol 70% pendant une semaine. Pour le montage, les
cuticules ont été disséquées et montées a plat en ouvrant les abdomens a droite de la ligne
dorsale médiane. A la fin de la dissection, les cuticules ont été placées dans de I'éthanol
100% pendant 5 minutes et montées entre lame et lamelle dans de I’Euparal (Roth). Elles ont
ensuite été observées a la loupe a la lumiéere blanche et photographiées avec le logiciel Leica

IM50 Image Manager en conservant les mémes réglages pour chague acquisition.
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IV. Préparation des cuticules pour I'observation de la GFP et acquisition
des images

Afin d’observer I'expression de la GFP chez des jeunes femelles fraichement écloses, les
abdomens ont été disséqués en les ouvrant le long de la ligne dorsale médiane. Ils ont
ensuite été fixés au paraformaldéhyde 3,7% pendant 20 minutes puis lavés deux fois
pendant 10 minutes avec du PBS 1X. Les abdomens fixés ont ensuite été montés a plat entre
lame et lamelle dans du Mowiol et placés 1 heure a 37°C.

Les photos des abdomens ont été prises a I'aide d’'un Micro-Apotome (Zeiss) en utilisant les
mémes conditions pour toutes les photos (utilisation de I'apotome, objectif x10, binning 2x2,

temps d’exposition 3600ms).
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RESULTATS I

Un des objectifs de ma thése a été d’identifier le réseau de génes impliqué dans la régulation
de I'expression de t dans I'épiderme abdominal des femelles Drosophila melanogaster. Pour
cela, j’ai mis en place un crible génétique ciblant des facteurs de transcription et des
régulateurs de la chromatine. Ce crible s'est décomposé en deux étapes successives: (1) le
crible primaire basé sur I'analyse des profils de pigmentation ; (2) le crible secondaire basé
sur I'analyse de I'expression d'un transgéne rapporteur de I'expression de t dans |'épiderme

abdominal.

I. Parametres utilisés pour le crible génétique

1. Le choix des geénes a tester

Nous avons réalise un crible génétique ciblant des génes codant des facteurs de
transcription et des régulateurs de la chromatine. La liste de ces génes a été établie grace a

la base de donnée FIyTF (https://www.mrc-Imb.cam.ac.uk/genomes/FIyTF/old index.html ;

Adryan and Teichmann, 2006) en sélectionnant les catégories « putative transcription
factor » et « protein involved in putative chromatin processes ». Cette liste, constituée de
800 genes (dont 753 pour la catégorie « putative transcription factor ») a ensuite été croisée
avec les données de RNAseq dont nous disposons au laboratoire pour les épidermes
abdominaux postérieurs (A5, A6 et A7) de pupes ou de jeunes femelles élevées a 18°C ou
29°C. En choisissant 50 « reads » comme niveau d'expression minimal, nous avons établi une
liste de 573 génes a tester exprimés dans les épidermes abdominaux de pupes et/ou de

jeunes adultes. Pour tester le role de ces genes dans la pigmentation abdominale, nous
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avons utilisé des lignées d’interférence a ARN (lignées RNAi) dont I'expression peut étre

controlée par le systeme UAS/Gal4.

2. Les lignées RNAI utilisées

Les lignées RNAi utilisées pour le crible génétique font partie de la collection « The
Drosophila Transgenic RNAi Project (TRIP) ». Cette collection a été construite par le Medical

School a Harvard (Perkins et al., 2015).

Le transgéne exprimant le « short hairpin » RNA (shRNA) est cloné sous contrdle des
séquences UAS, dans un vecteur appelé Valium. Suivant les lignées, I'intégration génomique
a eu lieu soit dans une plate-forme sur le chromosome |l (attp40), soit dans une plate-forme
sur le chromosome Il (attp2) (Perkins et al., 2015). A titre de contréle, des lignées RNA/ pour
lesquelles le « short hairpin » est dirigé contre la GFP ont également été construites par
intégration dans les deux plate-formes attp2 et attp40. C’est d’ailleurs a cause de |'existence
de ces lignées controles que notre choix pour cette collection s’est décidé. Le site d’insertion
est toujours précisé dans le génotype de la lignée choisie. Il existe différents types de Valium
en fonction de leur efficacité dans les cellules somatiques et/ou germinales. Nous avons
donc choisi pour le crible génétique d’utiliser uniguement les Valium 10 et les Valium 20 qui

sont les plus efficaces dans les cellules somatiques (Ni et al., 2011).

3. Les pilotes Gal4 utilisés

Deux pilotes ont été choisis, le pilote pannier-Gal4 (pnrGal4) et le pilote yellow-Gal4 (yGal4)
qui sont tous les deux exprimés dans I’épiderme abdominal. Le géne pnr code un facteur de

transcription exprimé autour de la ligne dorsale médiane (Calleja et al., 2000) (Figure 37A).
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Le gene y code une enzyme de pigmentation exprimée dans tout I'épiderme abdominal, avec
une expression plus forte dans la partie postérieure des segments (Figure 37B) (Jeong et al.,
2006). Ces deux génes ne s’expriment pas au méme moment au cours du développement de
la drosophile. En effet, pnr s’exprime dés I'embryogéneése alors que y s’exprime a partir de la
deuxieme moitié du développement pupal. Chacun de ces deux pilotes présente des

avantages et des inconvénients.

Le gene pnr s’exprimant trés t6t au cours du développement, certains genes, essentiels pour
le développement, peuvent induire avec pnrGal4 des défauts développementaux importants
(problemes de fermeture dorsale, |étalité), ce qui pourrait empécher I'observation d’un
éventuel phénotype de pigmentation. En revanche, avec ce pilote, les parties latérales de
I'abdomen (la ou pnr ne s’exprime pas, Figure 37A, fleches rouges) permettent d’avoir un
controle interne. Avec yGal4, son expression étant plus tardive on s’affranchit des problémes
développementaux. Par contre, il ne permet pas d’avoir un controle interne car il est

exprimé dans tout I’épiderme abdominal.

Ces deux pilotes ont été choisis pour différentes raisons. Le but étant de mettre en évidence
le réseau de génes impliqués dans la régulation de t, en fonction du stade d’expression et de
la période de développement pour lequel le géne est nécessaire, on peut éventuellement,
pour un géne donné, n'observer des effets qu’avec un des deux pilotes puisqu’ils ne
s’expriment pas au méme stade. De plus, le pilote pnrGal4 a été choisi car il a déja été utilisé
lors d’un précédent crible sur la pigmentation abdominale (Rogers et al., 2014). Grace a ce
pilote, nous avons donc pu valider notre crible génétique en comparant nos résultats avec

les résultats de cette précédente étude (Voir Partie IV).
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A
pnr-Gal4/UAS-LacZ

wb-nEGFP/+

Figure 37 — Territoires d’expression du géne pannier (pnr) et du géne yellow (y) dans I’épiderme
abdominal. A. Le géne pnr, dont I'expression est révélée par un transgéne UAS-LacZ, est exprimé
autour de la ligne dorsale médiane (Calleja et al., 2000). L’effet de I'inactivation des génes candidats
sera visible dans le territoire d’expression de pnr c’est-a-dire dans la partie « bleue » de la figure. Les
parties latérales (fléches rouges) peuvent donc étre utilisées comme contréle interne. B. La GFP est
placée sous le contréle des régions régulatrices wb du géne y (wb : wing body) (Jeong et al., 2006). y
est exprimé dans tout I'épiderme abdominal des femelles. U'effet de l'inactivation des génes
candidats sera donc observé dans tout 'abdomen.

Il. Le crible primaire basé sur I’analyse de la pigmentation abdominale

1. Schéma expérimental du crible primaire

Pour chaque lignée RNAI, un croisement a été réalisé entre 6 femelles pnrGal4 ou yGal4 et 4
males de la lignée RNAI. En paralléle, des femelles pnrGal4 ou yGald4 ont été croisées avec
des males de la lignée contréle RNAi GFP-attp2 ou de la lignée controle RNAi GFP-attp40. Les
croisements ont ensuite été placés a 25°C. La pigmentation abdominale des descendants
agés de 5 jours a été observée a la loupe. Pour les lignées RNA/ présentant un phénotype de

pigmentation, I'épiderme abdominal de 5 femelles a été disséqué, monté entre lame et
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lamelle, et comparé a celui du contréle RNAI-GFP correspondant (Voir figure 35 du Matériel

et Méthodes du crible génétique, Partie Il).

2. Résultats du crible primaire

Parmi les 573 génes candidats, seuls 494 ont pu étre testés car pour 79 génes aucune lignée
RNAi n’était disponible dans la collection TRIP. Pour 334 genes testés (67,6%) aucun
phénotype n’a été observé avec aucun des deux pilotes. Pour 160 genes (32,4%), un
phénotype a été observé soit avec le pilote pnrGal4 uniquement (78 génes), soit avec le
pilote yGal4 uniquement (29 génes), soit avec les deux pilotes (53 genes) (Figure 38). Les
genes testés influencent donc a des moments différents la mise en place de la pigmentation
abdominale chez les femelles Drosophila melanogaster. Pour ces 160 génes, trois types de
phénotypes ont été observés : (1) une |étalité, majoritairement observée avec pnrGal4 (42
geénes dont 5 sont également |étaux avec yGal4) ; (2) une augmentation de pigmentation ;

(3) une diminution de pigmentation.
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Phénotype avec pnrGal4 et
yGal4 (53)

Non testé (79) Phénotype avec
: pnrGal4 (78)

Phénotype avec yGal4
(29)

Figure 38 — Résultats du crible primaire. A l'issue du crible primaire, les différents cas sont
représentés ci-dessus. Entre parenthéses est renseigné le nombre de génes candidats correspondant.
Par exemple, sur 573 geénes candidats, l'inactivation par RNAi de 53 génes candidats induit un
phénotype avec le pilote pnrGal4 et le pilote yGal4.

A ce stade du crible, nous avons décidé de nous concentrer sur les genes ayant un effet au
moins avec yGal4, soit 82 génes (53 génes ayant un effet avec pnrGald et yGald, et 29 génes
ayant un effet avec yGal4 uniquement). En effet, le pilote yGald, qui est exprimé
tardivement, est plus susceptible de nous permettre d'identifier des acteurs directs de la
régulation de t, qui est également exprimé tardivement. Pour valider ces génes avant de
passer a |'étape du crible secondaire, nous avons relancé les croisements en utilisant un

second contréle.

3. Confirmation du crible primaire
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Pour ces 82 genes, nous avons refait le croisement avec la lignée yGal4 en réalisant en
paralléle, pour chaque lignée RNAI, le croisement contréle entre des males de la lignée RNAJ
et des femelles de notre souche de référence w8 (Voir Figure 35). Ce contréle a été choisi
car la lignée yGal4 a été introgressée pendant 10 générations dans le fond génétique de la
lignée w8 |l permet de s'assurer que le phénotype de pigmentation observé avec une
lignée donnée est bien di a I'action du RNAI et pas a un effet du fond génétique de la lignée.

Ces croisements, comme les précédents, ont été réalisés a 25°C.

Pour ces 82 lignées, en utilisant ce nouveau controle, un phénotype est observé pour 61
d’entre elles. Pour les 21 autres pour lesquelles aucun phénotype n’est observé, il est
probable que le phénotype observé lors du crible primaire soit di au fond génétique de la
lignée et pas a un effet du RNAI. Pour la suite de I'analyse, nous avons donc décidé de nous
concentrer sur les genes correspondant a ces 61 lignées conférant un phénotype avec les

deux controles.

Parmi ces 61 lignées, le phénotype observé pour 5 d’entre elles avec yGal4 est une |étalité
(Figure 39A). Ces 5 lignées induisent également de la létalité avec pnrGal4. Pour les 56
autres lignées, le phénotype observé avec yGal4 est un phénotype de pigmentation
abdominale. Pour 43 d’entre elles, la pigmentation observée avec ce second controle varie
dans le méme sens que lors du crible primaire (augmentation ou diminution) alors qu’elle
varie dans le sens opposé pour les 13 autres (Figure 39B). Pour ces 13 lignées, a cause de
cette variation de phénotype, il serait intéressant de vérifier le phénotype de pigmentation a
I'aide d’une seconde lignée. Néanmoins, pour la suite des analyses, pour ces 13 lignées
montrant une différence de phénotype suivant le contrdle utilisé, nous avons considéré que

le sens de variation le plus probable pour la pigmentation abdominale était le sens observé
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avec le second contrdle (spécifique de chaque lignée). En effet, ce contréle permet

d'éliminer les effets liés au fond génétique de la lignée.

Pas de phénotype de
pigmentation observé (21)

\
S,

Létalité (5)
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Crible primaire Crible de confirmation

Méme phénotype observé : phénotype de diminution de pigmentation

yGal4>RNAi GFP yGal4>RNAi Gug w >RNA; Gug  yGal4>RNAi Gug

Phénotype inverse observé : phénotype d’augmentation de pigmentation au crible
primaire et diminution de pigmentation au crible de confirmation

yGal4>RNAi GFP  yGal4>RNAi CTCF w >RNAJ CTCF  yGal4>RNAi CTCF

| . .

Effet non confirmé : diminution de pigmentation au crible primaire, pas de
phénotype observé au crible de confirmation

yGal4>RNAi GFP  yGal4>RNAi Mnt w >RNA; Mnt  yGal4>RNAi Mnt

Figure 39 — Résultats de la confirmation du crible primaire. A. Diagramme circulaire représentant les

résultats de la confirmation du crible primaire. Le chiffre entre parenthéses correspond au nombre
de génes correspondant a chaque catégorie. B. Photos de cuticules montrant des exemples des
différents cas observés (génes gug, CTCF, mnt). A gauche, sont présentés les phénotypes obtenus au
crible primaire et a droite, les phénotypes obtenus au crible de confirmation.
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Parmi les 56 lignées conférant un phénotype de pigmentation abdominale avec le pilote
yGal4, il s’agit d’une diminution de pigmentation pour 49 d’entre elles et d’une

augmentation de pigmentation pour les 7 autres (Figure 40A).

En comparant ces résultats avec ceux obtenus avec le pilote pnrGal4, nous observons que
parmi les 49 lignées conférant une diminution de pigmentation avec yGal4, 23 conférent
également une diminution de pigmentation avec pnrGal4. Pour 21 autres lignées, aucun
phénotype de pigmentation n’a été observé avec pnrGal4. Les génes correspondant a ces 21
lignées joueraient donc un réle sur I’établissement de la pigmentation tardivement au cours
du développement. Pour les 5 lignées restantes, deux types de phénotypes ont été observés
avec pnrGal4: (1) une létalité (2 lignées) et (2) une augmentation de pigmentation
abdominale (3 lignées) (Figure 40B, haut). De méme, parmi les 7 lignées conférant un
phénotype d’augmentation de pigmentation abdominale avec yGal4, nous observons pour 4
d’entre elles le méme phénotype de pigmentation avec pnrGal4. En revanche, pour les 3
lignées restantes aucun phénotype n’a été observé pour 2 d’entre elles et 1 lignée est Iétale
avec pnrGal4 (Figure 40B, bas). Le phénotype n’est donc pas toujours le méme selon le pilote
utilisé. Ceci suggere que les génes testés pourraient avoir des réles différents dans la mise en
place de la pigmentation abdominale ou réguler différents genes cibles au cours du

développement de la drosophile.
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Augmentation de
pigmentation (7)

Augmentation de
igmentation (4)

Jgmentation
pigmentation

Létalité (2)

Avec yGal4

Avec pnrGal4

Figure 40 — Comparaison des phénotypes de pigmentation abdominale observés avec les deux
pilotes yGal4 et pnrGal4. A. Diagramme circulaire montrant les deux types de phénotypes de
pigmentation observés (augmentation ou diminution) avec yGal4 pour les 56 lignées. B. Diagrammes
circulaires montrant les phénotypes de pigmentation observés avec pnrGal4. En haut, le diagramme
concerne les 7 lignées induisant une augmentation de pigmentation abdominale avec yGal4. En bas,
le diagramme concerne les 49 lignées induisant une diminution de pigmentation abdominale avec
yGal4. Le chiffre entre parenthése fait référence au nombre de lignées concernées.

D’autre part, on observe également que les profils de diminution ou d’augmentation de
pigmentation différent suivant les lignées (Figure 41). La diminution de pigmentation peut

en effet, soit affecter tous les pigments (bruns et jaunes) dans tous les segments
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abdominaux (antérieurs et postérieurs), soit affecter uniguement les pigments bruns dans
un ou plusieurs segments. Ces différents profils suggérent donc que les génes testés ne
réguleraient pas les mémes cibles dans I'établissement de la pigmentation abdominale et
que cette régulation pourrait étre spécifique du segment. En effet, dans la voie de
biosynthese des pigments, les premiers précurseurs sont communs a la production de tous
les pigments. Dans le cas ou tous les pigments diminuent, le facteur de transcription pourrait
donc réguler des genes codant des enzymes de pigmentation agissant trés tot dans la voie
de biosynthese des pigments. Quant a l'augmentation de pigmentation, elle affecte
essentiellement les pigments bruns. Cependant, les segments touchés par cette
augmentation ne sont pas toujours les mémes, ce qui peut suggérer des implications

différentes des genes testés le long de I’axe antéro-postérieur.

