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AVANT-PROPOS 

 L’e p essio àdesàg esà hezàlesàeu a otesàestàu à a is eà o ple eàfaisa tà i te e i à

plusieurs niveaux de régulation chacun agissant sur un type de molécule différent :à l’áDN,à l’áRNà

ou la protéine.àDa sà etteà oie,àlesà ol ulesàd’áRNà essage sà áRN ào upe tàu à leà ajeu à

faisant leà lie à e t eà l’áDNà età laà production de protéines, outils nécessaires pour les grandes 

fonctions biologiques comme le développement, la reproduction ou les réponses aux stress. Tout 

ARNm est issu du mécanisme de transcription orchestré par le complexe ARN polymérase II (ou 

PolàII .àLaà ol uleàd’áRN àestàd’a o d présente dans une forme transitoire, le pré-ARNm, qui va 

subir plusieurs étapes de maturation co-transcriptionnelles et/ou post-transcriptionnelles incluant 

l’ li i atio à desà s ue esà i t o i uesà auà ou sà deà l’ pissageà età l’ajoutà deà odifi atio sà

canoniquesà o eà laà oiffeà e à e t it à ’à età laà ueueà pol á à e à e t it à ’.à U eà foisà esà

étapes achevées, les ARNm matures sont ensuite exportés vers le cytoplasme où ils rentrent en 

équilibre dynamique entre traduction, stockage et dégradation (Figure 1). En effet, les ARNm 

se e tàd’a o dàdeà at i eàpou à laà s th seàdeàp ot i eàau cours des cycles de traduction puis 

so tàfi ale e tàe gag sà e sàlesà oiesàdeàd g adatio à ’- ’àouà ’- ’àaprès un certain temps propre 

à chaque transcrit. Les ARNm peuvent également être stockés dans certains types de corpuscules 

sans membranes (regroupant également des protéines) pour réguler le flux de transcrits 

disponibles pour la traduction et la dégradation. Cet équilibre dynamique entre traduction, 

stockage et dégradation est p i ipale e tà o t l àpa àl’a tio àdeàp ot i esàdeàliaiso à àl’áRNàouà

RBP (RNA-Binding Protein) uià s’asso ie tà a e à lesà áRN à pou à fo e à desà st u tu esà RNPà

(messenger Ribonucleoprotein particle) (Kishore et al., 2010). L’i te a tio  des RBP sur les 

transcrits est permise par la présence de domaines de reconnaissance aux ARN dont les plus 

courants sont de type RRM (RNA Recognition Domain), KH (hnRNP K-Homology) ou à doigts de 

zinc (Cléry and Frédéric, 2012). La fixation des RBP est également influencée par des éléments cis-

régulateurs présents sur les transcrits comme des motifs particuliers, des structures secondaires 

ou des modifications post-transcriptionnelles (Lee and Lykke-Andersen, 2013). Parmi ces 

modifications, une des plus abondantes consiste en l’ajoutàd’u àg oupe e tà th làe àpositio àN6 

d’u e adénosine interne donnant une N6-methyladénosine ou m6A.  

 En situation de stress, l’ uili eà e t e traduction et dégradation peut également être 

modifié faisant intervenir des mécanismes post-transcriptionnels de mise en place des voies de 

réponse spécifiques. La thématique de notre équipe vise à mieux comprendre ces mécanismes 



12 

régulant le devenir des ARNm en situation de stress thermique chez la plante modèle Arabidopsis 

thaliana. Il a ainsi été montré l’i pli atio à duà fa teu à LáRP  dans ce processus, une RBP 

évolutivement conservée agissant dans le contrôle de la traduction et de la stabilité des transcrits. 

Dans les étapes précoces de la réponse au stress thermique, LARP1 interagit spécifiquement avec 

laà a hi e ieà deà d g adatio à ’- ’à pou à di ige à u à a is eà assifà deà d g adatio à

cytoplasmique agissant sur plus de 4 500 transcrits (Merret et al., 2013). Néanmoins, ce processus 

est loi à d’ t eà totale e tà o p isà puis u’il suggère l’e iste eà d’u à o e à deà s le tio à pou à

cibler les transcrits à dégrader. Afin de découvrir de nouveaux acteurs impliqués dans cette voie 

de dégradation déclenchée par le stress, les partenaires protéiques de LARP1 ont été identifiés par 

un système double hybride et ont notamment permis de définir une protéine à domaine 

YTH nommée ECT2 comme partenaire potentiel. Chez les mammifères, les protéines à domaine 

YTH so tà ualifi esà deà le teu sà deà th latio à puis u’ellesà fixent directement avec les résidus 

m6A des transcrits. Une fois recrutées, ces protéines régulent de nombreuses étapes de la vie des 

ARNm méthylés comme l’ pissage,àlaàlo alisatio ,àlaàsta ilit àouàlaàt adu tio àce qui va influencer 

des processus de développement, de différenciation cellulaire ou de réponse au stress (Zhao et al., 

2016). Par ailleurs, il apparaîtà ueàl’i stallatio àdeàlaà th latio àsu àlesàt a s itsàetàlesàfo tio sà

d’auà oi sàu eàprotéine à domaine YTH puissent être régulées en situation de stress (Zhou et al., 

2015; Meyer et al., 2015),àsugg a tà gale e tàl’i po ta eàdeà esàa teu sàda sàlaà iseàe àpla eà

des mécanismes de réponse au stress.   

 Les travaux développés au cours de cette thèse visent à étudier les fonctions de la protéine 

ECT2 en tant que lecteur de méthylation chez la plante modèle Arabidopsis thaliana et 

notamment son rôle dans le contrôle de la traduction et de la stabilité des ARNm méthylés en lien 

avec le facteur LARP1 mais aussi DCP5, une autre protéine importante dans la régulation de la 

traduction. Puisque la méthylation et les lecteurs semblent pouvoir répondre aux stress, 

l’i pli atio àetàlaà gulatio àd’ECT ào tà gale e tà t à tudi esàe àsituatio àdeàst essàthe i ue.à

áuà ou sà deà l’i t odu tio ,à je présenterai dans un premier temps les mécanismes généraux de 

contrôle de la traduction et de la stabilité des transcrits et leur régulation en situation de stress. 

Da sà u à se o dà te ps,à jeà ’atta de aià su à l’a tio à duà fa teu à LáRP à dans ces processus de 

régulation. Finalement, je détaillerai les rôles moléculaires et physiologiques de la modification 

m6A des ARNm tout comme les fonctions des protéines à domaine YTH dans la régulation du 

devenir des ARNm méthylés.  
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INTRODUCTION 

PARTIE I – LES ARN MESSAGERS AU CŒUR D’UN ÉQUILIBRE ENTRE 

TRADUCTION ET DÉGRADATION  

I – LA VOIE D’INITIATION DE LA TRADUCTION DÉPENDANTE DE LA COIFFE 

 Laàfo tio àp e i eàd’u àáRN àestàdeàp odui eàdesàp ot i esàauàt a e sàduàp o essusàdeà

traduction. Ce mécanisme est divisé en trois grandes étapes : l’i itiatio ,à l’ lo gatio à età laà

terminaison. Parmi ces étapes, laàg a deà ajo it àdesà gulatio sàs’op eàauàstadeàdeàl’i itiatio à

permettant un contrôle précoce de la synthèse de protéines.   

 Généralement, la traduction est initiée de façon dépendante de la p se eàd’u eàcoiffe en 

e t it à ’.à Cetteà oiffeà està o pos eà d’u eà structure m7Gppp (N7-méthylguanosine 

triphosphate) qui est connectée pa àu àlie à ’- ’àauàp e ie à u l otideàdeàl’áRN àetàdo tàlesàdeu à

premiers résidus adjacents peuvent également être méthylés sur les riboses. Cette voie d’i itiatio à

dépendante de la coiffe fait intervenir au moins 13 facteurs eIF (eukaryotic Initiation Factors) 

d’i itiatio àdeàt adu tio à(Aitken and Lorsch, 2012; Jackson et al., 2010; Klann and Dever, 2004). La 

coiffe est liée par le facteur eIF4E qui interagit directement avec le résidu m7G et va recruter le 

facteur eIF Gà età l’h li aseà eIF áà pou à fo e à leà o ple eà deà oiffeà eIF F (Figure 2). Dans ce 

o ple e,àeIF Gàse tàp i ipale e tàdeàplatefo eàd’i te a tio àpou à lesàfa teu sàd’i itiatio àet 

va également interagir avec la protéine PABP (Poly(A)-Binding protein) qui recouvre la queue 

pol á àe àe t it à ’àdesàáRN .àL’i te a tio àeIF4G-PABP rapproche alors les deux extrémités 

deàl’áRN à uiàadopteàu eà o fo atio à i ula is eàp opi eà àl’asse lageàduà o plexe de pré-

initiation. Celui- iàestà o pos àduà o ple eàte ai eàd’eIF à (eIF2-GTP-Met-ARNti
Met), de la sous-

u it à “à duà i oso eà ai sià ueà d’aut esà fa teu sà d’i itiatio  dont eIF5, eIF3 et eIF1A. Ce 

complexe de pré-initiation 43S ainsi formé est recruté su àl’áRN àpa àl’i te a tio àe t eàeIF Gàetà

eIF3. Une fois assemblé, le complexe 43S va faire une première lecture deà laà gio à ’-UTR 

(Untranslated Region) da sàleàse sà ’- ’àen ouvrant les zones structuréesàg eà àl’a ti it àh li aseà

d’eIF á et eIF4B. Lorsque le codon initiateur AUG est reconnu par complémentarité avec 

l’áRNti
Met, le complexe 48S est formé où eIF2-GTP est hydrolysée par eIF5 pour stabiliser 

l’i te a tio àdeàl’áRNti
Met sur le codon initiateur. Cette conformation stable stimule ensuite eIF5B 

qui va agir de façon GTP-dépendante pour recruter la sous-unité 60S du ribosome et libérer eIF2-
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GDP et les autres facteurs (eIF1A, eIF3, eIF5, eIF4F) du complexe de pré-initiation. L’i itiatio àdeà

t adu tio àestàai sià fi alis eàpa à l’asse blage des sous-unités du ribosome formant le complexe 

d’i itiatio à “à uià aàpou oi àpou sui eàsaàle tu eàpou àlesà tapesàd’ lo gatio .à 

 Bie à u’il s’agisseà deà laà oieà ajo itai eà d’i itiatio , il existe néanmoins d’aut esà

a is esàd’i itiatio àplusà a esà eà essita tàpasàlaàp se eàd’u eà oiffeàe à ’. Brièvement, 

parmi ceux-ci le plus connu est une voie faisant intervenir des éléments IRES (Internal Ribosome 

Entry Site). LesàIRE“ào tà t àide tifi sà àl’o igi eàda sàles ARN de virus et se présentent comme des 

éléments structurés généralement situés e à ’UTRà apa les de recruter le complexe de pré-

initiation en aval de la coiffe (pour revue Stoneley & Willis, 2004).àCeà a is eàd’i itiatio àestà

ainsi très courant pour les ARN viraux qui peuvent contourner la voie canonique de la traduction 

dépendante de la coiffe. Les éléments IRES des ARNm eucaryotes sont largement moins structurés 

que leurs équivalents viraux mais semblent également impliqués pour la traduction de certains 

facteurs clés en condition de stress (Spriggs et al., 2010).à Cetteà oieà d’i itiatio à est proposée 

comme une voie de secours dans des conditions de stress oùà l’a ti it à duà o ple eà eIF Fà està

compromise.àN a oi s,àlesà a is esàso tàloi àd’ t eàe ti e e tà o p is. Plus récemment, 

la modification N6-méthyladénosine des ARNm est apparue comme un autre moyen de recruter la 

a hi e ieà d’i itiatio à sa sà d pe d eà deà laà p se eà d’u eà oiffe.à Nota e tà e à st essà

the i ue,à ilà aà t à o t à u’u à seulà siduà 6áàe à gio à ’UTRàestà suffisa tàpou à i dui eàu à

mécanisme de traduction coiffe-indépendante pour faciliter la production de facteurs de réponse 

au stress (Zhou et al., 2015; Meyer et al., 2015).  

II – MÉCANISMES GÉNÉRAUX DES VOIES PRINCIPALES DE DÉGRADATION 

CYTOPLASMIQUE  

 Da sà leà toplas e,àe àdeho sàd’ t eàe gag àda sà leàp o essusàdeà t adu tio ,à lesàáRN à

subissent un processus de dégradation qui peut être enclenché par plusieurs mécanismes. La voie 

dîte de « turnover » générale est majoritairement initiée par les mécanismes de déadénylation qui 

o tàd g ad sàl’e t it àpol á àe à ’àdesàt a s its.àUne fois déadénylés, les ARNm peuvent être 

dégradés par deux voies principales : (1 à laà oieà ’- ’àvia leà e ute e tàdeà l’e oso e,àu à la geà

o ple eà o pos à d’u eà dizai eà deà fa teu sà fo a tà u eà st u tu eà e à a eauà età deà

l’e o i o u l aseà ’- ’à Dis  ;à à laà oieà ’- ’à oùà lo s ueà l’e t it à pol á à attei tà u eà tailleà

critique de 10 à 1 à sidus,à l’áRN àpeutà t eà i l àpa à leà o ple eàdeàsupp essio àdeà oiffeàouà

de appi gà afi à d’e le he à u eà d g adatio à pa à u eà e o i o u l aseà ’- ’à Figu eà .à Ces 
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mécanismes de dégradation ont été principalement caractérisés chez la levure ou en cellules 

somatiques de mammifères (Parker, 2012). Dans cette introduction, je me concentrerai 

u i ue e tàsu àlaà oieàdeàd g adatio à ’- ’ài iti eàpa àlaàd ad latio .àCepe da t,à ie à u’ilsà eà

se o tà pasà d taill s,à ilà e isteà d’aut esà l e tsà pou a tà i itie à lesà p o essusà deà d g adatio à

comme par exemple les voies de contrôle qualité de la traduction des ARNm. Ces dernières 

incluent le NMD (Non-sens mediated decay), le NSD (Non-stop mediated decay) et le NGD (Non-go 

mediated decay) qui sont capables de déclencher la dégradation de transcrits aberrants lorsque 

espe ti e e tà u à odo à stopà p atu à estàd te t ,à u à odo à stopà ’està pasàd te t à ouà ueà

l’ lo gatio àdesà i oso esàestà loquée (Shoemaker and Green, 2012). Dans chacun des cas, ces 

voies de contrôle de la traduction permettent de dégrader des transcrits aberrants pour empêcher 

la synthèse de protéines non fonctionnelles.  

II.1 – La demi-vie des ARN messagers 

 Dans la cellule, chaque ARNm possède une demi-vie spécifique allant de quelques minutes 

à plusieurs heures uià d fi ità so à te psà d’a tio .à Les demi-vies apparaissent très distinctes 

suivant les organismes et sont également très hétérogènes pour les transcrits auàsei àd’u à eà

organisme. Par exemple, la demi-vie moyenne estimée des transcrits atteint environ 7 h en 

cellules de mammifères (Sharova et al., 2009), environ 6 h en cellules végétales (Narsai et al., 

2007) et seulement 30 minutes chez la levure (Sharova et al., 2009). Chez la plante, la demi-vie 

estimée peut varier entre 12 min et plus de 24 h suivant le transcrit (Narsai et al., 2007). Ces 

tudesà o tà a oi sà t à faitesà à pa ti à d’u à i hi iteu à hi i ueà deà t a s iptio à uià pou aità

perturber la stabilité des transcrits. Généralement, les transcrits présentant un temps de vie limité 

sont associés à des fonctions régulatrices alors que les plus stables remplissent des fonctions 

constitutives liées au métabolisme ou à la structure cellulaire.  

II.2 – Le mécanisme de déadénylation  

 La déadénylation est l’ tapeà li ita teàda sà la uelleà l’e t it àpol á àestà a ou ieàpar 

des enzymes déadénylases et se déroule en deux phases distinctes impliquant des complexes 

différents (Parker, 2012; Yan, 2014). La première est dite distributive puis u’elle agit de façon 

lente et non sélective et implique l’a tio àduà o ple eàPáN -PAN3. Ce complexe dont PAN2 porte 

l’a ti it à atal ti ueàva être recruté et stimulé par la PáBPàe àliaiso àsu àl’e t it àpol á àpou à

di i ue àlaà ueueàpol á àjus u’ àu eàtailleàmodérée et différente suivant les organismes. Chez la 

levure pa àe e ple,àoùàl’e t it àpol á àdesàáRN àestàe à o e eàdeà à sidus,àleà o ple eà
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PAN2-PAN3 agit jus u’ à réduire la queue poly(A) à une taille de 20 à 25 résidus (Wolf and 

Passmore, 2014). En cellules humaines où les extrémités poly(A) des ARNm atteignent jus u’ à250 

résidus, le complexe PAN2-PáN à duitàl’e trémité poly(A) jus u’ àe i o à à sidusà(Yamashita 

et al., 2005). Chez Arabidopsis thaliana, la majorité des acteurs de la voie de dégradation (détaillés 

ensuite) est conservée hormis PAN2/PAN3 dont lesào thologuesà ’o tàpasà t àide tifi s. La voie de 

déadénylation distributive est donc très peu documentée chez la plante.  