A W SRNAI yGalasRNAI B w1”8>RNAf yGaf4>RNA:‘ c,me >RNA, yGaf'4>RNA1
¢ £ . .
Diminution des pigments bruns Diminution des pigments bruns Diminution de tous les
dans les segments postérieurs dans les segments postérieurs  pigments dans I’'ensemble de
(A6 et A7) (A5, A6 et A7) I'abdomen
1118 1118 .
D w >RNA1' yGaf4>RNA:' E w >RNAj yGal4>RNAi

CG10209 (CG10209

Augmentation des pigments Augmentation des pigments
bruns dans les segments bruns dans les segments
postérieurs (A5, A6 et A7) postérieurs (A5, A6)

Figure 41 — Exemples de profils de pigmentation observés au cours du crible primaire. A. B.
Exemples de diminution de pigmentation touchant seulement les pigments bruns dans différents
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segments. C. Exemple de diminution de pigmentation touchant tous les pigments. D. E. Exemples
d'augmentation de pigmentation touchant différents segments.

4. Validation du crible primaire a I’aide de nouvelles lignées

Pour les 56 genes dont la lignée testée conférait un phénotype de pigmentation abdominale
a lissue du crible primaire et du crible de confirmation, nous avons souhaité les valider en
utilisant une seconde lignée RNAi de la collection TRIP. Cela n’a pas été possible pour 18
geénes pour qui une autre lignée n’était pas disponible dans la collection. Nous avons donc pu
réaliser cette expérience pour seulement 38 génes candidats. Avec ces secondes lignées, les
croisements ont été réalisés a 25°C en utilisant, pour chaque lignée, le contréle qui lui était
spécifique (méme type de controle que pour le crible de confirmation). Pour 29 génes
(76,3%), la seconde lignée confére le méme phénotype que la premiere. Pour 3 génes
(7,9%), un phénotype inverse de celui du crible primaire a été observé et pour 6 génes
(15,8%), aucun phénotype n’a été observé (Figure 42A et 42B). Dans ces deux derniers cas,
I'absence ou la différence de phénotype pourrait résulter d'une différence d'efficacité des
lignées RNAI utilisées, ou de I'existence de « Off Target Effects » pour certaines lignées. |
faudrait donc vérifier I'efficacité et la spécificité des lignées RNAi (par exemple par PCR
quantitative), et/ou utiliser d'autres lignées (mutants, lignées de surexpression, lignées RNA/

d'une autre collection).
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Phénotype inverse /

observé (3) L

B
Phénotype inverse observé Pas de phénotype observé Méme phénotype observé
wiE=RNAj yGald=RNAI WHESRNAI Gug yGald>RNAI Gug wilsANA; caod  yGald=RNAF cad
€68944 €G8944 (BL53889) (BL32961) (BL32961) (BL57546) (BL57546)
2
5
E \
o a
=2
S
g WIIESRVA yGald=RNA; wHB=RNAi Gug yGal4=RNAi Gug wil2=RNA; cod yGald=RNAi cad
£ 3 68944 (BL31925) CG8944 (BL31925) (BL20800) (BL20800) (BL34702) (BL34702)
g @
£
£
=
-l
S 3 \
S8
= >
- T
5 .
=

Figure 42 — Analyse du phénotype de pigmentation avec de nouvelles lignées RNAI. A. Diagramme
circulaire représentant les différents cas observés pour les 38 génes retestés avec une seconde lignée
RNAI. B. Photos de cuticules montrant des exemples des trois catégories observées. Une fléche verte
symbolise une diminution de pigmentation, une fléche rouge symbolise une augmentation de
pigmentation et « Non » signifie qu’aucun phénotype n’est observé.

5. Conclusion : liste des génes retenus a la fin du crible primaire

A partir de la liste initiale de 494 génes testés dans le crible primaire, nous avons identifié,

aprés |'étape de confirmation a l'aide d'un second contréle, 61 génes (12,3%) dont
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I'inactivation par RNAi avec le pilote yGal4 confére un phénotype. Pour 5 de ces génes, il
s'agit d'une létalité, qui est observée également avec le pilote pnrGal4. Ces 5 génes sont les
suivants: armadillo, blimp-1, broad, dorsal-related immunity factor (Dif) et Nipped-A. Pour 56
genes, il s'agit d'une augmentation ou d'une diminution de la pigmentation abdominale, qui
a été vérifiée pour 29 d'entre eux a l'aide d'une seconde lignée RNAI. Le tableau 1 donne la
liste de ces 56 geénes ainsi que les numéros des lignées testées et les phénotypes observeés
avec les deux pilotes. Suivant les geénes, différents pigments et différents segments
abdominaux sont affectés. De plus, certains génes conférent également un phénotype avec
le pilote pnrGal4. Ces 56 génes sont donc trés probablement impliqués dans la régulation de
I'expression de genes intervenant dans I'établissement de la pigmentation abdominale. Nous

avons donc retenu ces 56 genes pour effectuer le crible secondaire.
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Ill. Le crible secondaire basé sur I’analyse de I’expression d’un transgene

rapporteur de I’expression de t

1. Schéma expérimental du crible secondaire

L'implication des 56 génes candidats issus du crible primaire dans la régulation de
I'expression de t a été analysée a I'aide d’une lignée transgénique 5’tanGFP, yGal4. Cette
lignée contient un transgéne rapporteur pour lequel I'expression de la GFP est sous le
controle des régions régulatrices de t constituées d’un fragment de 4kb en amont du site
d’initiation de la transcription de t, incluant, son enhancer t-MSE. 6 femelles 5'tanGFP, yGal4
ont été croisées avec 4 males des lignées RNA/ a tester. Pour chaque géne candidat c’est la
premiére lignée RNAI testée lors du crible primaire qui a été utilisée. En paralléle, a titre de
contréle, des femelles 5’tanGFP, yGal4 ont été croisées avec des males w8, Pour les
lignées pour lesquelles une augmentation de pigmentation a été observée au crible primaire,
les croisements ont été réalisés a 25°C. Pour celles pour lesquelles une diminution de
pigmentation a été observée au crible primaire, les croisements ont été réalisés a 18°C. En
effet, I'expression de la GFP dans la lignée 5’tanGFP étant plus forte a 18°C qu’a 25°C (Figure
36), il sera plus facile d’observer une baisse d’expression de la GFP a 18°C qu’a 25°C et
réciproquement plus facile d’observer une augmentation de la GFP a 25°C qu’a 18°C.
L’expression de la GFP dans I'épiderme abdominal de jeunes femelles a ensuite été

visualisée, aprées dissection, fixation et montage, a I’aide d’un Micro-Apotome.
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2. Résultats du crible secondaire

Pour 27 des 56 lignées testées, |'expression de la GFP varie par rapport au contréle. Il s'agit
soit d'une augmentation de I'expression de la GFP (7 lignées) soit d'une diminution de
I’expression de la GFP (20 lignées) (Figure 43). Les 27 genes correspondant a ces lignées sont
donc trés probablement impliqués dans la régulation de I’expression de t dans I'épiderme
abdominal. En revanche, pour 29 lignées, aucun effet sur I'expression de la GFP n’a été
observé. Les génes correspondants ne seraient donc pas impliqués dans la régulation de
I'expression de t. Néanmoins, il n’est pas exclu qu’ils pourraient avoir un réle dans la
régulation d’autres genes impliqués dans la voie de biosynthése des pigments, puisque

I'inactivation de leur expression par RNA/ induit un phénotype de pigmentation abdominale.
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Figure 43 — Résultats du crible secondaire. A. Diagramme circulaire représentant les résultats du
crible secondaire. B. Exemple de photos d’épidermes abdominaux ol I'on observe un exemple
d’augmentation de I'expression de la GFP (en haut, pour le géne bon) et un exemple de diminution
de I'expression de la GFP (en bas, pour le géne wvl).
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La comparaison entre le sens de variation de |'expression de la GFP et le phénotype de
pigmentation observé pour ces 27 lignées montre que la corrélation n'est pas parfaite. En
effet, le géne t étant impliqué dans la synthése des pigments bruns et noirs, on peut
s'attendre a ce qu'une lignée RNA/ induisant une diminution de I'expression du transgéne
rapporteur 5'tanGFP (20 lignées concernées) induise une diminution de la pigmentation. Or
parmi ces 20 lignées, 19 induisent bien une diminution de la pigmentation et 1 induit une
augmentation de la pigmentation. A l'inverse, une lignée induisant une augmentation de
I'expression du transgéne rapporteur 5tanGFP (7 lignées concernées) devrait induire une
augmentation de la pigmentation. Or parmi ces 7 lignées, 4 induisent effectivement une
augmentation de la pigmentation, et 3 une diminution (Figure 44). Cette observation
pourrait étre due au fait que t ne serait pas I'unique cible des génes correspondants a ces
lignées. Ceux-ci pourraient réguler d’autres genes de la voie de biosynthéese des pigments et

cette régulation aurait un effet sur la pigmentation plus déterminant que celle de t.

1118
w o >RNAI fmrl yGal4>RNAi fmr1 W >RNAi CG10209 yGal4>RNAi CG10209

, U8 5tanGFP, yGald RNAI || 5tanGFP, yGald w' . 5'tanGFP, yGald
5’tanGFP, yGald w RNAI CG 10209

mr1

Figure 44 — La corrélation entre la variation d’expression de la GFP et le phénotype de
pigmentation n’est pas parfaite. Photos de cuticules de drosophiles femelles montrant a gauche un
exemple de diminution de pigmentation mais une augmentation de I'expression de la GFP dans les
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segments postérieurs pour le géne fmrl. Et a droite, un exemple montrant une augmentation de
pigmentation mais une diminution de I'expression de la GFP dans les segments postérieurs pour le
géne CG10209.

3. Analyse de la fixation des facteurs de transcription issus du crible secondaire

sur les séquences régulatrices de t

Avant mon arrivée au laboratoire, un crible simple hybride a été réalisé en collaboration
avec le laboratoire de Bart Deplancke (Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, Lausanne,
Suisse) selon un protocole semi-automatisé (Hens et al., 2011). Le crible simple hybride a
pour but de mettre en évidence, en utilisant la levure comme tube a essai vivant, la fixation
entre des facteurs de transcription et les séquences régulatrices de genes particuliers
(appelées séquences « appats»). La fixation des facteurs a la séquence régulatrice est
révélée par I'expression d'un géne rapporteur (Figure 45A). Dans cette expérience, la fixation
de 650 facteurs de transcription de drosophile a été testée sur deux séquences « appats»:
I’enhancer abdominal de t, t-MSE, et une séquence de 1,5 kb en amont du site d'initiation de
la transcription de t (Figure 45B). Cette expérience a permis d'obtenir une liste de 47
facteurs de transcription se fixant sur I'enhancer t-MSE et de 30 se fixant sur la séquence de
1,5 kb. Ce résultat suggere que ces facteurs pourraient étre des acteurs directs de la
régulation de I'expression de t. Cependant, des expériences supplémentaires seront

nécessaires pour valider in vivo cette hypothese.

Parmi les 27 génes identifiés a I'issue du crible secondaire comme pouvant étre impliqués
dans la régulation de I'expression de t, 17 ont été testés lors du crible simple hybride. 10 se
sont avérés négatifs, 2 positifs avec la séquence t-MSE, 4 positifs avec la séquence de 1,5 kb

en amont de t et 1 positif avec les deux séquences testées. Ces résultats suggerent donc que
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les 7 facteurs de transcription positifs en simple hybride pourraient se fixer aux séquences

régulatrices de t pour réguler son expression.

Plasmide
d’expression des
facteurs de
transcription

Séquence « appat » :
t-MSE ou 5’tan

Saccharorﬂyces cerevisiae

Plasmide d’expression
du géne rapporteur
sous le contrdle de la
séquence « appat »

Séquence « appat » :

t-MSE ou 5’tan
B
t-MSE
: " " 4 L " " _A 4
9210k 9220k 9230k
C612119 ObpBa CG15369 C615370  CG12121 Irga
— = B = <<=
£615368 Gréa
= A 5%tan —
p e -

Figure 45 — Principe du crible simple hybride. A. Représentation schématique du principe du crible
simple hybride réalisé dans la levure Saccharomyces cerevisiae. S'il y a interaction ADN-protéine, le
géne rapporteur HIS3 sera exprimé. En revanche, en absence d'interaction ADN-protéine, le géne
rapporteur ne sera pas exprimé. B. Localisation des 2 séquences utilisées dans le crible simple
hybride : 'enhancer t-MSE situé amont de t (en rouge) et la séquence de 1,5kb en amont du site
d’initiation de la transcription de t (en vert).
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4. Conclusion : liste des génes retenus a la fin du crible secondaire

Le crible secondaire a permis d'identifier, parmi les 56 génes candidats intervenant dans
I'établissement de la pigmentation abdominale, 27 génes qui seraient impliqués dans la
régulation de I'expression de t (Tableau 2). Parmi ces génes, 15 genes codent des facteurs de
transcription, 4 des régulateurs de la chromatine et 8 des protéines dont la fonction n’est
pas connue mais qui sont des facteurs de transcription putatifs puisqu'elles contiennent des
domaines de liaison a ’ADN. De plus, la comparaison avec les résultats d'une expérience de
simple hybride suggére que certaines de ces protéines seraient des régulateurs directs de t

en se fixant a ses séquences régulatrices.
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http://flybase.org/reports/GO:0042800

IV. Comparaison des résultats de notre crible avec le pilote pnrGal4

avec ceux d’une étude précédente

L'équipe de Thomas Williams a publié en 2014 une étude intitulée « A survey of the trans-
regulatory landscape for Drosophila melanogaster abdominal pigmentation » (Rogers et al.,
2014). Dans ce travail, I'effet de l'inactivation de plusieurs centaines de facteurs de
transcription sur la pigmentation abdominale des males et femelles Drosophila
melanogaster a été analysé. La stratégie expérimentale suivie pour cette étude est tres

similaire a la notre.

1. Conditions expérimentales de cette étude et principaux résultats

Pour cette étude, une approche d'inactivation de genes candidats par ARN interférence a été
menée en utilisant uniquement le pilote pnrGal4. La liste des génes candidats comportait
749 génes codant des facteurs de transcription et a été établie, comme nous I'avons
également fait, grace a la base de données FlyTF (Adryan and Teichmann, 2006). Les lignées
RNAI utilisées provenaient de la collection « The Drosophila Transgenic RNAi Project (TRIP) ».
Des lignées n'étant pas disponibles pour tous les génes, 558 genes seulement ont pu étre
testés. Les croisements ont été réalisés a 21°C (25°C dans notre étude), et le phénotype de
pigmentation a été analysé chez les maéles et les femelles. Il n'y a dans I'article aucune

mention de croisements contrdles.

Pour les 558 génes testés, |'inactivation de 42 d'entre eux (7,5%) induit un phénotype. Il
s'agit soit d'une diminution de pigmentation abdominale (22 génes), soit d'une
augmentation de pigmentation abdominale (12 génes), soit d'une létalité (5 genes), soit

d’une diminution de pigmentation thoracique (3 génes). Dans la suite de la comparaison,
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nous nous focaliserons uniquement sur les genes dont I'inactivation confere une |étalité ou

un phénotype de pigmentation abdominale (39 génes).