 Au cours de la déadénylation distributive, la réduction deàl’e t it à ’àdi i ueàla quantité 

de protéines PáBPà e à liaiso à a e à l’áRN à eà uià pe età deà sti ule à laà deu i eà phase de 

déadénylation. Cette seconde phase est dite processive et implique le complexe majeur de 

déadénylation Ccr4/Pop2/Not. Ce complexe multimérique est composé d’u eàdizai eàdeàfa teu sà

do tà l’a ti it à déadénylase est assurée par Ccr4 et Pop2 (aussi connu sous le nom de Caf1). 

L’a ti it àdeàC àestài hi eàpa àlaàPáBPà(Tucker et al., 2002) eà uiàsuppo teàl’id eà ueàleà et aità

desà PáBPà su à l’e t it à pol á à està essai eà pou à sti ule à l’a ti it à duà o ple eà

Ccr4/Pop2/Not et dégrader les derniers résidus A. Ce complexe est stabilisé par le facteur Not1 qui 

agità o eà platefo eà d’i te a tio à a e à lesà d ad lasesà età d’aut esà membres du complexe 

incluant des protéines Not et les facteurs Caf40 et Caf130. Contrairement au complexe 

PAN2/PAN3, les sous-unités clés du complexe CCR4/CAF1/NOT sont présentes chez Arabidopsis 

thaliana et agissent dans des fonctions similaires aux orthologues de levure et des mammifères 

(Liang et al., 2009).  

II.2 – L’i hi itio  de t adu tio , le de appi g et la d g adatio  5’-3 

 Laà oieàdeàd g adatio à ’- ’àagissant sur les ARNm déadénylés requiert une étape préalable 

oùàlaà oiffeàdoità t eà li eàpou àpe ett eà àl’e o i o u l aseà ’- ’àXrn1 (XRN4 chez Arabidopsis 

thaliana) d’agi  su àl’e t it à ’-monophosphate. Le processus de decapping peut être divisé en 

trois phases qui sont :à à l’i hi itio à deà t adu tio à pa à desà fa teu sà répresseurs (Pat1, Scd6, 

Dhh1), (2) le recrutement du complexe de decappi gà o pos àdeàl’holoe z eàD p /D p2 et de 

facteurs activateurs (complexe Lsm1-7, Edc3, Edc4/Hedls) sti ula tà l’a ti it àdeà l’holoe z eàet 

(3) le clivage de la coiffe par Dcp2 libérant un résidu m7GDP qui sera ciblé par Xrn1 (Nissan et al., 

2010).  

 Parmi les facteurs du complexe de decapping inhibant la traduction, Scd6 est l’une des 

p ot i esà do tà leà a is eà d’a tio à està leà ieu à do u e t .à Chezà laà le u eà Saccharomyces 

cerevisiae, il a été montré que Scd6p i hi eà laà t adu tio à à l’ tapeà d’i itiatio à e à bloquant 

l’asse lageàduà o ple eàdeàp -initiation. Ce rôle répresseur est dépendant de la présence de 
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Figure 4 : Phénotypes associés à la mutation ou la réduction d’e p essio des acteurs du decapping chez

Arabidopsis thaliana

(A) Comparaison développementale de plantules de 6 jours sauvages (WT : Col0) ou mutée par RNAi pour DCP5

ou DCP2 (panneau supérieur, barre d’ helle 0,5 cm) ou mutée par insertion d’ADN-T dans les gènes de DCP2,

DCP1 ou VCS (panneau inférieur, barre d’ helle 1 mm). Chacune des mutations réprime totalement l’e p essio
des facteurs concernés et provoque un arrêt développemental au stade figuré. Extrait de Xu et al 2006 et Xu &

Chua 2009. (B) Comparaison développementale de plantules de 10 jours sauvages (WT), de la lignée hypomorphe

dcp5-1 et d’u e lignée dcp5-1 complémentée d’u transgène DCP5-FLAG (panneau supérieur, barre d’ helle 1,5

cm). Le panneau inférieur présente une analyse par western blot de la quantité de DCP5 dans chacune des plantes

à l’aide d’u anticorps spécifique dirigé contre DCP5 en comparaison d’u e protéine contrôle (non spécifiée).

Extrait de Xu & Chua 2009. (C) Comparaison développementale à 4 semaines de plantes sauvages (WT) ou

hypomorphe pour DCP5 (dcp5-1) après 4 semaines (image personnelle).
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certains motifs RGG dans sa séquence protéique qui sont des répétitions arginine-glycine-glycine 

(Nissan et al., 2010). Ces motifs permettent à Scd6p d’i te agi àdeà faço àdi e teàa e à leà fa teu à

eIF Gàpou ài hi e àl’ tapeàd’i itiatio àetàfo e àu eàst u tu eà RNPàt adu tio elle e tài a tive 

(Rajyaguru et al., 2012). Pa à ailleu s,à l’a tio à p essi eà deà “ d p peut être influencée par des 

modifications post-traductionnelles. En effet, par ajout de méthylation sur les arginines des motifs 

RGG,àl’affi it àdeà“ d p pour eIF4G est augmentée et renforce son rôle répresseur (Poornima et 

al., 2016). La méthylation des motifs RGG a ainsi été proposée comme moyen de contrôle sur 

l’a tio à deà “ d p. Le facteur Scd6 fait partie de la famille des protéines RAP55 qui agissent de 

façon évolutivement conservée comme répresseur de traduction (Marnef et al., 2009). Il a ainsi 

été démontré que les membres orthologues de RAP55 sont capables de réprimer la traduction 

chez la drosophile (TraI, Wilhelm et al., 2005),à l’ho eà RáP ,àYang et al., 2006) ou encore le 

xénope (xRAP55, Tanaka et al., 2006). Chez Arabidopsis thaliana, l’o thologueàdeà“ d à o uàsousà

le nom de DCP5 (Decapping Protein 5) est un répresseur de traduction qui est requis pour le 

decapping et interagit avec DCP1 au moins dans le développement post-embryonnaire (Xu & 

Chua, 2009, 2012). La délétion de DCP5 par RNAi conduit à un phénotype létal dans un stade post-

embryonnaire (6 jours) oùàlesàpla tesà esse tàdeàseàd eloppe àap sàl’ e ge eàdesà ot l do s 

(Figure 4-A). De même, les mutations des autres acteurs du decapping : DCP1, DCP2 et VCS 

(orthologue chez la pla teà d’EDC4/Hedls), conduisent à un même phénotype létal dès 6 jours, 

supportant le rôle essentiel du decapping dans le développement post-embryonnaire de la plante. 

Pour étudier le rôle de DCP5, une lignée hypomorphe a été construite à pa ti à d’u eà i se tion 

d’áDN-T dans le gène DCP5 réduisant par 5 la quantité de la protéine (Figure 4-B). Ces plantes se 

développent au-delà du développement embryonnaire mais présentent des défauts 

morphologiques et une croissance réduite (Figure 4-B et C). À partir de cette lignée hypomorphe, 

des travaux ont montré que DCP5 inhibe plus particulièrement la traduction de transcrits codant 

des facteurs de stockage des lipides au cours du développement post-embryonnaire (Xu & Chua, 

2009). Bien que DCP5 soit un répresseur de traduction, so à a is eàd’a tio à ’estàpasà o u.à

Cependant, la présence de motifs RGG dans la séquence DCP5 (données non publiées) suggère un 

odeàd’a tio à oluti e e tà o se àsu àleà o plexe de coiffe.  

 La protéine DHH1 est un autre acteur conservé agissant comme répresseur de traduction. 

DHH àestàu eàh li aseàposs da tàdesà otifsàDEáDàluiàpe etta tàdeàlie àetàd’h d ol se àl’áTPàai sià

ueà d’i te agi à a e à lesà áRN à (Presnyak and Coller, 2013). Par des analyses in vitro, il a été 

montré que Dhh1p de levure inhibe la traduction de façon ATP-dépendante en bloquant la 

formation du complexe 48S de pré-initiation (Coller and Parker, 2005). Néanmoins, son rôle 
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apparaît diff e tàdeà“ d àpuis u’elle ’agitàpasàsu àleà o ple eàdeà oiffe.àE àeffet,àDhh1p et son 

orthologue humain (RCK/p54) répriment la traduction d’áRNà i au à o te a tàdesà IRE“,à ’est-à-

di eà eà essita tà pasà leà o ple eà deà oiffeà pou à l’i itiatio à deà t aduction (Coller and Parker, 

2005).àDeà e,àda sàu à o te teàoùàlaàfo tio àd’eIF Eàouàd’eIF àestà o p o ise,àDhh p agit 

toujours comme répresseur de traduction supportant une action dans une étape post-initiation 

(Sweet et al., 2012).àL’ad essageàdeàDhh p sur un ARNm rapporteur provoque une saturation des 

ribosomes sur ce dernier tout en diminuant la quantité de protéine u’ilà produit. Par cette 

observation, Dhh1p a été caractérisée comme un répresseur de traduction induisant un 

ralentissement de laà itesseàd’ lo gatio àdesà i oso es.àBien que son mécanisme inhibiteur ne 

soit pas encore entièrement compris, il a été montré que Dhh1p interagit physiquement avec 

certaines protéines ribosomales supportant une action sur les ribosomes (Radhakrishnan et al., 

2016). Ces derniers travaux ont également démontré que Dhh1p est préférentiellement associée 

aux ARNm contenant des codons non-opti au à oùà laà itesseà d’ lo gation des ribosomes y est 

ralentie. Plusà p is e t,à leà o eptà d’opti alit à desà odo sà està d fi ià selo à l’a o da eà deà

chacun des ARNt correspondant et leur capacité à être utilisé par le ribosome pour la traduction. 

Ainsi, un codon « optimal » possède un ARNt correspondant abondant et sera plus facilement 

t aduità àl’i e seàd’u à odo à« non-optimal » correspondant à un ARNt pauvre. Chez la levure, il a 

t à o t à ueà lesà áRN à lesà plusà sta lesà so tà e i hisà e à odo sà opti au à à l’i e seà des 

transcrits les plus instables qui présentent un enrichissement en codons non-optimaux (Presnyak 

et al., 2015).àE à fo tio àdesà odo s,à laà itesseàd’ lo gatio àdesà i oso esàsu à lesàt a s itsàestà

différente puisque la faible disponibilité de certains ARNt correspondant aux codons non-

optimaux ralentie la lecture des ribosomes. Il a ainsi été démontré que ce ralentissement des 

ribosomes est favorable au recrutement de Dhh1p qui facilite la dégradation de ces transcrits 

(Radhakrishnan et al., 2016). Dhh1p est requise pour la dégradation de ces transcrits en stimulant 

probablement leur decapping puisqu’elleà interagit avec Dcp2 et u’elleàestà essai eà à l’a ti it à

du complexe d’e isio à deà oiffe (Nissan et al., 2010). Chez Arabidopsis thaliana, il existe trois 

homologues de DHH1 : DHH1 (At2g45810), DHH2 (At4g00660) et DHH3 (At3g61240) (nos données 

non publiées) possédant des domaines DEAD mais leurs fonctions restent inconnues.  

 Bien que Scd6p et Dhh1p soient requises pour le decapping, elles ne stimulent pas 

directement l’a ti it à de l’holoe z eà D p /D p à (Nissan et al., 2010). Ainsi,à d’aut esà fa teu sà

remplissent ce rôle comme Pat1, le complexe Lsm1-7, Edc1-3 ou encore Edc4/Hedls qui stimulent 

l’a ti it à deà D p .àAu niveau structurel, chez la levure, la liaison de la protéine Edc3 sur Dcp2 

allonge une structure en hélice de Dcp2 pour former une surface positive plus étendue et favoriser 
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p o a le e tà l’affi it à au à áRN à età do à l’a ti it à de decapping (Charenton et al., 2016). 

Edc4/Hedls qui est spécifique des métazoaires facilite l’i te a tio àe t eàD p àetàD p àen cellules 

humaines, ce uiàestà essai eà àl’a ti it àdeàde appi gà(Fenger-Grøn et al., 2005). Finalement, le 

li ageàdeàlaà oiffeàestà oo do àa e àl’a tio àdeàl’e o i o u l aseàXRN àpuis ueà hezàl’ho eà

et la mouche, XRN1 interagit directement avec DCP1 et également avec EDC4 dans une plus faible 

affinité (Braun et al., 2012). L’i te a tio à XRN -DCP à està d’ailleu sà essai eà à l’a ti it à deà

decapping supportant un lien étroit entre la suppression de la coiffe et les étapes suivantes de 

d g adatio à ’- ’. Curieusement, alors que la mutation de Xrn1p chez la levure ralentit la 

d g adatio àd’u à o eà o s ue tàdeàt a s its,à hezàArabidopsis thaliana la mutation de son 

orthologue fonctionnel XRN4 (Kastenmayer and Green, 2000) ne semble affecter la stabilité que 

d’u à e tai à o eàdeàt a s itsà(Souret et al., 2004). Néanmoins, ces travaux ont étudi àl’i pa tà

d’XRN àsu àl’a u ulatio àdesàáRNàpol ad l sào àda sàleà od leàd’a tio àdeàlaàd g adatio à ’-

’,àlesào thologuesàd’XRN àagisse tà ajo itai e e tàsu àlesàáRNàd ad l sà eà uiài pli ueà ueàlaà

ajo it à desà i lesà ’aà pasà pu être identifiée. En situation de stress il apparaît cependant que 

XRN4 est cette fois requise pour la dégradation cytoplasmique de plus de 4 500 de transcrits 

polyadénylés dans un phénomène nommé « Heat stress mediated decay » (HMSD) (Merret et al., 

2013). 

 Plus généralement, il a longtemps été pensé que le mécanisme de traduction est 

antagoniste à la dégradation et que les ribosomes doivent être dissociés des transcrits pour qu’ilsà

puissent être dégradés. Néanmoins, plus récemment, l’e iste eàd’un mécanisme de dégradation 

co-traductionnelle, s’op a tà su à lesà áRN à e à ou sà d’ lo gatio à da sà lesà pol so es, a été 

démontrée de façon évolutivement conservée chez les levures Saccharomyces cerevisiae (Hu et 

al., 2009) et Schizosaccharomyces pombe (Pelechano et al., 2015), chez la mouche Drosophila 

melanogaster (Tat et al., 2016) ainsi que chez la plante Arabidopsis thaliana (Hou et al., 2016; 

Merret et al., 2015; Yu et al., 2016). Ce mécanisme està t oite e tà li à à l’ lo gatio à desà

ribosomes puisque les transcrits dégradés de façon co-traductionnelle sont majoritairement ceux 

provoquant un ralentissement des ribosomes. Chez la plante par exemple, un stress thermique 

conduit à uneà pauseà desà i oso esà e à ou sà d’ lo gatio à p o o u eàpa à u eà a u ulatio à deà

peptides naissants hydrophobes et mal repliés (Merret et al., 2015).à C’està p is e tà su à esà

t a s itsàe àa tàd’ lo gatio à ueàl’e o i o u l aseàXRN  exerce son rôle de dégradation pour 

potentiellement empêcher une synthèse supplémentaire de protéines aberrantes. Ainsi, ce 

processus est perçu comme une voie pe etta tà d’ li i e à lesà t a s itsà a e à u eà itesseà

d’ lo gatio à o p o iseàetàdo àpou a tàdo e àdesàp ot i esàa e a tes.àDans chacun des cas, 
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laàd g adatio às’op eàda sà laà oieà ’- ’à eà uià implique une étape initiale de suppression de la 

coiffe. Dans ce sens, ce mécanisme permet une dégradation des transcrits sans perturber la 

le tu eàduàde ie à i oso eàe à ou sàd’ lo gatio àpuis ueàlesàdeu àseàfo tàda sàleàse sà ’- ’. 

III – RÉGULATION DE LA TRADUCTION ET DE LA STABILITÉ DES ARN MESSAGERS 

EN SITUATION DE STRESS 

 Les organismes vivants développent de nombreux mécanismes physiologiques et 

moléculaires pou à s’a li ate à au à o ditio sà e i o e e talesà e à o sta teà olutio .à Au 

niveau cellulaire, lesà effetsà ajeu sà d’u à st essà seà a a t ise tà pa à u eà ep og a atio à

cellulaire globale entraînant notamment : l’activation transcriptionnelle des gènes de réponse au 

stress, l’inhibition massive de la traduction et des modifications globales de la stabilité des ARNm. 