2. Comparaison globale avec les résultats de notre crible

La liste de nos génes candidats, bien qu'ayant été établie a partir de la méme base de
données que |'étude de 2014, comportait moins de génes (573 genes, contre 749 pour
I'étude de 2014). Ceci résulte du fait que nous n’avons testé que les génes exprimés dans
I'épiderme abdominal. Ainsi, nous avons pu maximiser la probabilité de mise en évidence de
genes impliqués dans I'établissement de la pigmentation de 'abdomen. Parmi ces génes
candidats, la disponibilité des lignées TRIP au moment de démarrer notre étude nous a
permis de tester 86,2% de ces génes candidats (494 genes), alors que ce pourcentage n'était
que de 74,5% (558 génes) pour l'étude de 2014. En effet, de nouvelles lignées ont été
ajoutées a la collection TRIP apres la parution de I'étude de 2014. Le pourcentage de geénes
présentant un phénotype dans I'étude de 2014 (létalité ou variation de la pigmentation
abdominale) était de 7% (39 genes), alors qu'il est de 26,5% pour notre étude (131 genes: 78
conférant un phénotype uniquement avec pnrGal4 et 53 conférant un phénotype avec
pnrGal4d et yGald). |l est possible que notre étude ait permis d'identifier quelques nouveaux
genes qui n'auraient pas été testés pendant I'étude de 2014. Cependant, notre pourcentage
est probablement sur-estimé car nous n'avons pas vérifié la totalité des 131 génes positifs en
refaisant une seconde fois |'expérience ou en utilisant un second contréle. Nous avons suivi
cette démarche uniquement pour les génes qui conféraient un phénotype avec le pilote
yGal4, et sommes ainsi passés de 16,6% de geénes positifs (82 sur 494) a 12,3% (61 sur 494). 1|
est fort probable que le méme phénomeéne se serait produit avec les résultats du crible

pnrGal4.
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3. Comparaison des génes positifs identifiés dans I’étude de 2014 et dans notre

étude

Parmi les 39 génes identifiés comme positifs dans I'étude de 2014, nous n'en avons testé que
28. Parmi les 11 autres génes, nous n’en avons pas testés 7 car ils sont exprimés a moins de
50 « reads » dans |’épiderme abdominal d’aprés nos données de RNAseq et 4 car aucune
lignée avec un vecteur de type Valium 10 ou 20 n’était disponible dans la collection. Enfin,
nous n'avons pas testé les genes babl et bab2 dans notre crible (testés dans I'étude de
2014) car leur étude faisait déja I'objet de I'autre projet de ma thése. Parmi les 28 génes que
nous avons testés, nous avons observé un phénotype avec seulement 22 genes. Il s'agit du
méme phénotype que celui de I'étude de 2014 pour 13 d'entre eux, et d'un phénotype
différent pour 9 d'entre eux (Figure 46). Pour ces 9 genes, ces différences de phénotype
pourraient s'expliquer par le fait que la méme lignée n'a pas systématiquement été testée

dans les deux études. De plus, la température utilisée est également différente.
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1: méme lignée testée
5 : lignée testée différente

8 : méme lignée testée

Pas de 5 : lignée testée différente
phénotype ‘
observé (6)

Phénotype
différent
observé (9)

" 4

1: méme lignée testée
4 : lignée testée différente

Crible génétique de 2014 Crible génétique du laboratoire Crible génétique de 2014 Crible génétique du laboratoire

PHENOTYPE IDENTIQUE OBSERVE PHEMNOTYPE DIFFERENT OBSERVE
Lignée testée différente

' ' Létal
U ¢

pnrGal4>RNAi da

Lignée testée différente

'YIIQ

CG10348

pnrGal4>RNAi CG10348
Méme lignée testée

| | IEs | 9 . Mg;-nke' ? | ‘II

Gug

Meéme lignée testée

pnrGal4>RNAi gug pnrGald>RNAI MBD-like

Figure 46 — Comparaison des résultats obtenus dans les deux cribles génétiques. A. Diagramme
circulaire comparant les résultats de notre crible avec ceux de I'étude de 2014. Les 28 génes
identifiés comme positifs dans I'étude de 2014 et que nous avons testés se répartissent, d'aprés nos
observations, dans 3 catégories: méme phénotype observé, phénotype observé différent et pas de
phénotype observé. Le chiffre entre parenthéses correspond au nombre de génes concernés. Pour
chaque catégorie, il est également indiqué le nombre de génes pour lesquels la méme lignée a été
utilisée ou non. B. Exemples de comparaison des phénotypes de pigmentation abdominale observés
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dans les deux cribles génétiques. Gauche : pour CG10348 et gug, diminution de pigmentation dans
les deux études. A Droite, en haut : pour da, diminution de pigmentation dans I'étude de 2014 et
|étalité dans notre étude. A Droite, en bas: pour MBD-like, augmentation de pigmentation dans
I'étude de 2014 et diminution dans notre étude.

4. Implication de génes positifs dans I'étude de 2014 dans la régulation de

I’expression d’un transgéne rapporteur de ’expression de t

L’équipe de Thomas Williams a ensuite testé I'implication de 8 facteurs de transcription,
dont 'inactivation par RNA/i confére soit une forte dépigmentation abdominale (5 génes) soit
une forte augmentation de pigmentation (3 génes), dans la régulation de I'expression de t en
utilisant une lignée transgénique t-MSE_GFP. Dans cette lignée, I'expression de la GFP est
sous le contréle de I'enhancer de t, t-MSE (Jeong et al., 2008). De plus, contrairement a

notre crible secondaire, I'expérience a été réalisée au stade de pupes.

Les 5 genes dont I'inactivation induit une dépigmentation abdominale (abd-A, sbb, osa, gug,
CG10348), induisent également une diminution de I'expression de la GFP dans I'épiderme
abdominal. De méme, les 3 génes dont I'inactivation confére une forte augmentation de la
pigmentation abdominale (hth, exd, mi-2), induisent une augmentation de I’expression de la
GFP dans I'épiderme abdominal (Rogers et al., 2014). Pour tous les genes, les différences
d’expression de la GFP sont plus visibles chez les males que chez les femelles. Ceci peut
notamment étre dd au faible niveau d’expression de t chez les femelles au stade de pupes.
Ces 8 genes seraient donc impliqués dans la régulation de I'expression de t en passant au
moins en partie par I’enhancer t-MSE et joueraient un réle important dans la mise en place

de la pigmentation abdominale chez les males et les femelles Drosophila melanogaster.

De fagon intéressante, parmi les 8 génes testés par cette équipe, les génes Abd-A et sbb sont

également positifs dans notre crible secondaire avec la lignée transgénique 5’tanGFP, yGal4.
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C’est également une diminution de I'expression de la GFP que nous avons observée pour ces
2 génes. Ce résultat de I'étude de 2014, nous permet donc de confirmer et d’affiner nos
résultats. En effet, I'effet d’Abd-A et de sbb dans la régulation de t passerait au moins en

partie, par I'enhancer t-MSE.

5. Conclusion de la comparaison des deux études

Le crible de 2014 a permis d’identifier, parmi les 558 génes testés, 39 genes (6,9%) dont
I'inactivation par RNAi confére un phénotype avec le pilote pnrGal4. Pour 5 de ces génes, il
s’agit d’une |étalité qui est observée et pour les 34 autres il s’agit soit d’'une diminution de
pigmentation abdominale (22 genes) soit d’une augmentation de pigmentation abdominale
(12 genes). 8 de ces génes ont ensuite été utilisés pour le crible secondaire visant a tester
leur implication dans la régulation de t dans I’épiderme abdominal chez les femelles et les

males Drosophila melanogaster.

Parmi les 39 genes, 28 ont été testés dans notre crible et I'inactivation par RNAi de 22
d’entre eux confere un phénotype. Parmi ces 22 génes, le méme phénotype de pigmentation
est observé pour 13 génes et des phénotypes différents sont observés pour 9 d’entre eux.
Sachant que nous n’avons pas toujours testé les mémes lignées que dans I'étude de 2014,
ces 22 genes sont donc trés probablement impliqués dans ['établissement de la
pigmentation abdominale chez les drosophiles. Une certaine cohérence est donc retrouvée
entre les deux cribles génétiques. En paralléle, nous avons également réalisé le crible
génétique avec le pilote yGal4. Ceci nous a donc également permis d’identifier de nouveaux
genes susceptibles d’étre impliqués dans I'établissement de la pigmentation abdominale

chez les femelles Drosophila melanogaster. Le tableau 3 présente I’ensemble des 39 génes
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positifs dans le crible de 2014 ainsi que les phénotypes de pigmentation abdominale

observés dans les deux cribles génétiques pour ces genes.
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PARTIE Ill : Analyse du rble de deux genes identifiés lors du crible
génétique sur la régulation de tan (t) et la plasticité thermique de la
pigmentation abdominale : les genes forkhead box subgroup (O) (foxo) et

little imaginal discs (lid)

INTRODUCTION

A la suite du crible génétique (primaire et secondaire), une liste de 27 génes candidats a été
retenue. Parmi les 27 génes, dans le but d’approfondir les recherches sur le réseau de génes
impliqué dans la régulation de I'expression de t dans I'épiderme abdominal des femelles
Drosophila melanogaster ainsi que dans la plasticité de la pigmentation, nous avons décidé
de nous concentrer sur deux genes en particulier. Il s’agit des génes forkhead box subgroup
(0) (foxo) et little imaginal discs (lid). foxo code un facteur de transcription répondant a la
voie de signalisation de l'insuline, conservé chez les métazoaires, et impliqué dans de
nombreux processus (Jlinger et al., 2003; Puig and Mattila, 2011; Puig et al., 2003). lid (aussi
appelé kdm5) code une protéine de la chromatine a activité lysine déméthylase pouvant
notamment réguler les modifications post-traductionnelles des histones (Eissenberg et al.,
2007; Lee et al., 2007). Plusieurs raisons nous ont conduit a choisir ces deux génes : (1) foxo
est un bon candidat pour étre un régulateur direct de I'expression de t, puisque d'apres
I'expérience de simple hybride, il se fixe aux séquences régulatrices de t ; (2) une étude a
déja montré l'implication de foxo et d'autres génes de la voie de signalisation de l'insuline
dans |'établissement de la pigmentation abdominale (Shakhmantsir et al., 2014) ; (3) les
protéines Lid/Kdm5 et Foxo interagissent sur la chromatine pour moduler le niveau de stress
oxydant dans les cellules (Liu et al., 2014), et pourraient donc également, ensemble, réguler
I'expression de t ; (4) foxo joue un réle important dans la plasticité nutritionnelle des organes

chez la drosophile, un mécanisme qui permet une adaptation de la taille des organes en
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fonction de la disponibilité des nutriments (Tang et al., 2011). Il pourrait donc peut-étre
participer également au controle de la plasticité thermique de la pigmentation abdominale ;
(5) de nombreux outils génétiques sont disponibles pour ces deux genes. Cette petite
introduction résume les caractéristiques des protéines Foxo et Lid ainsi que les principales

fonctions qu’elles assurent chez la drosophile.

I. Les principales caractéristiques des protéines Foxo et Lid

1. Le facteur de transcription Foxo
Le facteur de transcription Foxo de Drosophila melanogaster appartient a la famille des
facteurs de transcription a domaine Forkhead (Forkhead Box: FOX), un domaine de 110
acides-aminés qui leur permet de se fixer a I'ADN. Ce domaine, initialement caractérisé dans
la séquence du facteur de transcription Forkhead de drosophile, existe chez de nombreux
autres facteurs de transcription dans différentes espéces. Cette famille de facteurs est tres
conservée chez les métazoaires, et existe aussi bien chez le nématode Caenorhabditis
elegans (C. elegans) que chez les drosophiles ou encore les mammiféres. Chez Drosophila
melanogaster, il existe au moins 17 facteurs de transcription a domaine Forkhead (Lee and
Frasch, 2004). La séquence du domaine Forkhead ainsi que la présence d'autres domaines
permettent de les classer dans différentes sous-classes nommeées de A a Q (pour revue, Obsil
and Obsilova, 2011). Une de ces sous-classes, la sous-classe « O », est constituée de 4
membres chez les mammiféeres (FOXO1l, FOXO3a, FOX04, FOX06) et d'un seul chez
Drosophila melanogaster, codé par le géne foxo (pour revues, Brown and Webb, 2018; Puig
and Mattila, 2011). Les facteurs de transcription de la famille FOXO reconnaissent une

séguence consensus, assez invariante (A/C)AA(C/T)A qui se situe au niveau d’'une région
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appelée FRE (pour foxo Response Element), présente en amont des genes qu’ils régulent
(pour revue, Obsil and Obsilova, 2011). Le géne foxo codant le seul membre de cette famille
chez Drosophila melanogaster a été caractérisé dans trois laboratoires indépendants (Jinger
et al., 2003; Kramer et al., 2003; Puig et al., 2003). Il s'agit d'un géne composé de 11 exons,
et codant une protéine de 613 acides-aminés. En plus du domaine Forkhead, Foxo possede
également des séquences de type NES (Nuclear Export Signal) et NLS (Nuclear Localization
Signal) qui lui permet d’étre importé ou exporté dans le/du noyau (Figure 47). Chez la
drosophile, I'expression de foxo au cours des stades larvaires controle la croissance en
régulant la taille et le nombre de cellules (Kramer et al., 2003). De plus, des mutants nuls
pour foxo sont trés sensibles au stress oxydatif (Jinger et al., 2003). Foxo a donc un role
central dans de nombreux processus cellulaires et physiologiques au cours du
développement tels que la croissance, le métabolisme, la longévité, le cycle cellulaire, la
résistance au stress, la protection contre les dommages a I’ADN ou encore |’apoptose (pour
revue, Puig and Mattila, 2011). Son expression semble nécessaire lors d’un stress ressenti
par I'organisme. Il agit comme un effecteur final de différentes cascades de transduction du
signal. En réponse a l'activation de ces cascades, Foxo subit différentes modifications post-
traductionnelles telles que la phosphorylation, I'acétylation, I'ubiquitination ou encore la
méthylation (pour revue, Puig and Mattila, 2011; Zhao et al., 2011). Ces modifications post-
traductionnelles permettent de moduler son activité, sa stabilité, sa localisation dans la

cellule ou encore sa fixation a I’ADN.
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Figure 47 — Schéma représentant les différents domaines du facteur de transcription Foxo de
Drosophila melanogaster. Foxo posséde un domaine Forkhead lui permettant de se fixer a I'ADN
(DBD: DNA Binding Domain), des sites d’exportation ou d’importation du noyau (NES et NLS) ainsi
qu’un domaine PEST nécessaire a sa dégradation. Trois sites de phosphorylations trés conservés sont
également présents. Chez la drosophile, ces sites sont les suivants: T44, S190 et S259 (Jiinger et al.,
2003).

2. L’histone déméthylase Lid
Le gene lid, également appelé kdm5, a été initialement identifié au cours d’un crible
génétique visant a caractériser de nouveaux genes du groupe Trithorax (Gildea et al., 2000).
Il code une histone déméthylase impliquée dans la régulation de I'état de la chromatine et
est responsable de la déméthylation de la triméthylation de la lysine 4 de I'histone H3
(marque épigénétique H3K4me3) (Eissenberg et al., 2007; Lee et al., 2007). Chez la
drosophile, Lid/KDMS5 n’est pas la seule histone déméthylase. En effet, KDM2 est aussi une
lysine déméthylase impliquée dans la déméthylation de H3K4me3 mais également
H3K36me2 (Kavi and Birchler, 2009; Lagarou et al.,, 2008). Ces marques épigénétiques
activatrices sont présentes au niveau des genes transcriptionnellement actifs (Kharchenko
et al., 2011; Shilatifard, 2006). Plusieurs homologues de Lid existent chez les mammiféres
tels que KDM5a, KDM5b et KDM5c et KDM5d qui sont capables de déméthyler la di- et |a tri-
méthylation de la lysine 4 de I'histone H3 (H3K4me2 et H3K4me3) (Li et al., 2010). Chez C.
elegans, il existe également une histone déméthylase appelée RBR-2, homologue des
histones déméthylases KDM5a et KDM5b par la présence des domaines Jumonji et ARID

(Christensen et al., 2007; Greer et al., 2010).
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Lid est composée d’'un domaine JumonjiC (JmjC) qui porte l'activité déméthylase et un
second domaine JumonjiN (JmjN) qui est également requis pour l'activité déméthylase
(Lloret-Llinares et al., 2008). En plus de ces domaines catalytiques, Lid posséde aussi un
domaine de fixation a 'ADN au niveau de séquences riches en A/T et C/G (ARID), un
domaine en doigt de zinc CsHC, et trois domaines PHD (Plant Homeobox Domain)
nécessaires aux interactions protéines-protéines (Figure 48). Le domaine PHD situé en C-
terminal permet la fixation de Lid sur la marque épigénétique H3K4me3 (Li et al., 2010). Lid
est nécessaire pour la viabilité de I'organisme (Drelon et al., 2018; Gildea et al., 2000). En
effet, des mutants /id présentent un retard de développement qui coincide avec une baisse
de la prolifération et une augmentation de la mort cellulaire. En revanche, il a été démontré
que le réle essentiel de Lid dans le développement était indépendant de Iactivité

déméthylase de Lid (Drelon et al., 2018; Li et al., 2010).

JmiN ARID PHD JmjC C5HC2 PHD PHD
«< DEO—0—11

Figure 48 — Schéma représentant les différents domaines du régulateur de la chromatine Lid. Lid

posséde deux domaines Jumonji (JmjN et JmjC) requis pour I'activité déméthylase. Le domaine ARID
est un domaine de fixation a I’ADN particuliérement aux niveaux de régions riches en A/T ou C/G. Les
domaines PHD (Plant Homeobox Domain) sont des domaines de liaison aux protéines (Li et al., 2010).

Il. Multiples roles assurés par Foxo et Lid

Chez la drosophile, Foxo est un facteur de transcription qui joue un réle central dans la
régulation de nombreux processus biologiques. Lid, méme si moins étudiée que Foxo,
possede également de nombreux réles au cours du développement. D’aprées la littérature,
Foxo et Lid participent a certains réles communs mais ont également des fonctions qui leur

sont spécifiques. Les paragraphes suivants présentent certains de ces roles.
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1. Foxo et Lid dans le contrdle de la croissance cellulaire

Lors du développement d’un organisme, il est important que le métabolisme et la croissance
cellulaire soient régulés. Une des voies qui coordonne ces deux processus est la voie de
signalisation de I'insuline dont I’activation dépend de la disponibilité en nutriments. Ainsi, en
présence de nutriments, I’expression de peptides « insulin-like » (iLps) est augmentée et
ceux-ci vont ensuite se fixer sur le récepteur a I'insuline (InR). Chez la drosophile, il existe 8
peptides insulin-like différents nommeés Dilps1 a Dilps8 dont I’expression dépend du stade de
développement et du tissu (Brogiolo et al., 2001; Garelli et al., 2012). Cette fixation
provoque une cascade de signalisation conduisant a la phosphorylation de la kinase Akt
(Figure 49). Cette derniere phosphoryle a son tour Foxo sur les résidus T44, S190 et S259.
Foxo ainsi phosphorylé est séquestré dans le cytoplasme et ne peut plus réguler ses cibles.
Dans ce contexte, la croissance et la prolifération cellulaire sont privilégiées et le stockage
des ressources énergétiques augmentées. En revanche, en absence de nutriments, Foxo,
n’étant plus inhibé par Akt, est importé dans le noyau ou il peut réguler un ensemble de
genes impliqués dans I'arrét de la croissance. Foxo va notamment induire I'expression du
gene d4E-BP en se fixant directement au niveau de ses séquences régulatrices (Jinger et al.,
2003; Puig et al., 2003). La protéine 4E-BP participe au blocage de la traduction des ARNm en
protéines via son interaction avec le complexe d’initiation de la traduction elF-4E. Par
ailleurs, Foxo induit également I'expression de génes impliqués dans la mobilisation des
ressources énergétiques comme le géne codant la lipase 4 impliquée dans la lipolyse afin de
permettre a I'organisme de survivre (Vihervaara and Puig, 2008).