ái si,à lo sàdeàl’e positio à àu àst ess,à lesà a is esàdeàt adu tio àetàduà o t leàdeàlaàsta ilit à

des transcrits so tàauà œu àdeà o eusesà gulatio s.à 

III.1 – R gulatio  des fa teu s d’i itiatio  de t adu tio   

Pour faire face à un stress,à laà t adu tio à desà áRN à està toutà d’a o dà ajo itai e e tà

inhibée permettant une régulation immédiate et précise du niveau de protéine produite. En ce 

se s,àl’a ti it àdeà o eu àfa teu sàd’i itiatio àdeàt adu tio àestà e ueà àlaà aisse.àLesàe e plesà

les plus connus concernent notamment eIF2 et le complexe de coiffe eIF4F qui sont régulés de 

façon post-traductionnelle par des évènements de phosphorylation. Le facteur eIF2, qui fait partie 

du complexe de pré-initiation en association avec la sous-unité 40S, est composé de trois sous-

unités (α, β et γ). Ce facteur est phosphorylé chez les animaux par 4 kinases différentes (HRI, PKR, 

PERK et GCN2) agissant chacune dans des conditions de stress spécifiques mais toutes ciblent la 

sérine 251 de la sous-u it à α supportant un mécanisme de régulation unique (Holcik and 

Sonenberg, 2005).à Laà fo eà phospho l eà d’eIF à i hi eà l’a ti it à d’eIF Bà uià està ha g eà deà

recycler les eIF2-GDP en eIF2-GTP, nécessaires à la formation du complexe ternaire eIF2-GTP-Met-

ARNti
Met. En diminuant la quantité de co ple eà te ai eà dispo i le,à laà phospho latio à d’eIF à

participe à la répression globale de la traduction. Chezàlaàpla te,àseulàl’o thologueàdeàGCN àaà t à

epo t à o eà u eà ki aseà d’eIF à qui est active en réponse à de nombreux stress abiotiques 

comme les rayons UV, les carences nutritives, le stress oxydatif ou encore des stress biotiques 

(Lageix et al., 2008). L’a ti it àd’AtGCN2 est notamment nécessaire à la croissance de la plante en 

situation de stress soutenant le rôleàesse tielàdeàlaà gulatio àd’eIF .  
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D’aut eà pa t,à leà o ple eà de coiffe est également régulé par des évènements de 

phospho latio à aisà deà faço à i di e teà pa à l’a tio à desàp ot i esà deà liaiso à à eIF E,à lesà E-BP 

(eIF4E-Binding protein). Au nombre de 3 homologues chez les mammifères, les 4E-BP sont 

majoritairement phosphorylées en condition normale par un complexe kinase majeur nommé 

mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 1) (Batool et al., 2017). Dans leurs versions 

phosphorylées, les 4E-BPàso tà o sid esài a ti esàpuis u’ellesà ’i te agisse tàpasàa e àeIF Eà uià

peutà sti ule à li e e tà l’i itiatio à deà t adu tio à e à fi a tà laà oiffe. Cependant, en réponse à 

certains stress (hypoxie ou carence en glucose par exemple ,à l’a ti it àduà o ple eà TORC àestà

inhibée et les 4E-BP non phosphorylées agissent en compétition avec eIF4G pour lier eIF4E. Une 

fois liées sur eIF4E, les 4E-BP empêchent le recrutement du complexe de pré-initiation et par 

conséquence diminuent la synthèse de protéine. Bien que le complexe TOR soit conservé chez la 

plante Arabidopsis thaliana, on ne connaît pas à ce jour d’o thologueàdeà E-BPàetàl’e iste eàd’u eà

voie de répression agissant directement sur eIF4E reste une question ouverte (Sesma et al., 2017).  

III.2 – Rôles des p-bodies et des granules de stress 

 La répression de traduction en situation de stress provoque en conséquence un 

désengagement massif des ARNm des polysomes. Bien que certains ARNm soient dégradés de 

façon co-traductionnelle en réponse au stress (Merret et al., 2015), de nombreux autres transcrits 

traductionnellement réprimés se retrouvent dans le cytosol. Ces populations ont alors tendance à 

s’ag ge à da sà e tai sà t pesà d’ag gatsà toplas i uesà dépourvues de membranes dont les 

processing bodies (p-bodies) et les granules de stress (Figure 5). Ainsi, le nombre et la taille de ces 

agrégats augmentent en conséquence dans des conditions où l’i itiatio àde traduction est inhibée.  

 Les p-bodies sont des structures regroupant des facteurs généraux du mécanisme de 

suppression de la coiffe, des répresseurs de traduction ainsi que des facteurs de déadénylation et 

de dégradation ’- ’ (Parker and Sheth, 2007). Contrairement aux granules de stress qui 

apparaissent spécifiquement en situation de stress, les p-bodies sont déjà détectables en situation 

normale mais en nombre limité par rapport à une condition de stress (Kedersha et al., 2005). 

Puis u’ilsà eg oupe tà laà a hi e ieà deà d g adatio  et que la perte de fonction des acteurs du 

decapping augmente la taille des p-bodies, certains modèles proposent les p-bodies comme des 

sites actifs de dégradation cytoplasmique (Decker and Parker, 2012). Néanmoins, ce modèle est 

aujou d’huià e o eàdébattu. En effet, compromettre la formation des p- odiesà ’i hi eà pasà lesà

a is esà deà d g adatio à supposa tà d’aut esà sitesà a tifsà (Eulalio et al., 2007). De plus, des 

évidences ont également montré que des ARNm traductionnellement réprimés dans les p-bodies 
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peuvent retourner dans le cytosol pour être réengagés en traduction (Brengues et al., 2005). Avec 

cette observation, les p- odiesà so tà gale e tà p opos sà o eà deà lieu à deà sto kageà d’áRN à

réprimés (Aizer et al., 2014). Récemment, une étude a été menée en cellules humaines sur des p-

bodies isolés en condition normale et plus de 6 000 transcrits ont été identifiés en association avec 

ces agrégats (Hubstenberger et al., 2017). Il a été montré que les protéines produites par ces 

transcrits sont moins abondantes que les transcrits non adressés aux p- odies,àsuppo ta tà l’id eà

que les ARNm sont majoritairement réprimés dans les p-bodies. Néanmoins, aucune évidence sur 

leu àd g adatio à ’- ’àda sàles p- odiesà ’aàpuà t eàfaite ; en effet des intermédiaires tronqués en 

’à ’o tàpasàété détectés suggérant que les transcrits accumulés sont protégés du decapping. De 

même, la dissolution des p-bodies neàse leàpasàaffe te àlaà ua tit à àl’ uili eàdeà esàt a s its,à

suggérant qu’ilsà àso tàsto k sàsa sà t eàd g ad s.àLa majorité des transcrits associés aux p-bodies 

code des fonctions régulatrices et les auteurs proposent alors que les p-bodies constituent un 

réservoir pour en contrôler leur disponibilité. Les résultats de ces travaux sont donc en 

contradiction avec le rôle précédemment publié des p-bodies comme lieux de dégradation des 

ARNm. Néanmoins, pour expliquer les observations précédentes où la taille des p-bodies 

aug e teà e à l’a se eà desà a teu sà duà de appi g,à lesà auteu sà p opose tà u’ilà s’agi aità d’u eà

o s ue eàdeàdeà l’aug e tation des ARNm non dégradés dans le cytoplasme qui viendraient 

alo sà s’a u ule àda sà lesà p-bodies. Cependant, cette étude a été réalisée à partir de p-bodies 

fo sà e à o ditio à o stituti e,à eà uià ’e lutà pasà ueà leur rôle puisse être différent en 

situation de stress puisque leur nombre et leur taille augmentent. On peut également supposer 

que la composition des p-bodies en termes d’a teu sà p ot i uesà età deà t a s itsà puisseà a ie à

entre une condition normale et une situation de stress ou même en fonctio à deà l’i te sit à duà

stress.  