Foxo induit également I'expression du gene codant I'oncoprotéine Myc de fagon spécifique
(dans les muscles et le tissu adipeux) dans le but de contréler la taille des cellules (Demontis

and Perrimon, 2009; Teleman et al., 2008).
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Enfin, chez la drosophile comme chez les mammiféeres, Foxo régule la transcription du géne
codant le récepteur a I'insuline, augmentant ainsi le nombre de récepteurs a la membrane et
augmentant par la méme occasion la sensibilité de I'organe aux nutriments (Orengo et al.,
2017; Puig and Tjian, 2005; Puig et al., 2003). Ceci permet, dans le cas ou le taux de

nutriments revient a un seuil normal, une adaptation rapide des cellules.

Milieu riche en nutriments Milieu pauvre en nutriments
DiLP DiLP
oeLe DiLP
= o DILP

DiLP
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Taep "% so50p

dFOXO

d@" Expression de génes
. impliqués dans la

dégradation des
ressources
énergétiques

dFoxo phosphorylé est
séquestré dans le cytoplasme

dFoxo non phosphorylé, va dans le
noyau et induit I’expression de
geénes cibles

Figure 49 — Les différentes actions de Foxo sont dépendantes de la disponibilité en nutriments
dans le milieu. Lorsque la disponibilité en nutriments est forte, la voie de signalisation de I'insuline
inhibe Foxo via trois phosphorylations par la kinase Akt. Foxo reste donc présent dans le cytoplasme.
Lorsque la disponibilité en nutriments est faible, la voie insuline est inactive. De ce fait, Foxo rentre
dans le noyau et régule ses cibles. Ceci aboutit a l'inhibition de la croissance cellulaire en limitant la
traduction des protéines, en augmentant |'expression de d4E-BP, un inhibiteur du complexe
d’initiation de la traduction, et en induisant I'expression de génes impliqués dans la mobilisation des
ressources énergétiques (d'aprés Puig and Mattila, 2011).
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Le régulateur de la chromatine Lid joue également un réle important dans la croissance
cellulaire. Lid interagit directement avec Myc et cette interaction est nécessaire pour
I'activation transcriptionnelle du géne Nop60B impliqué dans la croissance cellulaire
(Secombe et al., 2007). De fagon intéressante, le niveau d’"H3K4me3 ne diminue pas lorsque
cette interaction a lieu. La fixation entre Myc et Lid inhiberait donc I’activité déméthylase de
Lid. Ceci montre alors que Lid peut avoir des fonctions dans la cellule qui sont indépendantes

de son activité déméthylase (Drelon et al., 2018; Li et al., 2010).

2. Foxo et Lid dans le controle du stress oxydatif
Le stress oxydatif se définit comme I'accumulation, dans les cellules, de dérivés réactifs de
I'oxygene (ROS) tels que des radicaux libres ou encore des peroxydes qui sont généralement
des produits issus de la respiration cellulaire. Chez la drosophile, des mutants pour le géne
foxo ou le gene lid ont une sensibilité accrue au stress oxydatif (paraquat et H,0,) et

meurent plus rapidement que les individus contréles (Jinger et al., 2003; Liu et al., 2014)

(Figure 50).
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Figure 50 — Foxo et Lid sont nécessaires a la survie de I'organisme en condition de stress oxydatif.
A. Graphique représentant la survie de mutant perte de fonction pour foxo (A) ou lid (B) en condition
de stress oxydatif (H,O, en A et paraquat en B). Les mutants foxo et lid survivent moins bien que les
individus contréles.
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En 2014, une étude a montré un lien fonctionnel entre Foxo et Lid dans le contrdle du stress
oxydatif (Liu et al., 2014). En effet, ces deux protéines sont impliquées dans la régulation de
genes cibles communs impliqués dans la résistance au stress oxydatif. Lid permettrait le
recrutement de Foxo au niveau des promoteurs de leurs genes cibles. En effet, Lid
augmenterait la capacité de fixation a I'ADN de Foxo en induisant une diminution de son
niveau d'acétylation par une histone déacétylase, qui serait recrutée dans ce complexe par

Lid (Figure 51). Dans ce processus, |'activité histone déméthylase de Lid n'est pas requise.

4E-BP, I(2)efl, CG5316
spirit, Prx2540, CG10211

Figure 51 — Modeéle d’étude illustrant I'interaction de Foxo et Lid pour la régulation des génes
impliqués dans la réponse a un stress oxydatif. Suite a 'augmentation du niveau de stress oxydatif,
Lid permet le recrutement de Foxo sur les promoteurs de génes impliqués dans la résistance au
stress oxydatif. Ce recrutement induit une diminution du niveau d’acétylation de Foxo lui permettant
de se fixer a I'ADN, ce qui suggére le recrutement, dans ce complexe, d’'une histone déacétylase (par
exemple, HDAC4) (Liu et al., 2014).

3. Foxo dans la plasticité nutritionnelle
En lien avec sa participation a la voie de signalisation de l'insuline, Foxo est essentiel pour
controler la plasticité nutritionnelle de certains organes chez la drosophile. La plasticité
nutritionnelle décrit le fait que, en condition de carence nutritionnelle, la taille de certains
organes diminue, en lien avec leur réponse a la voie de signalisation de I'insuline. Cette voie
est en effet moins activée en condition de carence, ce qui conduit a une activation de Foxo

qui va pouvoir réguler ses genes cibles (Figure 49). Cependant, d'autres organes gardent la

RESULTATS PARTIE llI 171



méme taille quelles que soient les conditions nutritionnelles. C'est par exemple le cas des
organes génitaux chez la drosophile. Ces différences de niveau de plasticité nutritionnelle,
liées a une différence de sensibilité 8 une modulation de la voie insuline, découlent d'une
différence de niveau d'expression de foxo. En effet, foxo est exprimé beaucoup plus
faiblement dans les disques imaginaux génitaux que dans les disques imaginaux d’organes

sensibles a la plasticité nutritionnelle (aile, ceil, antenne) (Tang et al., 2011).

4. Lid et le controle de la transcription

Lid étant une histone déméthylase et que la marque H3K4me3 est une marque épigénétique
activatrice, on pourrait s’attendre a ce que Lid contribue a la répression de génes cibles. Or,
de facon surprenante, Lid peut étre impliquée dans une régulation positive de la
transcription.

Il a notamment été montré qu’au cours du développement, Lid se fixe au niveau des sites
d’initiation de la transcription (TSS) de genes du développement qui sont
transcriptionnellement actifs et régule le niveau d’H3K4me3. En effet, en son absence
I'expression de ces genes cibles diminue et le niveau d’H3K4me3 augmente. De fagon
intéressante, les genes régulés par Lid sont également régulés par ASH2, une protéine
appartenant au complexe Set1l/COMPASS impliqué dans I'apposition de la marque H3K4me3
au TSS (Beltran et al., 2007; Shilatifard, 2012). Ceci suggére que Lid et ASH2 agissent
ensemble dans la régulation positive de ces génes. Néanmoins, il a été montré qu’ils
agissaient de maniere séquentielle, c’est-a-dire a des moments différents au cours de la
transcription. En effet, ASH2 est recruté au TSS des genes cibles lors de l'initiation de la
transcription ou il participe a I'apposition de la marque H3K4me3. Puis, en fin de

transcription, Lid est recruté sur les mémes cibles afin de remettre a zéro le niveau
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d’H3K4me3 au TSS et de favoriser un nouveau cycle de transcription. L’action de Lid et ASH2
est donc coordonnée au cours de la transcription de leurs genes cibles (Figure 52) (Lloret-

Llinares et al., 2012).
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Figure 52 — Mécanisme de coordination de Lid et ASH2 dans la régulation de la transcription au
cours du développement. Au cours du développement, Lid est nécessaire a la transcription de ses
génes cibles. Le complexe ASH2 permettrait I'apposition de la marque H3K4me3 ce qui induirait
I'activation de la transcription. Vers la fin de I’élongation, Lid serait recruté au niveau des mémes
génes cibles d’ASH2 pour effacer les marques H3K4me3, signe que la transcription est terminée et
peut recommencer (Lloret-Llinares et al., 2012).
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MATERIEL & METHODES

I. Stocks des lignées Drosophila melanogaster

Les lignées RNAi foxo (BL32427 et BL32993), RNA/ lid (BL28944 et BL36652), RNA/ InR
(BL51518), RNAi PDK1 (BL27725) et RNAi Akt (BL33615) de la collection TRIP ainsi que les
mutants utilisés pour établir les normes de réaction ont été commandées au « Bloomington

Stock Center » (Tableau 4).

Les lignées gain de fonction, UAS foxo (Tang et al., 2011) et UAS-lid (Liu et al., 2014) ont été
respectivement données par A. Shingleton et J. Secombe. Les deux lignées étiquetées UAS-
foxo-HA (FO00143) et UAS-lid-HA (FO01888) ont été commandées sur FIyORF (flyorf.ch/)

(Tableau 4).

La lignée rapporteur t-MSE-nEGFP, pour laquelle I’expression de la GFP est sous le controle
de I’enhancer de t (t-MSE), nous a été donnée par le laboratoire de S. Carroll (Jeong et al.,
2006). Dans cette lignée, le transgene est sur le chromosome Il. A partir de cette lignée, nous
avons construit une lignée t-MSE-nEGFP; yGal4 en utilisant un transgéne yGal4 sur le

chromosome |l (BL44373).

La lignée 5’tanGFP, yGal4 dans laquelle I'expression de la GFP est sous le contrdle de
I'ensemble des séquences régulatrices de t (4kb en amont du site d'initiation de la
transcription de t, incluant le t-MSE) a été construite au laboratoire (Voir Matériel et

Méthodes, Partie Il et (De Castro et al., 2018)).
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Il. Préparation des cuticules, acquisition des images et quantification de la
GFP

Pour I'analyse de I'expression de la GFP, les cuticules ont été préparées selon le protocole
dans la partie Matériel et Méthodes de la partie Il. Le nombre de noyaux exprimant la GFP
ainsi que l'intensité moyenne de la GFP par noyau ont été quantifiés dans les segments
postérieurs A5, A6 et A7 avec le logiciel Image) a I'aide de deux macros spécifiques
programmeées par Jean-Francois Gilles (Plateforme Imagerie de I'IBPS). La significativité des
résultats a été calculée a I'aide d’'un T.TEST et les box plots ont été réalisés a I'aide du logiciel

TABLEAU.

Il. Quantification de la pigmentation et établissement des normes de

réaction

1. Isogénisation des lignées testées

Afin d’établir les normes de réaction, nous avons recherché dans la littérature et sur Flybase
des mutants pertes de fonction de foxo et lid. En effet, les lignées RNAi ne peuvent pas étre
utilisées pour ces expériences a cause de la sensibilité a la température du systéme
UAS/Gal4. Certains de ces mutants sont des mutants d'insertion d'un élément P marqué par
le g&ne w'. Ceci a permis, pour ces mutants, de les introgresser pendant 10 générations dans

le fond de notre souche de référence, la lignée isogénique w''*%.

2. Quantification de la pigmentation abdominale

Des croisements entre 6 femelles de la lignée mutante et 4 males w''*® ont été réalisés a
18°C, 25°C et 29°C. En paralléle et a titre de controle, des croisements entre males et

femelles de la souche de référence w''*® ont été réalisés aux mémes températures. Les
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cuticules abdominales de femelles issues de ces croisements, agées de 5 jours apres
I’éclosion, ont été préparées selon le protocole décrit dans la partie Matériel et Méthodes de

la partie Il.

3. Etablissement des normes de réaction

La pigmentation des hémi-segments postérieurs (A5, A6 et A7) de 30 drosophiles femelles
élevées a 18°C, 25°C et 29°C (n=30 par génotype et par condition) a ensuite été quantifiée a
I'aide du logiciel Image). Chaque hémi-segment est donc encerclé jusqu’au milieu de la ligne
dorsale médiane (Figure 53, cadre jaune) puis le logiciel calcule I'intensité moyenne de la
pigmentation en pixels (Figure 53, cadre rouge). La significativité des résultats de
guantification entre les différentes génotypes et segments a ensuite été calculée a I'aide du

test statistique T.TEST.

Les normes de réaction ont ensuite été établies en utilisant la moyenne des 30 valeurs.

A File Edit Font Results
|area |Mean |Min [Max | =
D v 1 8637 |80.774 |3 118
P ‘ [

Figure 53 — Quantification de la pigmentation abdominale des segments postérieurs (A5, A6 et A7).

Quantification du segment A5 d’une drosophile femelle w''*® élevée 3 25°C & I'aide du logiciel Imagel.
L'ensemble de I'hémi-segment est entouré jusqu’au milieu de la ligne dorsale médiane (fleche

jaune). A-Antérieur, P-Postérieur, D-Dos, V-Ventre.
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4. Analyses statistiques des normes de réaction
L'homogénéité des variances entre les groupes a été vérifiée avec un test de Levene. Dans le
cas ou elles sont homogéenes et les résidus normalement distribués, nous avons utilisé le test
statistique ANOVA (Analyse de Variance) a 2 facteurs (génotype et température). Dans le cas
ou les variances ne sont pas homogenes, nous avons utilisé le test ANOVA non paramétrique
a 2 facteurs sur les rangs des données (Scheirer-Ray-Hare, SRH). Ce test est moins puissant
gu’une ANOVA classique. Ces tests permettent de déterminer I'effet du génotype seul (G),
de la température seule (T), et d’une interaction entre le génotype et la température (GxT).
Si cette interaction a un effet significatif, cela permet de conclure que la mutation affecte la

plasticité phénotypique de la pigmentation abdominale.

IV. Analyse de I'expression de genes par RT-qPCR sur épidermes

abdominaux postérieurs de drosophiles femelles

Les ARN de lots de 50 épidermes abdominaux postérieurs disséqués de jeunes femelles ont
été extraits a I'aide du kit RNeasy mini (Quiagen) (Figure 54). Pour chaque expérience et
chaque condition, 3 réplicats de 50 abdomens ont été analysés. Aprés traitement des ARN a
la DNAse (TURBO DNAse, Ambion), la synthese des ADNc a été réalisée grace au kit
« SuperScript Il Reverse Transcriptase » (Invitrogen) avec des amorces aléatoires, selon le
protocole du fabricant. L'expression des genes d’intérét a été quantifiée par PCR en temps
réel (technologie SYBR-Green, kit « SsoFast EvaGreen Supermix » et appareil CFX96 de chez
Biorad). L'efficacité des amorces utilisées (Tableau 5) a été déterminée en réalisant des
courbes de calibration. La quantification a été réalisée avec la méthode de Pfaffl (Pfaffl,
2001) en normalisant 'expression des génes d'intéréts sur la moyenne géométrique de 2

génes de référence (Vandesompele et al., 2002). Les références RP49 et Act5C ont été
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utilisées pour les génes fortement exprimés, et les références Spté et eiF2 pour les génes

faiblement exprimés.

Figure 54 — Photos des segments postérieurs A5, A6 et A7 apreés dissection. A gauche, photo d'une
jeune drosophile femelle agée de quelques heures aprés I'éclosion. L'abdomen n’est pas pigmenté.
C’est a ce stade que 'abdomen des femelles est disséqué. A droite, photo d’'un abdomen disséqué.

Seuls les segments postérieurs A5, A6 et A7 sont disséqués.

V. Expérience d Immunoprécipitation de chromatine (ChIP-qPCR)

1. Dissection des épidermes abdominaux et préparation de la chromatine

La chromatine a été extraite d'un lot de 170 abdomens postérieurs de jeunes femelles
drosophiles disséqués dans du milieu de culture de Schneider (Figure 54). Apres dissection,
les abdomens ont été fixés dans un mélange PBS et paraformaldéhyde 1% pendant 10
minutes a température ambiante. Aprés ajout de glycine 1,25M et des lavages au PBS 1X les
abdomens ont été congelés dans de l'azote liquide puis stockés a -80°C jusqu'a la
préparation de la chromatine. La chromatine a été préparée selon le protocole établi au

laboratoire sur épidermes abdominaux (Gibert et al., 2016).

2. Immunoprécipitation de la chromatine et analyse des résultats

L'expérience d'immunoprécipitation de chromatine a été réalisée comme précédemment

décrit (Gibert et al.,, 2016). La chromatine de 85 épidermes abdominaux a été
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immunoprécipitée avec un anticorps polyclonal commercial spécifiqgue de la protéine Foxo
de drosophile (THU-A-DFOXO, Cosmobio, lot 30E16), ou avec un sérum de lapin (Diagenode)
a titre de controle négatif. Un aliquot de chromatine avant immunoprécipitation (« Input »)
a été conservé pour la quantification. Aprés purification des ADN immunoprécipités et de
I'ADN « Input » (kit « Ipure », Diagenode), ceux-ci ont été analysés par gPCR pour tester
spécifiques. L'enrichissement des séquences

I'immunoprécipitation de régions

immunoprécipitées a été exprimé en « pourcentage d'input ».

VI. Lignées de drosophiles utilisées

Génotype de la lignée

Description

Numéro de stock

Bloomington - référence

RNAI foxo Inactivation de foxo BL32427 / BL32993
RNAI lid Inactivation de lid BL28944 / BL36652
UAS-foxo 36 Surexpression de foxo (Tang et al., 2011)
UAS-foxo 635 Surexpression de foxo (Tang et al., 2011)
UAS-foxo-HA Surexpression de foxo-HA FlyORF — F00143

UAS-KDM5-HA (lid)

Surexpression de /id-HA

FIyORF — F001888

UAS-KDMS5 11 (lid)

Forte surexpression de lid

(Liu et al., 2014)

UAS-KDMS5 111 (lid)

Faible surexpression de lid

(Liu et al., 2014)

foxo®**/TM6b, Th

Mutant nul, délétion de la région
promotrice et d’'une partie des

exons codants

BL42220
(Slack et al., 2011)

Mutant hypomorphe obtenu par

BG1018 . . b ax BL12530

P{GT1}foxo insertion d’un élément P dans le

(Gruntenko et al., 2016)
5'UTR

Mutant perte de fonction obtenu

P{LacW}Iid“***°*/cy0 P o BL10403
par insertion d’un elément P dans )
o (Gildea et al., 2000)
le premier intron
) Inactivation du récepteur a
RNAi InR o BL51518
I'insuline
RNAi Pdk1 Inactivation de pdk1 BL27725
RNAi Akt Inactivation de akt BL33615
w'® Lignée de référence

Tableau 4. Liste des lignées de drosophiles utilisées.
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VII. Amorces utilisées pour les différentes expériences

Nom du e s i~
. Amorces utilisées 5’->3’ Expérience
gene
tanF : GACCTACTTGCCGCTCTACC
tan RT-gPCR
tanR : GATCCGCCAGGAAGGTGAAA
FoxoFl : CTGAGTGGCAGAGAGCTGAG
foxo RT-gPCR
FoxoR1 : GTGGGTTTCATTACGTCAAGGT
. LidF1 : GCAAGAAGCAGAGCACACCG
lid ) RT-gPCR
LidR1 : TGGAGTTCGTATTACCGCCG
RP49 RP49F : CCGCTTCAAGGGACAGTATC RT-qPCR
RP49R : GACAATCTCCTTGCGCTTCT
Act5C Act5CF : AGCGCGGTTACTCTTTCACCAC RT-qPCR
Act5CR : GTGGCCATCTCCTGCTCAAAGT
Spt6 Spt6F : CGGAGGAGCTCTTCGATATG RT-qPCR
Spt6R : GACAGCTCTGGGAAGTCGTC
eiF2 eiF2F : TCGCATCAACCTGATAGCAC RT-qPCR
eif2R : ATCGTACTCGCTGGTCTTGG
tMSEF1 : TCCGAAACATACAGTGGCGT
t-MSE ChIP-gPCR
tMSER1 : TTAGACGGGGTGTTGGAACG
tan dernier | tlexF1 : TACTTGTAGAGCAGCGGCAG ChiP-aPCR
exon tlexR1 : TCAGTGCCAGGACCATTTCC a
FoxofixF2 : ATACCCCGATGCTACCCCCT
FoxofixR2 : AAAAGAAAACGGCGAAACAA
FoxoFixF3 : TCGTTCGTTGTTGTCGTCTG
foxo ChIP-gPCR

FoxoFixR3 : CTCCTCGCCCTTTCTCCATC

FoxoFixF5 : TGGGTTTGGTTTTCAGTTCTAAAT

FoxoFixR5 : GCAAGTGGCATCTGGATTGA

Tableau 5. Liste des amorces utilisées pour les expériences de RT-qPCR et ChIP-qPCR.
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RESULTATS Il

I. Quantification de l'effet de l’inactivation de foxo et lid sur la
pigmentation abdominale et sur I’expression de transgenes rapporteurs

de I’expression de t

Afin de compléter les résultats du crible génétique, I'effet de I'inactivation par RNAi des
genes foxo et lid sur la pigmentation abdominale et sur I'expression de transgénes

rapporteurs de I'expression de t a été quantifié.

1. Quantification de I'effet de I'inactivation de foxo et lid sur la pigmentation
abdominale

Au cours du crible primaire, nous avons montré que l'inactivation de foxo et de lid par RNAi
avec le pilote yGal4 induisait une diminution de la pigmentation abdominale dans les
segments A5, A6 et A7. Ce phénotype a été observé avec 2 lignées RNAi différentes pour

chaque gene (Figure 55A et 55B).
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+/RNAi foxo  yGal4>RNAi foxo +/RNAilid  yGal4>RNAI lid
(BL32427) (BL32427) (BL28944) (BL28944)

+/RNAi foxo yGal4>RNAi foxo +/RNAI lid yGal4>RNAi lid

BL32993 (BL32993) (BL36652) (BL36652)

Figure 55 — Phénotype de diminution de pigmentation observé avec deux lignées RNAi dirigées

contre foxo et lid. A. Phénotype de diminution de pigmentation observé chez les femelles
yGal4>RNAi foxo dans les segments postérieurs A5, A6 et A7 comparé aux contrdles respectifs. Ce
phénotype a été observé avec deux lignées RNA/ (BL32427 et BL32993). B. Phénotype de diminution
de pigmentation observé chez les femelles yGal4>RNA:i lid dans les segments postérieurs A5, A6 et A7
comparé aux contréles respectifs. Ce phénotype a également été observé avec deux lignées RNAJ
(BL28944 et BL36652).

Afin de quantifier cet effet, la pigmentation des segments A5, A6 et A7 de 30 femelles
yGal4>RNAI foxo et yGal4>RNA:i lid élevées a 25°C a été mesurée pour une des 2 lignées de
chaque gene (foxo : lignée BL32427; lid : lignée BL28944). A titre de contréles, la méme
quantification a été réalisée pour des femelles issues du croisement entre des males w8 et
des femelles RNAi foxo ou RNAi lid. La baisse de pigmentation est significative dans les
segments postérieurs A5, A6 et A7 des femelles yGal4>RNAi foxo et yGal4>RNAi lid
comparée a leurs controles respectifs (Figure 56).

Ces résultats confirment donc que foxo et lid sont impliqués dans la mise en place de la

pigmentation abdominale et interviennent dans la synthése des pigments bruns et noirs.
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Quantification de la pigmentation

Figure 56 — Quantification de la diminution de pigmentation des segments A5, A6 et A7 induite par
une inactivation de foxo et lid. A. Quantification de la pigmentation abdominale des femelles
yGal4>RNAi foxo et son contrdle dans les segments postérieurs A5, A6 et A7. B. Quantification de la
pigmentation abdominale des femelles yGal4>RNAI lid et son contréle dans les segments postérieurs
A5, A6 et A7. La quantification de la pigmentation été réalisée avec le logiciel Imagel. La baisse de
pigmentation est significative pour les 3 segments postérieurs pour les deux génotypes étudiés. n=30
pour chaque génotype. *** p<0,001.
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2. Quantification de I'effet de I'inactivation de foxo et lid sur I’expression de
transgenes GFP rapporteurs de I’expression de t

Au cours du crible secondaire, nous avons montré que l'inactivation de foxo et de /id par
RNAI grace au pilote yGal4 induisait une diminution de I'expression de la GFP placée sous
controle des séquences régulatrices de t, constituées d'un fragment de 4kb en amont du site
d'initiation de la transcription de t, incluant I'enhancer t-MSE (transgéene 5’tanGFP). Afin de
guantifier cet effet, I'expression de la GFP dans les segments A5, A6 et A7 de 10 femelles
5'tanGFP, yGal4 RNAi foxo/ RNAI lid élevées a 18°C a été quantifiée pour les 2 lignées
utilisées lors du crible secondaire (foxo : lignée BL32427; lid : lignée BL28944). Cette
quantification a permis d'estimer le nombre de noyaux exprimant la GFP ainsi que l'intensité
moyenne de la GFP par noyaux. A titre de contrdle, la méme quantification a été réalisée

1118 ot des femelles 5’tanGFP,

pour des femelles issues du croisement entre des males w
yGal4. La figure 57 montre les phénotypes de pigmentation abdominale de ces femelles
(Figure 57A), ainsi que I'expression de la GFP (Figure 57B) et sa quantification (Figure 57C).
Les femelles 5’tanGFP, yGal4 RNAI foxo/lid élevées a 18°C sont moins pigmentées que les
femelles contréles, comme déja observé pour les femelles yGal4>RNAi foxo/lid élevées a
25°C (Figure 55). Concernant la quantification de la GFP, on observe une diminution
significative du nombre de noyaux exprimant la GFP dans les segments A6 et A7, mais pas
dans le segment A5, des femelles 5'tanGFP, yGal4 RNAi foxo et 5'tanGFP, yGal4 RNAI lid. Par
contre, il n'y a pas de différence d’intensité moyenne de la GFP par noyau.

Ces résultats confirment donc ceux du crible secondaire et montrent que foxo et lid
participeraient a I'activation de I'expression de t dans I'épiderme abdominal. De plus, I'effet

sur l'expression de la GFP est visible dans les segments A6 et A7 mais pas dans le segment

A5. Or la baisse de la pigmentation est visible dans les 3 segments. Ceci pourrait étre di au
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nombre plus faible de noyaux exprimant la GFP dans A5 que dans A6, rendant plus difficile

'observation d'une diminution.

5'tanGFP, yGald RNAifoxo  s+tanGFP, yGald w . 5°tanGFP, yGald RNAI lid

s

B j
1118
5’tanGFP, yGal4 RNAI foxo 5’tanGFP, yGald w 5’'tanGFP, yGal4 RNA: lid
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Figure 57 — Quantification de I'effet de I'inactivation de foxo et lid sur I'expression du transgéne
rapporteur 5’tanGFP. A. Photos des cuticules de drosophiles femelles adultes 5'tanGFP, yGal4 RNAi
foxo et 5’tanGFP, yGal4 RNAI lid avec le contréle 5’tanGFP yGal4 w'®. B. Observation de
I'expression de la GFP dans les segments postérieurs A5, A6 et A7 chez les femelles 5’tanGFP, yGal4
RNAI foxo, 5’tanGFP, yGal4 RNAi lid et le contrdle 5’tanGFP yGald w''*®. C. Quantification du nombre
de noyaux exprimant la GFP (haut) ainsi que l'intensité moyenne de la GFP par noyau (bas) dans les
segments postérieurs A5, A6 et A7. n=10 pour chaque génotype. * p<0,05; ** p<0,01; NS: non
significatif.

Le transgene 5'tanGFP est constitué d'un fragment de 4kb en amont du site d'initiation de la
transcription de t, incluant I'enhancer de t, t-MSE. Ce fragment est supposé contenir la
totalité des séquences régulatrices de t. L'enhancer t-MSE est essentiel pour activer
I'expression abdominale de t, chez les males comme chez les femelles (Gibert et al., 2016;

Jeong et al., 2008). Afin de déterminer si I'effet observé avec le transgene 5'tanGFP est da a
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un effet sur I'enhancer t-MSE, la méme expérience de quantification a été réalisée en
utilisant le transgéne t-MSE_GFP dans lequel la GFP est uniquement sous le contrdle de
I'enhancer t-MSE (Figure 58). Comme avec le transgene 5’tanGFP, les femelles yGal4 t-
MSE_GFP RNAi foxo ou RNAi lid élevées a 18°C sont moins pigmentées que les femelles
controles (Figure 58A). Par contre, il n'y a pas de différence significative du nombre de
noyaux exprimant la GFP dans les segments A5, A6 et A7 (Figure 58B-C). En ce qui concerne
I'intensité moyenne de la GFP par noyaux, il y a une grande variabilité et des effets
faiblement significatifs sont observés pour certains segments avec l'un ou l'autre des

génotypes (Figure 58C).

En conclusion, l'utilisation de ces 2 transgénes confirme que foxo et lid activeraient
I'expression de t. Ces deux facteurs agiraient majoritairement en se fixant a des séquences
en 5’ de t, autres que celle de I’enhancer t-MSE. Pour foxo, ce résultat est cohérent avec les
résultats du crible simple hybride (Tableau 2) qui ont montré une fixation de Foxo sur un
fragment de 1,5kb en amont du site d'initiation de la transcription de t, mais pas sur

I’enhancer t-MSE.
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Figure 58 — L’inactivation de foxo et lid n’a pas d’effet important sur I'expression du transgéne t-
MSE_GFP. A. Photos des cuticules de drosophiles femelles adultes yGal4 t-MSE_GFP RNAI foxo et
yGal4 t-MSE_GFP RNAi lid avec le contrdle yGal4 t-MSE_GFP w2, B. Observation de I'expression de
la GFP dans les segments postérieurs A5, A6 et A6 chez les jeunes femelles yGal4 t-MSE_GFP RNAi
foxo et yGal4 t-MSE_GFP RNAi lid et le contréle yGald t-MSE_GFP w''*?, C. Quantification du nombre
de noyaux exprimant la GFP (haut) et I'intensité moyenne de la GFP (bas) par noyaux dans les
segments postérieurs A5, A6 et A7. n=10 pour chaque génotype. * p<0,05; ** p<0,01; NS: non
significatif.

Il. Etude de l'effet de la sur-expression de foxo et lid sur la pigmentation
abdominale et sur I'expression de transgenes rapporteurs de

I’expression de t

L'inactivation de foxo ou lid par RNA/ induit une diminution de pigmentation abdominale et
ces genes semblent impliqués dans I'activation de I'expression de t. Afin de compléter ces
résultats, nous avons analysé |'effet d'une sur-expression de foxo ou /id sur la pigmentation
abdominale et sur I'expression de transgenes rapporteurs de |'expression de t. Pour foxo,
nous avons utilisé une lignée transgénique de la collection FlyORF exprimant une protéine de
fusion Foxo-HA (FO00143) sous contréle de séquences UAS, ainsi que 2 lignées transgéniques
UAS-foxo (UAS-foxo 36 et UAS-foxo 635, Tang et al., 2011). Pour lid, nous avons utilisé une
lignée transgénique de la collection FIlyORF exprimant une protéine de fusion Lid-HA
(FO01888) sous controle de séquences UAS, ainsi que 2 lignées transgéniques UAS-lid (UAS-

lid Il et UAS-lid Ill, Liu et al., 2014).

1. Effet de la sur-expression de foxo sur la pigmentation abdominale et sur

I’expression de transgenes rapporteurs de I’expression de t

La figure 59 présente les phénotypes de pigmentation observés chez des femelles élevées a
25°C, exprimant les différents transgenes UAS-foxo sous contréle du pilote yGal4. Les trois

lignées, comparées a leur contréle respectif (femelles issues du croisement entre des
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femelles w'® et |a lignée UAS-foxo), induisent avec le pilote yGal4 une augmentation de la

pigmentation abdominale des segments A5, A6 et A7.

yGald>
UAS-foxo 36

+/UAS-foxo 36

+/UAS-foxo
635

yGald>
UAS-foxo 635

+/UAS-foxo
HA

Wy =
»

yGald>
UAS-foxo HA

Figure 59 — Phénotype d’augmentation de la pigmentation abdominale lors de la sur-expression de

foxo. La surexpression de foxo induit une augmentation de la pigmentation abdominale dans les

segments postérieurs A5, A6 et A7. Ce phénotype est observé avec trois lignées différentes (Tang et

al., 2011 ; FlyORF F00143).

La lignée UAS-foxo 36, croisée avec yGal4, a été utilisée pour étudier I'expression du

transgéne 5'tan-GFP (Figure 60A et 60B, croisements réalisés a 25°C). On observe une

augmentation significative du nombre de noyaux exprimant la GFP dans les segments

postérieurs A5, A6 et A7, par rapport aux individus contrdles, sans variation de l'intensité

moyenne de la GFP par noyau.
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Figure 60 — La sur-expression de foxo confirme son réle dans la pigmentation abdominale. A.
Expression de la GFP chez des femelles adultes 5'tanGFP, yGal4 UAS-foxo 36 et son contrdle
5'tanGFP, yGald w" dans les segments postérieurs A5, A6 et A7. B. Quantification du nombre de
noyaux exprimant la GFP et I'intensité moyenne de la GFP par noyau dans les segments A5, A6 et A7
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des femelles 5’tanGFP, yGal4 UAS-foxo 36 et son contrdle 5'tanGFP, yGald w''*®. n=10 pour chaque
génotype. * p<0,05; *** p<0,001; NS: non significatif.

L'effet de la sur-expression de foxo sur la pigmentation abdominale et I'expression du
transgeéne rapporteur 5'tanGFP est donc inverse de celui observé avec l'inactivation de foxo.
Ceci confirme que Foxo est impliqué dans I'établissement de la pigmentation abdominale et
qu'il permettrait la synthése des pigments bruns et noirs notamment en activant I'expression

de t.

2. Effet de la sur-expression de lid sur la pigmentation abdominale et sur
I’expression de transgenes rapporteurs de I’expression de t

La figure 61 présente les phénotypes de pigmentation observés chez des femelles élevées a

25°C exprimant les différents transgenes UAS-lid sous controle du pilote yGal4. Avec la

lignée UAS-lid Ill, aucune différence n'est observée par rapport au controle. Avec les lignées

UAS-lid Il et UAS-lid HA, il semblerait y avoir une légére diminution de pigmentation dans le

segment A6 par rapport aux individus controles. Cependant ce résultat devra étre vérifié en

réalisant une quantification de la pigmentation sur plusieurs individus.