 Lesàg a ulesàdeàst essàso tà ua tà àeu àdesàag gatsàsp ifi uesàd’u eàsituatio àdeàst essàet 

regroupent ajo itai e e tà lesà a teu sà deà l’i itiatio à de traduction comme les facteurs du 

complexe de coiffe, les eIF, les PABP ou encore les composants de la sous-unité 40S du ribosome 

(Anderson and Kedersha, 2008). Au niveau fonctionnel, les granules de stress sont proposés 

comme lieux de stockage des ARNm traductionnellement réprimés dans le but de pouvoir les 

réengager rapidement en traduction lorsque la situation de stress disparaît. Les granules de stress 

eà so tàpasàu ifo esàetà se le tàdisti gue àu eà st u tu eà œu àa ti ul eàautou àd’u eà gio à

périphérique moins dense et dynamique (Protter and Parker, 2016). Récemment, une étude 

protéomique a été menée à partir de granules de stress induits par stress oxydatif en cellules 

humaines pour en identifier les composants protéiques (Jain et al., 2016). Plus de 400 protéines 
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o tà ai sià t à ide tifi esà da sà laà st u tu eà œu à desà g a ulesà deà st ess ; la moitié d’e t eà ellesà

regroupe desàp ot i esàdeàliaiso à àl’áRNàalo sà ueàl’aut eà oiti àestà o pos eàdeàfa teu sàsa sà

p op i t à appa e teà deà liaiso à à l’áRN. Ces derniers possèdent majoritairement des régions de 

fai leà o ple it à ouà i t i s ue e tà d so do esà uià fa ilite tà l’ag gatio à desà áRNà età desà

structures mRNP au sein des granules de stress. Ainsi, de nombreuses interactions protéines-

protéines existe tàe t eàlesà o posa tsàdesàg a ulesàdeàst essàsuppo ta tàu à seauàd’ag gatio à

dense. Certaines protéines sont notamment e uisesàpou à o t le àl’asse lageàdesàg a ulesàdeà

stress comme les facteurs TIA-1 (T-cell Intracellular Antigen 1) et TIAR (TIA-1-related) (Waris et al., 

2014). Ces facteurs ont la propriété de se fixer sur les ARNm et de favoriser leur agrégation via la 

présence de domaine prion-like dans leur séquence. Chez la plante, le facteur UBP1c, orthologue 

desàTIáR,às uest eàdesàáRN àda sàlesàg a ulesàdeàst essàauà ou sàd’u àst ess oxydatif et favorise 

ensuite leur retour en traduction après la dissociation des granules (Sorenson and Bailey-Serres, 

2014).à Puis ueà lesà g a ulesà deà st essà pe ette tà u à sto kageà d’ARNm, il est proposé que les 

transcrits contenus dans ces corpuscules remplissent des fonctions essentielles. De façon 

évolutivement conservée, il apparaîtà ota e tà ueàlesàt a s itsà oda tàlesàfa teu sàd’i itiatio à

ou les protéines ribosomales sont majoritairement retrouvés dans les granules de stress. Chez les 

mammifères, ces transcrits sont définis comme les ARNm à otifà ’TOPà ’Te i alà

Oligopyrimidine) et sont très abondants dans les granules de stress (Damgaard and Lykke-

Andersen, 2011).à Ilàs’agità l àe o eàd’u à o e àpou à o t le à laàt adu tio àauà ou sàd’u àstress 

puis u’e à sto ka tà età p i a t ces transcrits, la synthèse des composants nécessaires à la 

traduction est réduite. Ainsi, leur localisation dans les granules de stress permet leur stabilisation 

et ils pourront être réengagés rapidement en traduction une fois les granules de stress dissociés. 

De même, chez la levure il a été montré que les transcrits codant les protéines ribosomales sont 

sta ilis sàauà ou sàd’u eà a e eàe àglu oseàpou à epa ti àpou àfa ile e tàe àt adu tio àsuiteàauà

stress (Arribere et al., 2011). Chez la plante, lesàt a au àdeàl’ uipeào tà gale e tà o t à u’e à

situation de stress thermique, les ARNm codant les protéines ribosomales sont stockés et 

repartent ensuite en traduction afin de coordonner la synthèse de ribosome avec la levée du 

stress (Merret et al., 2017). Le retour en traduction de ces transcris est dépendant de la protéine 

HSP101 (Heat Shock Protein 101) qui favorise la dissociation des granules de stress une fois le 

retour à la condition normale. E à l’a se eà deà H“P ,à laà ep iseà deà t adu tio à està alo sà

o p o iseà pa à u à eta dà d’asse lageà desà pol so es.à Chez la levure S. cerevisiae, la 

dissociation des granules de stress formés en stress thermique requiert gale e tà l’a ti it àdesà

chaperonnes HSP104 et HSP70 supposant un rôle conservé de ces protéines dans la reprise de la 
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traduction (Cherkasov et al., 2013). Au-del àd’u à leàdans la protection et le stockage des ARNm 

traductionnellement réprimés, il est également proposé que les granules de stress participent à 

l’ho ostasieà ellulai eà e à situatio à deà st essà e à s uest a tà desà p ot i esà deà sig ale e tà

possédant des régions de faible complexité (Kedersha et al., 2013). Au travers de cette 

séquestration, de nombreuses voies de signalement sont régulées afin de faciliter 

préférentiellement la mise en place des voies de réponses aux stress.  

 La formation des p-bodies et celle des granules de stress semblent intiment liées. En effet, 

ilà aà t à o t à hezà laà le u eà u’e à l’a se e de certains facteurs d’asse lageà desà p-bodies 

(Edc3, Lsm4), la formation des granules de stress est compromise (Buchan et al., 2008). À l’i e se,à

dui eà laà fo atio àdesàg a ulesàdeà st essà eà se leàpasàaffe te à l’a u ulatio àdesàp-bodies. 

Ces données suggèrent que les p-bodies pourraient être précurseurs dans la formation des 

granules de stress ce qui suppose alors des échanges dynamiques de transcrits entre les deux 

types de structures. Cette observation est cohérente avec le fait que certains ARNm de p-bodies 

peuvent repartir en traduction ce qui peut impliquer probablement une transition préalable dans 

les granules de stress. Bien que cela suggère une certaine dynamique entre les p-bodies et les 

granules de stress, la résolution du protéome de ces corpuscules a permis de montrer que les 

acteurs sont majoritairement spécifiques de chaque agrégat (Hubstenberger et al., 2017; Jain et 

al., 2016). Cependant, il existe tout de même certaines protéines qui peuvent être partagées entre 

les p-bodies et les granules de stress dont par exemple les répresseurs de traduction DHH1 et 

RáP /“ d àouàl’e o i o u l aseàXRN1 (Decker and Parker, 2012). Finalement, bien que les deux 

types de corpuscules accumulent des ARNm traductionnellement réprimés, les transcrits semblent 

être inhibés en traduction de façon différente.àE àeffet,àl’a se eàdeàfa teu sàd’i itiatio àda sàlesà

p-bodies suppose un blocage de la traductio àa a tà l’ tapeàd’i itiatio àalo sà ueà laàp se eàdeà

fa teu sàd’i itiatio àetàdeà sous-unités 40S dans les granules de stress suggère plutôt un blocage 

ap sàl’asse lageàduà o ple eà “.àCetteào se atio àpourrait ainsi proposer que les transcrits 

stockés dans les granules de stress peuvent repartir plus facilement en traduction. En résumé, en 

situation de stress, les agrégats cytoplasmiques participent à établir un « tri » des transcrits où 

certains sont protégés de la dégradation et stockés en attendant le retour aux conditions 

normales. Selon les modèles, certains ARNm pourraient également être dégradés dans les p-

odies,à pa ti ipa tà à l’ uili eà g alà desà a is esà deà ep og a atio à ellulai e (Decker 

and Parker, 2012). De même, les granules de stress sont proposés comme régulateurs de 

protéines possédant des régions de faible complexité en favorisant leur séquestration.  
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III.3 – Régulation de la stabilité des transcrits en réponse au stress 

 De nombreux travaux font part de processus de régulation globale de la stabilité des 

transcrits en réponse à certains stress. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae par exemple, des 

effets généraux de stabilisation ou de déstabilisation ont été recensés en fonction du type et de 

l’i te sit àduàst ess.àLo sàd’u à ho àthe i ue,àilàaà t àesti à ueàlaàsta ilit àdeàp sàdeà à% des 

transcrits est modifiée avec une grande majorité qui est déstabilisée (Castells-Roca et al., 2011). 