+/UAS-lid yGald> +/UAS-lid yGal4> +/UAS-lid yGald>
I UAS-lid Il ] UAS-lid Il HA UAS-lid HA

Figure 61 — Phénotypes de pigmentation abdominale lors de la surexpression de lid. La
surexpression de lid induit une faible diminution de pigmentation dans le segment A6 chez les
femelles des lignées yGal4>UAS-lid Il et yGal4>UAS-lid HA et aucun phénotype de pigmentation n’est
observé chez les femelles de la lignée yGal4>UAS-lid IlI.
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La lignée UAS-lid HA croisée avec yGal4 a été utilisée pour étudier I'expression du transgéne
5'tan-GFP (Figure 62, croisements réalisés a 25°C). On observe une augmentation
significative du nombre de noyaux exprimant la GFP ainsi que de l'intensité moyenne de la
GFP par noyau dans les segments postérieurs A6 et A7 par rapport aux individus controles.
Ce résultat, inverse au résultat observé en condition d'inactivation de lid, confirme que /id
participerait a la synthése des pigments bruns et noirs notamment en activant I'expression
de t. Par contre, le fait qu'une augmentation du phénotype de pigmentation ne soit pas
observée quand on sur-exprime /id suggere que ce gene pourrait avoir d'autres cibles que t
(par exemple e, le géne antagoniste de t dans la voie de biosynthése des pigments) et que,
dans le contexte de sur-expression de lid, I'effet dG a la régulation de ces autres cibles

masquerait I'effet da a I'activation de t par lid.
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Figure 62 — La sur-expression de lid augmente I'expression du transgéne 5’tanGFP. A. Expression de
la GFP chez des femelles adultes 5’tanGFP, yGal4 UAS-lid HA et son contrdle 5’tanGFP, yGald w'*®
dans les segments postérieurs A5, A6 et A7. B. Quantification du nombre de noyaux exprimant la GFP
et I'intensité moyenne de la GFP par noyaux chez les femelles 5'tanGFP, yGal4 UAS-lid HA et son
contréle 5'tanGFP, yGald w'*%. n=10 pour chaque génotype. * p<0,05; ** p<0,01; NS: non significatif.
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lll. Foxo régule-t-il 'expression de t dans I’épiderme abdominal ?

Lorsque foxo est dérégulé, |'expression du transgene 5'tanGFP change (Figure 57 et 60), ce
qui suggere que Foxo participerait a I'activation de I'expression de t. Afin de tester cette
hypothése, nous avons étudié I'expression de t dans des épidermes abdominaux de femelles
chez qui foxo a été inactivé par RNAi. Nous avons également testé, avec une expérience

d'immunoprécipitation de chromatine, si Foxo se fixe aux séquences régulatrices de t.

1. Analyse de I’expression de t en condition d’inactivation de foxo

L'expression de t a été mesurée par RT-qPCR dans les segments postérieurs (A5, A6 et A7) de
jeunes femelles yGal4>RNAi foxo (lignée BL32427) élevées a 18°C. A titre de controle, la
méme expérience a été réalisée sur de jeunes femelles issues du croisement entre des males
w8 et des femelles RNAi foxo. Nous avons choisi de réaliser cette expérience 3 18°C plutét
qu'a 25°C. En effet, I'expression de t étant d'autant plus forte que la température est basse
(Gibert et al., 2016), il nous a semblé plus facile de mettre en évidence une diminution
d'expression de ce géne a 18°C qu'a 25°C. Cependant, cet effet pourrait étre contre-balancé
par le fait que le systeme UAS/Gal4 est moins efficace a 18°C qu'a 25°C.

D’apres les résultats de la figure 63B, I'expression de t semble diminuée lorsque foxo est
inactivé chez les individus yGal4>RNAi foxo comparé au controle. Cependant, cette
diminution n’est pas significative. Deux raisons peuvent expliquer cette observation : (1) La
diminution d'expression de t induite par le systéeme UAS/Gal4 a 18°C n'est pas suffisante
pour observer un effet significatif. En effet, on voit sur la figure 63A que la diminution de
pigmentation brune induite par le RNAi foxo a 18°C est beaucoup plus faible qu'a 25°C
(comparer avec la Figure 55); (2) Une importante variabilité dans les réplicats biologiques

contréles w8>RNAi foxo existe (Figure 63B).
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Il faudra donc confirmer cette tendance en renouvelant I'expérience en augmentant le
nombre de réplicats biologiques ou en réalisant la méme expérience a partir, cette fois-ci,
d’individus élevés a 25°C car le systeme UAS/Gal4 y est optimal.

En complément de I'expérience de RT-gPCR, une expérience d’hybridation in situ sur t sur
des individus yGal4>RNAj foxo et leur contréle w'8>RNAJ foxo élevés a 18°C a également
été réalisée. Malheureusement, en raison de la présence d’un bruit de fond important
masquant le signal, je n’ai pas réussi a obtenir des résultats interprétables. Le protocole
utilisé devra donc étre amélioré avant de refaire I'expérience (temps de fixation, utilisation
d’un inhibiteur des phosphatases alcalines endogénes, temps de coloration/révélation).
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0,06 -

sur RP49 et Act5C

0,04 -

0,02 -

Expression relative de tan normalisée

wuw ;RNAI foxo yGal4>RNAi foxo

Figure 63 — Quantification de I'expression de t dans I'épiderme abdominal en condition
d’inactivation de foxo. A. Photos des cuticules de femelles adultes yGal4>RNAi foxo et son controle
w''® -RNAI foxo élevées a 18°C. B. Expérience de RT-gPCR sur épidermes abdominaux (A5, A6 et A7)
de jeunes femelles des deux génotypes présentés en A, élevées a 18°C. Les résultats ont été
normalisés par rapport a la moyenne géométrique de RP49 et Act5C. Pour chaque génotype, 3
réplicats, constitués de 30 épidermes abdominaux postérieurs, ont été analysés.

Il serait également intéressant de réaliser la méme expérience de RT-qPCR chez des

drosophiles de génotype yGal4>RNA:i lid avec son contrdle w8 ;RNA lid.
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2. Foxo se fixe-t-il sur les séquences régulatrices de t dans I’épiderme
abdominal ?

Les résultats du crible simple hybride (Tableau 2) ont montré une fixation de Foxo sur un
fragment de 1,5kb en amont du site d'initiation de la transcription de t. Les protéines Foxo
se fixent sur des sites dont le coeur, assez invariant, correspond a la séquence (A/C)AA(C/T)A
(Obsil and Obsilova, 2011). L'examen de la séquence du fragment de 1,5kb révele la
présence de 7 séquences (A/C)AA(C/T)A dont certaines pourraient correspondre a des sites
de fixation de Foxo. Afin de tester cette hypothése, une expérience préliminaire
d'immunoprécipitation de chromatine avec un anticorps anti-Foxo commercial (THU-A-
DFOXO, Cosmobio) a été réalisée sur des épidermes abdominaux de jeunes femelles w'™*®
élevées a 18°C. En effet, dans le cadre de I'hypothése ou Foxo activerait I'expression de t, il
est probable que sa fixation sur t soit trés forte a 18°C, qui est la température a laquelle t est
tres fortement exprimé (Gibert et al., 2016). Un aliquot de la méme chromatine a également
été soumis a une immunoprécipitation avec des IgG de lapin comme contréle négatif
(Mock). Aprés immunoprécipitation, I'ADN a été analysé par gPCR en utilisant 3 couples
d'amorces localisées dans la région de 1,5kb et encadrant les sites potentiels de fixation de
Foxo. A titre de contrble négatif, nous avons également choisi des amorces dans deux
régions, 'enhancer t-MSE et le dernier exon de t, dans lesquelles nous n'avons identifié
aucun site potentiel de fixation de Foxo. Aucune cible de Foxo n'étant actuellement connue
dans notre tissu, nous n'avons pas pu utiliser de contrdle positif. Les résultats obtenus
(Figure 64) montrent que I'immunoprécipitation n'a sans doute pas fonctionné. En effet, les
pourcentages d'enrichissements sont tres faibles, et du méme ordre de grandeur quel que
soit I'anticorps (anti-Foxo ou Mock) et la région testée. Nous ne pouvons donc pas encore

conclure sur la fixation de Foxo in vivo sur les séquences régulatrices de t. L'expérience devra
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étre reproduite en changeant différents parametres (temps de fixation, quantité d'anticorps,
type d'anticorps). Une autre possibilité sera d'utiliser la lignée transgénique exprimant la

protéine de fusion Foxo-HA et de réaliser I'immunoprécipitation avec un anticorps anti-HA.

ChIP-foxo ChIP-Mock
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0,015

0,015

0,01 0,01
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e o= exon Site de Site de Site de t-MSE t-exon
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Figure 64 — Analyse de la fixation de Foxo sur les séquences régulatrices de t. Expérience
préliminaire de ChIP-qPCR anti-Foxo sur épidermes abdominaux (A5, A6 et A7) de jeunes femelles
adultes w''*® élevées a 18°C. (Mock: ChIP contrdle avec un sérum de lapin). Deux contrdles
potentiellement négatifs ont été utilisés, I'enhancer de t (t-MSE) et I’exon terminal de t (t-exon) et la
fixation de Foxo sur 3 sites potentiels localisés sur une séquence de 1,5kb en amont du site
d’initiation de t a été testée.

IV. Lerole de foxo dans la pigmentation abdominale implique-t-il la voie de
signalisation de l'insuline ?

La voie de signalisation de I'insuline est une voie trés conservée chez les métazoaires. Chez la
drosophile, son role est important dans de nombreux processus (controle de la croissance et
du métabolisme, contréle de la longévité, développement) (Nassel et al., 2015). Il a méme
déja été décrit un role de cette voie dans la régulation de la pigmentation de la cuticule chez
la drosophile (Shakhmantsir et al., 2014). Cette voie impliqgue une cascade de signalisation

faisant intervenir différents acteurs qui sont soit activateurs soit inhibiteurs. Un effecteur
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majeur de cette voie est le facteur de transcription Foxo, dont l'activité est réprimée par
I'activation de la voie (pour revue, Puig and Mattila, 2011). De maniére tres schématique, la
voie est activée par la fixation des peptides Dilp (Drosophila Insuline-Like Peptide) sur le
récepteur (InR). Ceci a pour conséquence |'activation par phosphorylation de la kinase PDK1
qui va a son tour phosphoryler et activer la kinase Akt. Akt va alors inhiber Foxo en le
phosphorylant au niveau de 3 sites de phosphorylation. Ces modifications post-
traductionnelles induisent la séquestration de Foxo dans le cytoplasme. Foxo ne peut donc
pas étre importé dans le noyau et réguler ses genes cibles (Figure 65). Foxo étant impliqué
dans la voie de signalisation de l'insuline et dans la pigmentation abdominale, il nous a
semblé intéressant d’étudier l'interaction entre foxo et différents composants de cette voie
pour le phénotype de pigmentation, afin de compléter I'étude déja publiée (Shakhmantsir et

al., 2014).

Glucose, Acides gras

Dilp
" InR
OO e I K I T I K, R N R
N T N NI I I

cytoplasme

Régulation des génes cibles

Figure 65 — Représentation simplifiée de la voie de signalisation de I'insuline. La voie est activée par
la fixation des peptides Dilp sur leur récepteur (InR). Cette fixation conduit a I'activation d’une
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cascade de signalisation qui aboutit a la séquestration du facteur de transcription Foxo par la kinase
Akt qui le phosphoryle. En restant dans le cytoplasme, Foxo est incapable de réguler I'expression de
ses génes cibles (d’aprés Shim et al., 2013).

1. Effet de l'inactivation de certains composants de la voie insuline sur la
pigmentation abdominale

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a trois acteurs activateurs de la voie
insuline. Il s’agit du récepteur a l'insuline (InR) et des deux kinases activatrices PDK1 et Akt
(Figure 65). L'inactivation par RNA/ de ces trois acteurs a I'aide du pilote yGal4 provoque une
baisse de la pigmentation abdominale dans le segment postérieur A6 (Figure 66A-C). Ces
résultats montrent que la voie insuline serait active dans ce tissu puisque son inactivation
induit un phénotype. De plus, ce résultat confirme I'observation décrite en 2014 pour
I'inactivation du récepteur a I'insuline a I'aide du pilote pnrGal4 (Shakhmantsir et al., 2014,
Figure 66D).
+/RNAi InR yGal4>RNAi InR W! yGal4 >RNAi Pdk1 +/RNAi Akt yGal4>RNAi Akt
(BL51518)  (BL51518) (BL27725) (BL27725) (BL33615) (BL33615)

pnrGald/+ pnrGal4>RNAi InR

Figure 66 — Phénotype de diminution de la pigmentation abdominale lors de l'inactivation des
génes InR, Pdk1 ou Akt. Cuticules abdominales de femelles yGal4>RNAi InR (A), yGal4>RNAi Pdk1 (B)
et yGal4>RNAi Akt (C) montrant une diminution de pigmentation dans le segment A6 comparé a
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leurs contrdles respectifs. D. Abdomen postérieur de femelle pnrGal4>RNAi InR montrant une
diminution de pigmentation abdominale dans les segments postérieurs A4, A5 et A6 comparé a son
contréle pnrGal4/+ (Shakhmantsir et al., 2014).

Cependant, sachant que la voie de l'insuline réprime I'activité de Foxo lorsque celle-ci est
active et sachant que linactivation de foxo induit également une diminution de
pigmentation abdominale, ce résultat est surprenant. En effet, si on considere que les deux
hypothéses suivantes sont justes, (1) foxo active la synthése des pigments bruns et noirs
uniquement, et ce réle passerait par la voie insuline ; (2) foxo est le seul gene en aval de la
voie insuline a réguler I'établissement de |la pigmentation, on aurait pu s'attendre a observer
une augmentation de la pigmentation abdominale en inactivant ces 3 activateurs de la voie.
Notre observation montre donc que I'une de ces deux hypothéses est fausse.

Par ailleurs, les combinaisons des double RNAi InR/foxo, Pdk1/foxo et Akt/foxo induisent une
diminution de pigmentation abdominale identique a celle induite par les simples RNAi. Ce

résultat ne nous apporte donc pas plus d'information.

2. Effet de la combinaison de la sur-expression de foxo et de I'inactivation de
composants de la voie insuline sur la pigmentation abdominale

Afin de tenter de comprendre l'interaction entre foxo et la voie de signalisation de l'insuline
pour [|'établissement de la pigmentation abdominale, nous avons combiné une sur-
expression de foxo (UAS-foxo 36) avec une inactivation par RNAi d’InR, Pdkl ou Akt en
utilisant le pilote yGal4. Alors que la sur-expression seule de foxo induit une augmentation
de la pigmentation chez les femelles, comme déja décrit dans la figure 59, sa combinaison
avec un de ces RNA/ induit une forte diminution de tous les pigments (bruns et jaunes) dans
tous les segments (antérieurs et postérieurs) (Figure 67A-C). Ce résultat ressemble au

phénotype de dépigmentation précédemment observé, chez les males drosophiles, dans un
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contexte de sur-expression d'une forme mutante de Foxo ne pouvant pas étre inactivée par
la voie insuline (Shakhmantsir et al., 2014, Figure 67D).

Ce résultat démontre donc que foxo et ces trois acteurs de la voie interagissent
génétiquement pour le phénotype de pigmentation abdominale. Il montre également que la
voie insuline jouerait un réle important dans la production de tous les pigments (bruns et
jaunes), et que ce réle passerait au moins en partie par le facteur de transcription Foxo.

yGald,UAS-  yGald, UAS-  yGald, UAS-  yGald, UAS- yGald, UAS- yGald, UAS-

foxo/+ foxo/+ foxo/+ foxo/+ foxo/+ foxo/+
RNAi GFP RNAI InR RNAi GFP RNAi Pdk1 RNAi GFP RNAi Akt
(attP40) (BL51518) (attP2) (BL27725) (attP2) (BL33615)
D

AB

Tub-Gal80ts/+; Tub-Gal480ts/+;
pnrGal4/+ pnrGal4/UAS-
FOXO.Tm

Figure 67 — Phénotype de diminution de la pigmentation abdominale lors de la combinaison de la
surexpression de foxo avec l'inactivation d’InR, Pdk1 ou Akt. Les femelles yGal4, UAS-foxo/+ RNAi
InR (A), yGal4, UAS-foxo/+ RNAi Pdk1 (B) et yGal4, UAS-foxo/+ RNAi Akt (C) dans tous les segments
comparé a leurs contrdles respectifs. D. Abdomen postérieur de male Tub-Gal480ts/+ ; pnrGal4/UAS-
FOXO.Tm et son contrdle respectif. Lorsque Foxo est constitutivement actif (non inactivable par la
voie insuline), une baisse de tous les pigments (noirs, bruns et jaune) est observée (Shakhmantsir et
al., 2014).