U eàaut eà tudeàaàd o t à u’e à po seà àplusieurs stress, de multiples ARNm sont stabilisés 

etàp i ipale e tàe à o s ue eàd’u eài hi itio àduà a is eàdeàd ad latio à(Hilgers et al., 

2006). Ce mécanisme propose que les ARNm ainsi stabilisés sont stockés pour permettre à la 

elluleàdeà ett eàe àpla eà lesà po sesà ol ulai es.àD’aut esà t a au à o t e tà epe da tàdesà

effets diff e tsà sui a tà l’i te sit àduà st ess (Romero-santacreu et al., 2009).à E àeffet,à lo sàd’u à

st essà os oti ueà d’i te sit à o e e,à il y a une déstabilisation globale des ARNm hormis les 

áRN à oda tà lesà fa teu sà deà po seà auà st essà uià so tà eu à sta ilis s.à âà l’i e se,à u à st essà

osmotique sévère conduit à une stabilisation générale et à une séquestration des transcrits dans 

les p-bodies.à Da sà leà asà d’u eà a e eà e à glu ose,à ilà aà t à o t à ueà lesà áRN à do tà laà

traduction est bloquée sont majoritairement dégradés (Arribere et al., 2011). Seule une fraction 

deà àt a s itsàaàlaà apa it àd’ t eàsto k eàda sàlesàp-bodies pour repartir ensuite en traduction 

avec un etou à àlaà o ditio à o ale.àCesàt a au àsu àlaàle u eàsuppose tàdo à u’e à o ditio à

de stress, les ARNm sont sélectivement affectés et certaines classes de transcrits peuvent être 

préférentiellement stabilisées notamment ceux qui permettent la mise en place de la voie de 

réponse au stress concernée.à E à ellulesà hu ai es,à deà o eusesà populatio sà d’áRN à so tà

également déstabilisées en réponse aux UV ou un stress thermique (Fan et al., 2002). Néanmoins, 

comme chez la levure, certains stress abiotiques inhibent les mécanismes de déadénylation et de 

dégradation permettant une stabilisation globale des transcrits (Gowrishankar et al., 2006).  

 Chez Arabidopsis thaliana, une étude transcriptomique menée en stress thermique montre 

des modifications globales de l’e p essio àdesàáRN  avec une majorité qui est sous-accumulée 

(Larkindale and Vierling, 2007). De même,àlesàt a au àdeàl’ uipeào tàide tifi àu eàd sta ilisatio à

massive de près de 4 500 ARNm, soit environ 25 % du transcriptome, dans les étapes précoces du 

stress thermique (Merret et al., 2013) (Voir partie II.3 de la partie suivante). En empêchant ce 

mécanisme, les plantes montrent des défauts de survie à des régimes de stress thermique, 

démontrant que la déstabilisation de ces transcrits est essentielle. Néanmoins, comme indiqué 

p de e t,à e tai sà aut esà t a s itsà so tà sta ilis sà lo sà d’u à st essà the i ueà dont ceux 
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codant les protéines ribosomales (Merret et al., 2017). Ces mécanismes impliquent donc une 

régulation précise et sélective de la stabilité des transcrits en réponse au stress.  

III.4 – Implication des acteurs de la stabilité dans les réponses au stress 

 En plus desà fa teu sà d’i itiatio à de la traduction, plusieurs acteurs du contrôle de la 

stabilité des transcrits sont également modifiés post-traductionnellement en réponse à certains 

stress. De nombreux exemples concernent les acteurs du complexe de decapping qui sont régulés 

par des évènements de phosphorylation en réponse au stress de façon évolutivement conservée. 

En cellules humaines par exemple, DCP1 est notamment phosphorylée en réponse à un stress 

oxydatif (Blumenthal et al., 2009) ou une infection virale (Dickey et al., 2015). De même chez la 

levure, Dcp2p est phosphorylée en réponse à un appauvrissement en glucose (Yoon et al., 2010). 

Cette phosphorylation est requise pour sa localisation dans les p-bodies et pour stabiliser son 

interaction avec Dhh1p. De plus, la forme phosphorylée affecte préférentiellement la stabilité de 

certains ARNm suggérant une régulation préciseàdeàl’a ti it àdeàD p p. Chez la plante Arabidopsis 

thaliana, DCP1 est phosphorylée en réponse à un stress hydrique (Xu & Chua, 2012) et thermique 

(Motomura et al., 2015 et nos données non publiées). En réponse au stress hydrique, la 

phosphorylation de DCP1 favorise son interaction avec DCP5, orthologue de Scd6p de levure, et 

les auteurs proposent un a is eàdeàsta ilisatio àduà o ple eàpe etta tàd’agi àdeàfaço àplusà

sélective sur les transcrits. Un autre membre du complexe de decapping, VARICOSE (VCS) qui est 

l’o thologueàd’EDC /Hedls, est phosphorylé en réponse à un stress osmotique (Soma et al., 2017) 

tout comme un des trois homologues du facteur activateur de decapping PAT1 en réponse à un 

stress biotique (Roux et al., 2015), affectant dans chacun des cas la stabilité de certaines 

populations de transcrits spécifiques. Le complexe LSM1- àd’á abidopsis favorise le decapping et 

la dégradation de certains transcrits spécifiques en condition de stress salin, hydrique ou de 

température basse (Perea-Resa et al., 2016).à Ilà ’aà pasà t à d o t à ueà esà a teu sà so tà

phosphorylés en réponse à ces stress mais au moins le facteur LSM1 contient une séquence 

consensus pour une MAPK kinase pouvant suggérer une régulation similaire par phosphorylation. 

L’e semble de ces travaux démontre ainsi une régulation précise du mécanisme de decapping en 

réponse aux stress par des événements de phosphorylation. Cette modification est proposée 

comme un moyen de reprogrammer la sélectivité du complexe de suppression de coiffe pour agir 

préférentiellement sur certains transcrits permettant de mettre en place les voies de réponses au 

stress.  
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 Hormis les facteurs du complexe de decapping, d’aut esà a teu sà deà laà d g adatio à so tà

gale e tài pli u sàda sàdesà oiesàdeà po seàauàst essà hezàlaàpla te.àC’està ota e tàleà asà

des déadénylases AtCaf1a et AtCaf1b, deux homologues du facteur CAF1 du complexe CCR4-CAF1-

NOT. Ces deux facteurs semblent agir de façon non redondante pour réguler la déadénylation de 

certains transcrits en réponse à certains stress abiotiques (oxydatifs et salin) et biotiques (Walley 

et al., 2010; Liang et al., 2009). E fi ,à l’e o i o u l aseà toplas i ueà XRN ,à l’o thologueà

fonctionnel de Xrn1p de levure, est requise pour les mécanismes de thermotolérance chez la 

plante (Merret et al., 2013) soutenant davantage que la régulation de la stabilité des transcrits est 

essentielle au processus d’a li atation au stress.  

 E  su , l’ uili e e t e la t adu tio  et la d g adatio  des t a s its est u  poi t 

déterminant dans le contrôle de l’e p essio  des g es puis u’il gule la atu e et la ua tit  de 

protéines produites. Comme le démontrent de nombreux travaux, la régulation de cet équilibre est 

essentielle en situation de stress pour mettre en place les voies de réponses moléculaires et 

ph siologi ues. N a oi s, l’i hi itio  de t adu tio  et le o t ôle de la sta ilit  e  situation de 

st ess e s’op e t pas seule e t pa  u e gulatio  des fa teu s d’i itiatio  de t adu tio  et des 

a teu s de la d g adatio . E  effet, les p ot i es de liaiso  à l’ARN so t gale e t essai es 

pour contrôler cette balance et pour cibler des populations de transcrits spécifiques.  
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Figure 6 : Phylogénie et structure primaire des sous-familles de protéines à motif La

Analyse phylogénétique des protéines à motif La menée par alignement des séquences du motif LA. Ces protéines

se classent en 5 sous-groupes : la protéine La authentique et 4 sous-familles LARP1, 4, 6 et 7. La présence des

sous-familles dans les grands groupes du vivant est indiquée au centre et l’o ga isatio des domaines des

représentants de chaque groupe est illustrée à droite. PAM2 : PAB-interacting Motif 2, LAM : La-Motif, RRM : RNA

Recognition Motif, LSA : LAM and S1-Associated. Modifié de Deragon & Bousquet-Antonelli, 2015.
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PARTIE II – LE RÔLE DE LA PROTÉINE LARP1 DANS LE CONTRÔLE DE LA 

TRADUCTION ET DE LA STABILITÉ DES ARN MESSAGERS 

 Leà leàdeà ieàdesàáRN àestà ajo itai e e tà o t l àpa àl’a tio àdeàp ot i esàdeàliaiso à à

l’áRNà RBP à uià s’asse le tà su à lesà t a s itsàpou à fo e àdesà st u tu esà RNP.àCe tai esàRBPà

o tàa oi àu ài pa tàpo tuelàsu àu eà tapeàp iseàduà leàdeà ieàdesàáRN àalo sà ueàd’aut esà

peuvent influencer le devenir des transcrits tout au long de leur parcours cellulaire. Pour interagir 

avec les ARNm, les RBP possèdent des motifs ou domaines de liaison très divers qui sont capables 

de reconnaître de façon générale les ARN ou de cibler certains motifs particuliers permettant le 

contrôle de populations spécifiques. Pa iàl’e se leàdesàRBP,àlaàp ot i eàLáRP ,àappa te a tà à

la famille des protéines à motif « La », apparaît comme un régulateur important dans le contrôle 

de la traduction et de la stabilité des ARNm.   