3. Synthese des résultats et modele préliminaire
Grace a I'ensemble de nos observations, nous pouvons discuter sur les deux situations que

I’on observe suivant I'état d’activation de la voie insuline.
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Dans un contexte ou la voie insuline est active dans I'abdomen (c’est-a-dire sans RNA/ pour
un composant activateur de la voie), la surexpression de foxo induit une augmentation de la
synthése des pigments bruns et noirs et, a l'inverse, l'inactivation de foxo induit une
diminution de la synthése des pigments bruns et noirs. Ces résultats montrent que Foxo a un
role d’activateur de la synthése des pigments bruns et noirs. De plus, d’aprés nos résultats
antérieurs, cet effet activateur passerait au moins en partie par I’activation de |’expression
de t. En outre, ce role est observé lorsque la voie insuline est active et qu’elle devrait
inactiver Foxo. Ceci suggere donc que pour cette fonction, Foxo serait activé par une voie
non identifiée pour le moment qui contre-balancerait I’effet inhibiteur de la voie insuline sur
Foxo.

Dans un contexte ou la voie insuline est inactive dans I'abdomen (c'est a dire en condition de
RNAI contre InR, Pdkl1 ou Akt), la sur-expression de foxo induit une forte baisse de tous les
pigments dans tout I'abdomen. Dans ce contexte, Foxo, produit en grande quantité grace au
systeme UAS/Gal4, n’est pas inhibé par la voie insuline. Il pourrait donc étre importé dans le
noyau et réprimer (directement ou indirectement) I’expression d’un ou plusieurs génes
impliqués dans la synthése des précurseurs de tous les pigments (par exemple les génes pale
ou Ddc).

Nos résultats nous permettent donc de proposer un modele préliminaire concernant le réle
de Foxo dans I'établissement de la pigmentation abdominale (Figure 68): (1) Foxo
réprimerait (directement ou indirectement) I’expression d’un ou plusieurs genes impliqués
dans la synthese des précurseurs de tous les pigments (pale ou Ddc ?). Pour ce role Foxo
agirait en aval de la voie insuline car on le met en évidence lorsqu'on bloque celle-ci; (2)

Foxo activerait la synthese des pigments bruns et noirs via une voie inconnue (voie X) et
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indépendamment de la voie insuline. Pour cette fonction, une des cibles de Foxo serait le

génet.

Equilibre modulable

Voie Insuline « » VoieX
Foxo Foxo
cytoplasmique cytoplasmique

Cytoplasme

N\

Synthése de tous les
pigments

Synthése des
pigments bruns et
noirs

Figure 68 — Modéle d’étude représentant les deux rdles de Foxo dans I'établissement de la
pigmentation abdominale. Foxo aurait deux rbles dans [|'établissement de la pigmentation
abdominale chez les femelles Drosophila melanogaster. Ceux-ci seraient régulés par des voies
différentes. (1) Foxo réprimerait la synthése de tous les pigments en réprimant (directement ou
indirectement) I'expression d'un ou plusieurs génes impliqués dans la synthése de précurseurs de
tous les pigments. Pour ce rdle, Foxo serait modulé par la voie insuline. (2) Foxo activerait la synthése
des pigments bruns et noirs en activant I'expression de génes cibles tels que le géne t. Ce rdle serait
indépendant de la voie insuline mais dépendant d’une voie X non identifiée.
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V. Etude de I'implication de foxo et lid dans le controle de la plasticité

thermique de la pigmentation abdominale

Le crible génétique réalisé au cours de ma théese avait pour premier objectif d'identifier les
genes impliqués dans la régulation de I'expression de t. Parmi ces genes, nous souhaitons,
pour poursuivre ce travail, identifier ceux qui participent a la modulation de I'expression de t
par la température, et donc a la plasticité thermique de la pigmentation. foxo et lid étant
trées probablement des régulateurs de t, nous avons donc réalisé des expériences
préliminaires afin de savoir s'ils interviennent également dans la plasticité thermique de la

pigmentation.

1. Analyse de I'effet de la température sur I’expression de foxo et lid
Comme c'est le cas pour t, des genes impligués dans la plasticité thermique de la
pigmentation peuvent avoir leur expression modulée par la température. D'aprés les
données de RNAseq dont nous disposons au laboratoire sur des épidermes abdominaux

1118 -y . o N o
élevées a 18°C et a 29°C, cela ne semble pas

postérieurs de pupes et jeunes femelles w
étre le cas pour foxo et lid (Figure 69A). Afin de confirmer ces résultats, nous avons quantifié
par RT-qPCR I'expression de foxo et lid dans les épidermes abdominaux de pupes agées et de
jeunes femelles w8 élevées a 18°C ou a 29°C (Figure 69B et 69C). Pour les deux stades
étudiés, foxo et lid sont exprimés au méme niveau a 18°C et 29°C. Ces résultats, qui

confirment les données de RNAseq, montrent donc que I'expression de foxo et lid n’est pas

sensible a la température.
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Expression | Expression Expression | Expression
chez les chez les Rapport chez les chez les Rapport
Génes pupes a pupes a 29/18 et adultes a adultes a 29/18 et
18°C 29°C significativité 18°C 29°C significativité
(nombre (nombre (p-value) (nombre (nombre (p-value)
de reads) | dereads) de reads) de reads)
foxo 3029 2877 0,95 (NS) 3632 2990 0,82 (NS)
lid 1592 1608 1,01 (NS) 1594 1511 0,95 (NS)
B 1sc
B 20°c
B C

Expression relative de foxo dans les
segments postérieurs A5, A6 et A7

Expression relative de lid dans les
segments postérieurs A5, A6 et A7

5 1 NS
[ ]

4 0,8 T

3 - NS 0,6

2 - 0,4 -

1 - 0,2 -
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Pupes Adultes Pupes Adultes

Figure 69 — L’expression de foxo et lid n’est pas modulée par la température. A. Tableau regroupant
les données des expériences de RNAseq (A) ou de RT-gPCR (B, C) sur épidermes abdominaux de
pupes et adultes femelles w''*® élevées 3 18°C et 29°C. En B et C, |'expression de foxo et lid a été

normalisée par rapport a la moyenne géométrique de eiF2 et Spt6. Pour chaque température et
chaque stade, 3 réplicats de 50 abdomens ont été analysés. NS : non significatif.

2. Etude des normes de réactions de mutants foxo et lid pour la pigmentation

abdominale
Pour tester l'effet de foxo et lid dans la plasticité phénotypique de la pigmentation
abdominale, nous avons établi les normes de réaction de deux mutants pour foxo (foxo®* et

foxo®°1%%8) et d'un mutant pour lid (lid“®*®?). Pour ces mutants, les drosophiles ont été
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élevées a 18°C, 25°C ou 29°C. La pigmentation des segments A5, A6 et A7 a ensuite été
quantifiée en utilisant la moyenne des valeurs de pigmentation de 30 individus par génotype
et température.

a. Normes de réaction des mutants foxo

L'alléle foxo®® est un alléle amorphe puisqu'il s'agit d'une délétion de 20kb au niveau du
locus foxo, qui supprime le site d'initiation de la transcription ainsi que plusieurs exons
codants (Slack et al., 2011). Comme cet alléle ne peut pas étre suivi phénotypiquement, nous
ne I'avons pas introgressé dans notre fond de référence w'%. Les résultats des normes de
réactions obtenues avec cet alléle sont donc a interpréter avec prudence, puisque les
individus comparés ne sont pas dans le méme fond génétique. La lignée dont nous disposons

94

pour l'alléle foxo®® est homozygote létal, et donc la norme de réaction a été établie

uniquement avec des hétérozygotes (Figure 70).
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Figure 70 — Normes de réaction d’'un mutant hétérozygote pour lallele foxo**. A. Photos des
cuticules de femelles contréles +/+ et mutantes foxo"®/+ élevées a 18°C, 25°C et 29°C. B. Normes de
réaction (bleu: individus contréles; orange: individus foxo®*/+). Tests statistiques utilisés : A5, A6,
A7 : SRH, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; NS: non significatif.

L'alléle foxoBe01018

est un allele hypomorphe résultant de l'insertion d'un élément P d’environ
130 nucléotides en amont du site d'initiation de la transcription de foxo. Cet alléle étant
marqué par le géne w’, nous avons pu l'introgresser dans notre fond de référence w2, Les
individus comparés pour établir les normes de réaction sont donc dans le méme fond

BG01018

génétique. L'alléle foxo est homozygote viable, et le niveau d'expression de foxo est

diminué de moitié chez les individus homozygotes (Dionne et al., 2006; Gruntenko et al.,
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2016). Nous avons donc pu réaliser les normes de réaction pour des individus hétérozygotes

(Figure 71) et homozygotes (Figure 72) pour cet alléle.
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Figure 71 — Normes de réaction d’un mutant hétérozygote pour lalléle foxo®¢°°%, A Photos des
cuticules de femelles contrdles +/+ et mutantes foxo®*#+ élevées 3 18°C, 25°C et 29°C. B. Normes
de réaction (bleu: individus contrdles; rouge: individus foxo 26**°*3/+). Tests statistiques utilisés : AS et
A7 :SRH ; A6 : ANOVA. * p<0,05; *** p<0,001; NS: non significatif.
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Figure 72 — Normes de réaction d’'un mutant homozygote pour l'allele foxo®®°***%, A. Photos des
cuticules de femelles contréles +/+ et mutantes foxoBGm”/foxoBGmm élevées a 18°C, 25°C et 29°C. B.
Normes de réaction (bleu: individus contréles; vert: individus foxo®®°%/ foxo®®®°*%). Tests
statistiques utilisés : A5, A6, A7 : SRH. ** p<0,01; *** p<0,001; NS: non significatif.

Les normes de réaction obtenues avec les trois génotypes révelent un effet tres fort de la
température pour les 3 segments (Effet T, p<0,001). Ces mutations de foxo n'abolissent donc
pas la plasticité thermique de la pigmentation.

Pour les mutants hétérozygotes, concernant I'effet du génotype seul (Effet G), les individus
foxo""'g"/+ et foxoBG°1°18/+ semblent moins pigmentés que leurs contrdles respectifs (Figure
70 et 71), mais cet effet n'est pas trés fort et varie en fonction des segments et des

températures. Cet effet est cependant significatif pour la pigmentation du segment A5 chez
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les hétérozygotes foxo®™

(0,001<p<0,01) et celle du segment A6 chez les hétérozygotes
foxo0®%%1918 (r<0,001). Concernant I'effet de I'interaction entre la température et le génotype,
il est significatif uniquement dans le segment A6 pour les hétérozygotes foxo®°?1%8 (Effet
TxG, 0,01<p<0,05).

BGO10I8 5 18°C, la pigmentation des 3 segments est

Pour les mutants homozygotes foxo
également plus faible que celle du contréle. Mais de fagon surprenante, a 29°C, les 3
segments deviennent plus foncés que ceux du contréle. Ce résultat montre donc que ce
génotype a un effet sur la pigmentation, mais qui dépend de la température. En effet, |'effet
du génotype seul n'est pas significatif, contrairement a l'effet de l'interaction entre la
température et le génotype qui est significatif pour les 3 segments (Effet TxG, p<0,001 pour
A5; 0,001<p<0,01 pour A6 et A7).

En conclusion, I'étude de ces mutants confirme que foxo joue un réle dans I'établissement

BG01018
montre

de la pigmentation abdominale. Par ailleurs, I'analyse des homozygotes foxo
que cet effet dépend de la température. Ce résultat suggeére que foxo pourrait changer de
fonction sur la pigmentation abdominale suivant la température, et qu'il serait donc
impliqué dans la plasticité thermique de la pigmentation. Il faudra cependant confirmer ces

résultats en utilisant d'autres alléles mutants de foxo.

b. Normes de réaction du mutant J/id

L'alléle /id*%®®! est un alléle perte de fonction résultant de I'insertion d'un élément P dans le
premier intron de /id (Gildea et al., 2000). Cet alléle étant marqué par le géne w’, nous avons
pu l'introgresser dans notre fond de référence w''*%. Les individus comparés pour établir les
normes de réaction sont donc dans le méme fond génétique. L'alléle i3 est homozygote
létal, et donc la norme de réaction a été établie uniquement avec des hétérozygotes (Figure

73).
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La norme de réaction obtenue avec ce mutant révele un effet trés fort de la température
pour les 3 segments (Effet T, p<0,001). Cette mutation de /id n'abolit donc pas la plasticité
thermique de la pigmentation.

Concernant |'effet du génotype seul (Effet G), les individus 1id*%%8% /1 sont moins pigmentés
que leur contréle pour les 3 segments et les 3 températures, et cet effet est significatif
(p<0,001). Par contre, une faible interaction entre la température et le génotype est
détectée uniquement pour le segment A5 (Effet TxG, p<0,05).

En conclusion, I'étude de ce mutant confirme que /id joue un réle dans I'établissement de la
pigmentation abdominale. En revanche, I'utilisation d'autres alléles mutants sera nécessaire
pour déterminer s'il est également impliqué dans la plasticité thermique de la pigmentation

abdominale.
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Figure 73 — Normes de réaction d'un mutant hétérozygote pour l'alléle lid“®*®!, A. Photos des
cuticules de femelles contréles +/+ et mutantes lid“***°* /+ élevées a 18°C, 25°C et 29°C. B. Normes de
réaction (bleu: individus contréles; cyan: individus /id*®®%/+). Tests statistiques utilisés : A5 et A7 :

SRH ; A6 : ANOVA. * p<0,05; *** p<0,001; NS: non significatif.
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

Au cours de mon travail de these, j’ai étudié le réseau de génes impliqué dans la régulation
de I’expression de t et sa plasticité thermique via deux approches différentes : une approche
géne candidat et une approche sans a priori basée sur un crible génétique. L'analyse
génétique de la différence de pigmentation abdominale entre les lignées Pale et Dark nous a
conduits a approfondir I'étude du géne bab dont le role dans la pigmentation abdominale
était déja connu. Les résultats obtenus au cours de cette étude ont permis d’identifier un
petit réseau composé d’Abd-B, Bab et t. Quant a I'approche sans a priori, elle nous a permis
d’identifier de nouveaux régulateurs de t dont le réle dans la pigmentation n’avait pas
encore été mis évidence. Les deux approches ont donc été complémentaires. Pour
poursuivre ces travaux, il faudra chercher a connecter ces nouveaux régulateurs au réseau

identifié.

I. Lecrible génétique : bilan et perspectives

1. La démarche expérimentale du crible génétique
Le crible génétique ciblant des facteurs de transcription et des régulateurs de la chromatine
s’est décomposé en deux grandes étapes : un crible primaire basé sur I'observation de la
pigmentation abdominale et un crible secondaire basé sur I'expression d’un transgéne
rapporteur de I'expression de t. En ce qui concerne le crible primaire, celui-ci s’est déroulé
en trois temps : (1) la réalisation du crible primaire a I'aide des pilotes pnrGal4 et yGal4 avec
le contréle RNAi GFP (attP2 ou attP40) ; (2) la confirmation du crible primaire en utilisant le
pilote yGal4 uniguement avec l'introduction d’un second contréle spécifique a chaque lignée

; (3) la vérification du phénotype de pigmentation en testant une seconde lignée.
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Lors de la premiére phase du crible primaire, nous avons utilisé deux pilotes pnrGal4 et
yGal4 exprimés dans I'épiderme abdominal mais a différents stades du développement. En
effet, pnr est exprimé dés 'embryogéneése tandis que y est exprimé deés la deuxieme moitié
du développement pupal. L'utilisation de ces deux pilotes nous a permis d’avoir une idée de
la période du développement durant laquelle le gene testé est impliqué dans I'établissement
de la pigmentation abdominale. Ainsi, lorsqu’un effet est observé seulement avec pnrGal4,
le géne d’intérét est susceptible d’agir trés en amont dans le réseau. A l'inverse, un effet
avec le pilote yGal4 uniguement suggere que le gene agirait plutot en aval. Pour raffiner ces
résultats, il sera intéressant de retester les génes identifiés avec un pilote pnrGal4 couplé
avec lalléle Gal80®, en induisant I'inactivation du répresseur Gal80 par un choc thermique 3
différents stades.

Lors de la deuxieme phase du crible primaire, les 82 génes candidats identifiés en utilisant le
controle RNAi GFP ont été retestés en utilisant un controle propre a chaque lignée. Grace a
celui-ci, nous avons pu nous affranchir des effets liés au fond génétique et observer
uniquement les effets liés au RNAI. En faisant ce choix, nous avons augmenté la stringence
de notre crible, passant ainsi de 82 a 61 génes candidats. L’utilisation de ce second controle
nous a donc permis de visualiser I'effet important du fond génétique pour la pigmentation
abdominale. Il est également possible que, lors de la premiére phase du crible primaire avec
le contréle RNAi GFP, nous ayons éliminé a tort des génes candidats. Cependant, I'avantage
d’avoir utilisé, dans un premier temps, un contréle commun a toutes les lignées testées nous
a permis d’alléger considérablement le travail expérimental.

Lors de la troisieme phase du crible primaire, les génes candidats ont été retestés en
utilisant une seconde lignée RNAi de la collection TRIP quand elle était disponible. Nous

avons utilisé de préférence des lignées RNAi de type valium 10 ou 20 lorsqu’elles existaient,
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car elles fonctionnent dans la lignée somatique. Mais quand ce n’était pas le cas, nous avons
testé des lignées Valium 22. Les lignées Valium 22 sont décrites comme ne fonctionnant que
dans la lignée germinale. Cependant, a notre surprise, plusieurs d’entre elles nous ont
permis de confirmer le phénotype observé avec la premiére lignée. Cette étape nous a donc
permis de valider I'effet de 29 génes (76,3%). Pour les génes pour qui aucune autre lignée
RNAI de la collection TRIP n’existe, il sera envisageable de les retester avec une lignée d’une
autre collection RNAJ (par exemple la collection VDRC) si elle existe.

La comparaison de nos résultats pour le crible pnrGal4 avec les résultats de I’étude de 2014
(Rogers et al., 2014) met en évidence I'importance de I'utilisation de plusieurs lignées
différentes pour le méme gene. En effet, pour certains genes, les résultats des 2 études
menées avec des lignées différentes ne sont pas concordants. Dans ces cas, une troisieme
lignée devra étre testée afin de pouvoir trancher. A l'inverse, les génes conférant le méme
phénotype avec deux lignées différentes sont des candidats prometteurs pour la suite de

I'étude.

En ce qui concerne le crible secondaire, nous avons testé I'effet de I'inactivation des 56
candidats issus du crible primaire sur I'expression d’un transgene rapporteur de I'expression
de t dans I'épiderme abdominal. Parmi ceux pour lesquels aucun effet n’a été observé avec
ce transgéene rapporteur (29 génes, 51,8%), il sera intéressant de tester s’ils régulent
d’autres génes de pigmentation en utilisant d’autres transgénes rapporteurs. Nous
possédons au laboratoire, les lignées rapporteurs e-nEGFP (pour le géne e) et y-wing-body-
element-nEGFP (pour le gene y) et il existe, pour le géne Ddc, une lignée Ddc-nEGFP (Grover
et al., 2018) que nous pourrons nous procurer. En parallele, pour les génes dont

I'inactivation a un effet sur I'expression du transgene rapporteur 5'tanGFP, il n’est pas exclu

DISCUSSION 216



qu’ils régulent également d’autres genes de pigmentation. Nous pourrons donc également

les étudier avec les autres transgenes rapporteurs.

2. D’autres candidats prometteurs en plus de foxo et lid pour réguler
I’expression de t

Parmi les génes identifiés a I'issue du crible secondaire comme impliqués dans la régulation
de I'expression de t, nous avons décidé pour la fin de ma thése de commencer I'étude
approfondie de foxo et lid. |l sera, cependant, intéressant a terme de s’intéresser a d’autres
membres de cette liste. J’ai déja initié ce travail pour deux candidats, caudal (cad) et ventral
veins less (wl). cad code un facteur de transcription a homéodomaine et vv/ un facteur de
transcription a domaine POU. Ces deux genes sont intéressants pour les raisons suivantes:
(1) leur inactivation sur la pigmentation abdominale a été testée avec deux lignées et le
méme phénotype de dépigmentation a été observé, (2) vv/ fait partie des genes positifs
identifiés lors du crible simple hybride. Il fixerait la séquence en 5 de t, (3) Dans les
neurones, Vvl se fixe aux séquences régulatrices qui controlent I'expression du gene Ddc
(Johnson et al., 1989). Sachant que I'inactivation de vv/ dans I’épiderme abdominal conduit a
une baisse de tous les pigments, Vvl pourrait donc contréler dans I’épiderme abdominale, en
plus de I'expression de t, I'expression de Ddc, nécessaire a la synthése des précurseurs de
tous les pigments, (4) Vvl et Caudal régulent ensemble I'expression du gene CecAl dans le
conduit éjaculatoire des males drosophiles en se fixant sur I’'enhancer de Cec41 (Junell et al.,
2010). Il sera donc intéressant de tester si Cad et Vvl agissent également ensemble pour la
régulation de t dans I'épiderme abdominal.
Pour ces deux genes, j'ai déja confirmé leur effet sur I’expression du transgéne 5’tanGFP en

le quantifiant. J'ai, de plus, testé le transgene t-MSE_GFP, ce qui a montré que Cad et Vvl
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activeraient I'expression de t en agissant via des séquences en amont du site d’initiation de t
mais pas via I'enhancer t-MSE. Enfin, I’analyse de leur expression par RT-gPCR a montré que

celle-ci ne variait pas entre 18°C et 29°C.

Il. Régulation de la pigmentation abdominale par Foxo et Lid

A la suite du crible génétique, et dans le but de commencer a construire le réseau, je me suis
focalisée sur deux genes, le géne foxo qui code un facteur de transcription, et le gene lid qui
code un régulateur de la chromatine. Les premiers résultats que j’ai obtenus ont permis de
commencer a comprendre le role de ces facteurs. Néanmoins, de nombreuses pistes restent

a explorer.

1. Foxo et Lid régulent-ils d’autres cibles que t ?

Nous avons montré que Foxo et Lid interviennent dans la synthése des pigments bruns et
noirs, notamment en activant I’expression de t. Le phénotype induit par une sur-expression
de foxo a permis de confirmer le role de ce gene dans la synthése des pigments bruns et
noirs. Mais |'effet de la sur-expression de lid suggere que celui-ci pourrait réguler d’autres
cibles que t.

De plus, I'expression de t en condition d’inactivation de foxo quantifiée par RT-qPCR a partir
d’épidermes abdominaux postérieurs de femelles élevées a 18°C semble diminuée sans que
cette diminution soit significative.

Afin de confirmer que Foxo et Lid régulent t et de savoir s’ils régulent d’autres genes de
pigmentation, il faudra faire des analyses d’expression des génes de pigmentation par RT-
gPCR en conditions d’inactivation ou de sur-expression de foxo et lid, a 25°C pour se placer

dans les conditions ou le systeme UAS/Gal4 est le plus performant. L’utilisation de
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transgénes rapporteurs de I'expression d’autres genes de pigmentation pourra compléter

cette analyse.

2. Foxo et Lid régulent-ils directement ou indirectement t ?

Foxo est un facteur de transcription dont la séquence consensus permettant sa fixation a
I’ADN est connue (A/C)AA(C/T)A (Obsil and Obsilova, 2011), et une analyse bio-informatique
réalisée sur les séquences en amont du TSS de t a mis en évidence la présence de tels sites.
J'ai réalisé une expérience d'immunoprécipitation de chromatine avec un anticorps
commercial dirigé contre Foxo pour tester sa présence au niveau de ces séquences, mais
celle-ci n'a pas donné de résultat concluant. Il faudra refaire cette expérience en optimisant
les conditions. Une alternative, si I'anticorps anti-Foxo ne s'avere pas immunoprécipitant,
sera d'utiliser la lignée transgénique UAS-foxo-HA dont nous disposons au laboratoire avec
un anticorps anti-HA. La méme expérience sera réalisée pour étudier la fixation de Lid avec
une lignée UAS-lid-HA. En cas de difficulté a mettre en évidence in vivo la fixation de Foxo et
Lid sur les séquences régulatrices de t, il sera possible de tester si cette fixation peut avoir
lieu in vitro en réalisant des expériences de retard sur gel a I'aide de protéines produites en
bactéries ou d'extraits de cellules S2 exprimant des formes étiquetées de Foxo ou Lid. Enfin,
si nous montrons que Foxo et/ou Lid se fixe(nt) sur les séquences régulatrices de t, des tests
d'activité luciférase en cellules S2 permettront d'étudier I'effet de cette fixation sur la
régulation de la transcription. Pour Foxo, ce type d'expérience a déja été réalisé dans une

étude précédente (Puig et al., 2003).

3. Foxo et Lid coopérent-ils pour réguler t ?

L'étude du réle de Foxo et Lid dans le contréle du stress oxydatif a montré que ces deux

protéines interagissaient pour réguler I'expression de certains de leurs génes cibles (Liu et
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al., 2014). Il est donc tentant de se demander s'il en est de méme pour réguler I'expression
de t. Afin de répondre a cette question, des analyses d’interactions génétiques en utilisant
des lignées d’inactivation ou de sur-expression de foxo et lid ou différents mutants seront
réalisées. Pour les descendants issus de ces croisements, une quantification précise de la
pigmentation abdominale sera réalisée. L'expression de t pourra également étre analysée
par RT-gPCR dans ces contextes génétiques. Le méme genre d'approche pourra permettre
d’identifier les liens entre Foxo, Lid, et Bab dans la régulation de t. Enfin, si t est une cible
directe de Foxo et Lid, des expériences d'immunoprécipitation de chromatine d'un de ces
deux facteurs en condition mutante pour l'autre pourront permettre de savoir si leur

recrutement sur la chromatine est inter-dépendant.

Ill. Régulation de la plasticité thermique de la pigmentation abdominale

par Foxo et Lid

Le but ultime du projet que j'ai initié pendant ma theése vise a identifier la fagon dont le
réseau de genes régulant la mise en place de la pigmentation abdominale est modulé par la
température. Dans un premier temps, dans la poursuite de mes travaux, il faudra étudier si

Foxo et Lid sont impliqués dans cette modulation.

1. Foxo, la température et la voie insuline
Pour étudier le réle de foxo dans la plasticité thermique de la pigmentation abdominale, j’ai
analysé les normes de réaction de 3 génotypes mutants différents. Les résultats obtenus
permettent de confirmer que foxo est impliqué dans |'établissement de la pigmentation

BG01018

abdominale. De plus, I'analyse des mutants homozygotes pour I'alléle foxo révele une

interaction entre le génotype et I’environnement ce qui suggere que foxo jouerait un réle
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dans la plasticité thermique de la pigmentation. Ce résultat devra étre confirmé en utilisant
d'autres génotypes mutants pour foxo. Si ce role est confirmé, il faudra identifier les
mécanismes moléculaires impliqués dans cette réponse a la température. Nos résultats
indiquent que, dans I'épiderme abdominal, I'expression de foxo n'est pas modulée par la
température. La température pourrait donc moduler I'activité ou la localisation sub-cellulaire
de Foxo. Sachant que l'activité de Foxo est modulée par différentes modifications post-
traductionnelles (Puig and Mattila, 2011), une analyse par protéomique de Foxo dans des
épidermes abdominaux d'individus élevés a différentes températures pourrait permettre
d'apporter des éléments de réponse a cette question.

BG01018
montre

L'analyse de la norme de réaction des mutants homozygotes pour I'alléle foxo
également que ces mutants sont moins pigmentés que les individus contrdles a 18°C, mais
plus pigmentés que les individus controles a 29°C. Ce résultat suggére que foxo aurait des
fonctions opposées sur la production de mélanine en fonction de la température. Il
I'activerait a basse température et la réprimerait a haute température.

De facon intéressante, I'analyse des interactions génétiques entre foxo et des génes codant
des acteurs de la voie insuline nous a conduits a proposer que Foxo agirait également de
deux facons différentes sur la pigmentation abdominale, en fonction de I'état d’activation de
la voie insuline. Foxo réprimerait I’'expression d’un ou plusieurs genes impliqués dans la
synthése des précurseurs de tous les pigments. Pour ce réle, Foxo agirait en aval de la voie
insuline. En paralléle, Foxo activerait la synthése des pigments bruns et noirs via une voie
inconnue (voie X) et indépendamment de la voie insuline. Pour cette fonction, une des cibles

de Foxo serait le gene t. Ces observations suggérent donc que le role de foxo dans la

plasticité thermique de la pigmentation pourrait faire intervenir une modulation de I'activité
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de la voie insuline par la température. Une étude a montré que I’expression des peptides
« insulin-like » 2, 3 et 5 dans le cerveau des larves était augmentée en réponse a une
diminution de température, permettant aux larves et aux adultes d’acquérir une taille plus
grande (Li and Gong, 2015). Une possibilité serait que la température module I'activité de la
voie insuline dans I'épiderme abdominal en modulant au niveau systémique la production
des peptides « insulin-like ». Localement, I'expression ou l'activité d'acteurs de la voie en
aval du récepteur a l'insuline pourrait également étre modulée par la température dans
I'épiderme abdominal.

Ces deux roles opposés de Foxo rappellent fortement les réles opposés d'Abd-B sur la
pigmentation en fonction de la température: en effet, une expression ectopique d'Abd-B
dans le thorax a permis de montrer qu'Abd-B activait la production de mélanine a basse
température et réprimait celle-ci a haute température (Figure 74) (Gibert et al., 2007). Ceci
suggere que foxo et Abd-B pourraient étre connectés dans le réseau régulant la
pigmentation abdominale. Des expériences de co-immunoprécipitation de protéines ou de
GST-pull down pourront permettre de déterminer si Abd-B et Foxo interagissent
physiquement. /n vivo, il faudra réaliser des expériences d'interactions génétiques en
combinant des alléles mutés de ces genes, et quantifier la pigmentation des descendants
obtenus, a différentes températures. Enfin, I'identification de toutes les cibles communes a
Foxo et Abd-B, directes ou indirectes, pourra étre réalisée en couplant des analyses de
transcriptomes en contexte sauvage et mutant pour ces deux régulateurs a des analyses de

ChiIP-seq.
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Tab/+ A -

Figure 74 — Roles d’Abd-B dans la pigmentation en fonction de la température. A.B.C. Thorax de
femelles sauvage (wt) élevées a 20°C, 25°C et 29°C. G. H. |. Observation de la pigmentation
thoracique chez des femelles transabdominal/+ (Tab/+) exprimant Abd-B de facon ectopique élevées
a 20°C, 25°C et 29°C. La pigmentation thoracique est plus forte a 20°C, qu’25°C et 29°C. Abd-B semble
donc avoir deux roles opposés dans la pigmentation. Il active la production de mélanine a basse
température et réprime celle-ci a haute température (Gibert et al., 2007).

Par ailleurs, il faudra identifier la voie X permettant a Foxo d'activer la production de
mélanine indépendamment de la voie insuline. De nombreuses kinases et phosphatases
permettant de réguler |'activité ou la localisation sub-cellulaire de Foxo ont été identifiées
lors d'un crible en cellules S2 (Mattila et al., 2008). L'effet de la voie TOR (Target of
Rapamycine) pourra également étre étudié. Cette voie, dont les principaux composants sont
les complexes TORC1 et TORC2 et les complexes TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis complex 1 et
2), est interconnectée avec la voie de I'insuline mais pourrait éventuellement participer a la
double fonction de Foxo (Figure 75). C'est une voie trés conservée et impliquée dans
différents mécanismes telles que la croissance cellulaire, la prolifération cellulaire, le cycle

cellulaire ou encore la pigmentation (Hietakangas and Cohen, 2009; Shakhmantsir et al.,
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2014; Zitserman et al., 2012). Pour la pigmentation, il a été montré qu’une activité
constitutive du complexe TORC1 par Rheb pendant le stade pupal induit une augmentation
de la pigmentation des soies et de la cuticule en augmentant le niveau de I'enzyme TH
intervenant dans la voie de biosynthése des pigments (Figure 12) (Zitserman et al., 2012).

Il faudra dans un premier temps tester, a I'aide de lignées RNAI, si certains geénes codants
des kinases, des phosphatases, ou des composants de la voie TOR participent a
I'établissement de la pigmentation. L'effet de ces lignées RNA/ sera testé soit dans des
individus sauvages, soit dans des individus contenant un transgene UAS-foxo. D'aprés nos
résultats, ce contexte génétique permet en effet de contre-balancer |'effet inhibiteur de la
voie insuline sur l'activité de Foxo en sur-exprimant Foxo, et donc en augmentant la

production de mélanine.

Activation de la voie insuline via la
fixation de peptides insulin-like (ilP)
InR
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Régulation des génes cibles
(répression ou activation)

Figure 75 — Interconnexion entre la voie de signalisation de 'insuline et la voie TOR. La voie insuline
et la voie TOR sont étroitement liées. En effet, les deux voies régulent la croissance et la prolifération
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cellulaire a la suite de leur activation via la fixation de peptide insulin like. La voie TOR est composée
de deux complexes TORC1 et TORC2 eux-mémes composés de différentes sous-unités, les complexes
TSC1 et TSC2 qui sont inhibés par la kinase Akt. TSC1 et TSC2 ont une activité GTPase et ils
contribuent a inhiber Rheb (d'aprés Puig and Mattila, 2011).
2. Lid et la température

En ce qui concerne le géne lid, je n’ai étudié la norme de réaction que d’un seul mutant
hétérozygote. Les résultats obtenus confirment que /id participerait a la production de
mélanine puisque les 3 segments A5, A6 et A7 sont plus clairs chez les mutants que chez le
controle. En revanche, une interaction entre le génotype et I'environnement n'est observée
que pour le segment A5. L'implication de /id dans la plasticité thermique de la pigmentation
devra donc étre confirmée en utilisant d'autres alléles mutants. Si ce réle existe, il n'implique
pas une modulation de I'expression de /id par la température puisque nos résultats montrent
que lid n'est pas difféeremment exprimé entre 18°C et 29°C. Par contre, la température
pourrait moduler I'efficacité de recrutement de Lid sur la chromatine de ses génes cibles. Si t
s'avere étre une cible directe de Lid, cette hypothése pourra étre testée en réalisant des

expériences d'immunoprécipitation de chromatine sur abdomens postérieurs d'individus

élevés a 18°C ou 29°C.

De plus, une étude précédente du laboratoire a montré que la méthyl-transférase Trx
participe a la régulation de t en régulant le niveau d’H3K4me3, et que cette marque est plus
enrichie sur le promoteur de t a 18°C qu’a 29°C (Gibert et al., 2016). Lid étant une histone
déméthylase spécifique de la marque H3K4me3, il sera intéressant d’analyser le niveau
d’'H3K4me3 sur le promoteur de t en condition d’inactivation de /id afin d’identifier si la

fonction déméthylase de Lid intervient dans la régulation de t.
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