I – PHYLOGÉNIE, DOMAINES ET STRUCTURES DES PROTÉINES À MOTIF LA 

 Les protéines à motif La constituent une large famille évolutivement conservée de facteurs 

de liaison aux ARN codants et non codants. Cette famille comprend plusieurs sous-

groupes contenant la protéine La authentique et les LARP (La-Related Protein) divisées en sous-

familles : LARP1, LARP4, LARP6 et LARP7 (Bousquet-Antonelli and Deragon, 2009). Chaque sous-

famille est orientée vers des fonctions distinctes allant de la régulation des transcrits non codants 

pour la protéine La authe ti ueàetàLáRP ,à àlaà gulatio àduà ta olis eàdeàpopulatio sàd’áRN à

spécifiques pour LARP1, 4 et 6 (Maraia et al., 2017). Au niveau phylogénétique, chaque sous-

famille ’està pasà représentée dans tous les organismes et certaines sous-familles peuvent 

poss de à plusieu sà e esà auà sei à d’u eà eà esp e (Figure 6). Par exemple, chez les 

végétaux les membres LARP7 et LARP4 sont absents et LARP1 possède 3 homologues. Parmi les 

protéines LARP, la sous-famille LARP1 constitue le groupe le plus homogène et le plus 

évolutivement conservé.  

 Au niveau structurel, ces protéines partagent un module La central, composé du motif La 

(LaM), adoptant un repliement de type « winged-helix motif », età d’u à do ai eà RRM (RRM1). 

Chez la protéine La authentique, ces deux structures fonctionnent en synergie pour lier une 

séquence UUU- ’OHàdesàt a s itsàPolàIIIà(Alfano et al., 2004). Le LaM et le RRM1 sont reliés par 

une séquence « linker » permettant le positionnement du LaM en face du RRM1. Cette région 

confère une « forme en V »àauà oduleà Laà uià joueàu à leàda sà laà sp ifi it àdeà liaiso à à l’áRN 



A BModule LA de la protéine La humaine Motif DM15 de LARP1

C

Figure 7 : Structure tridimensionnelle du module La de la protéine La et du motif DM15 de LARP1

(A) Structure générale du module La de la protéine La humaine en interaction avec une séquence ARN UUU-3’OH.

Le motif LaM est représenté en jaune, le RRM1 en marron et la région « linker » en verte. Extrait de Maraia et al.,

2017. (B) Structure du motif DM15 de la protéine LARP1 humaine en association avec une séquence ARN 5’-
CUUU. Extrait de Maraia et al., 2017. (C) Visualisation de la reconnaissance du résidu m7GTP (gauche) et du C en

+1 (droite). Les potentielles liaisons hydrogènes sont indiquées en lignes pointillées. Extrait de Lahr et al., 2017.
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(Figure 7-A). Chez les LARP, les deux structures LaM et RRM1 ont co-évolué suggérant une action 

s e gi ueà o se eàpou àlaàliaiso à àl’áRNà(Bousquet-Antonelli and Deragon, 2009). Néanmoins, 

bien que le mode de liaison puisse être conservé, le domaine RRM1 présente des divergences au 

sein des LARP pouvant expliquer la spécialisation de chaque sous-famille pour leurs transcrits 

cibles. En dehors du module La, plusieurs autres domaines sont présents dans ces protéines et 

sont proposés pour contribuer à la spécialisation des fonctions de chaque sous-groupe. Les 

protéines La et LARP7 possèdent ainsi un second domaine RRM (RRM2), LARP6 un motif LSA en 

extrémité N-te i ale,àLáRP àetà àu à otifàPáM àd’i te a tio à àlaàPáBPàetàe fi àLáRP àposs deà

un motif DM15 (Figure 6). Ce dernier est composé de trois sous-unités « helix-turn-helix » 

répétées (DM15A, B et C) adoptant un repliement de type HEAT (Lahr et al., 2015), une structure 

impliquée dans des interactions protéines-protéines et notamment retrouvée dans des domaines 

du facteur eIF4G. Ce domai eàestà apa leàdeàlie àl’áRNàdeàfaço ài d pe dante au module La (Lahr 

et al., 2015). Récemment, il a été montré que le motif DM15 est un nouveau motif de liaison à la 

oiffeà e à ’à desà áRN à (Lahr et al., 2017). Plus précisément, le motif DM15 se fixe 

préférentiellement sur les coiffes suivies d’u àCàe à+ ,à ’est-à-dire sur les résidus m7GpppC (Figure 

7-B). Le résidu m7Gppp est directement lié par deux tyrosines alors queàd’aut esà sidusàa gi i esà

établissent des liaisons hydrogènes avec le C en +1 (Figure 7-C). Laàp se eàd’u àCàadja e tà àlaà

oiffeàaà t à e e s à o eàu à e e tà a eàpuis ueàda sà à%àdesà asàilàs’agitàd’u àáàouàd’u à

G (Meyuhas and Kahan, 2015). Les résidus m7GpppC so tà a oi sà a a t isti uesà d’u eà

certaine lasseàd’áRN àpossédant un otifà ’TOP,àrecensé sur de nombreux transcrits codant les 

p ot i esà i oso ales,àdesàfa teu sàd’i itiatio àeIFàouàe o eàlaàPáBPà(Meyuhas and Kahan, 2015). 

Leà otifà ’TOPàdesàáRN àestàainsi a a t is àpa àu à siduàCàadja e tà àlaà oiffeà N+ àsui iàd’u à

groupe de 4 à 15 pyrimidines. Au moins chez les mammifères, LARP1 est impliquée dans la 

régulation des ARNm à otifsà ’TOPàmais son rôle apparait encore controversée (voir partie II.2). 

E àeffet,à ilà ’estàpasàe o eà lai à sià LáRP àagità su à esàáRN àg eà à laàp se eàdesàs ue esà

TOP riches en pyrimidine ou simplement par sa fonction de liaison à la coiffe des transcrits 

présentant un C en +1. Finalement, en dehors du motif DM1, les fonctionnalités et le rôle du 

module La de LARP1 sont très peu documentés à ce jour.   

II – FONCTION DE LA PROTÉINE LARP1 

 Au niveau fonctionnel, chez les eucaryotes, le facteur LARP1 régule de nombreux processus 

physiologiques comme la reproduction, la prolifération cellulaire ou encore les voies de réponse 

aux stress. LARP1 est principalement documentée pour avoir un rôle (positif ou négatif) sur le 



38 

contrôle de la traduction et de la stabilité des ARNm suivant les organismes et les situations de 

stress (Deragon and Bousquet-Antonelli, 2015). En ce sens, il semble que LARP1 interagit avec la 

machinerie de traduction de façon évolutivement conservée et une interaction LARP1-PABP a été 

montrée au moins chez la drosophile (Blagden et al., 2009),àl’ho eà(Burrows et al., 2010) et chez 

la plante (Bousquet-Antonelli C., données non publiées). Chez la protéine humaine, un motif PAM2 

dégénéré a été identifié au sein du domaine RRM1 et a été démontré expérimentalement comme 

nécessaire au moins en partie à l’interaction ARN-indépendante avec la PABP (Fonseca et al., 

2015).  

II.1 – Rôle de LARP1 chez le nématode et la levure  

 Chez le ver Caernorhabditis elegans, LARP1 est impliquée dans l’ooge seàe à gula tà laà

stabilité de certains transcrits clés.àD’u eàpa t,àl’a se eàdeàLARP1 i duitàu àd fautàd’ooge seàli à

à une sur-accumulation de certains transcrits (let-60, mpk-1 et lip-1) de la voie de signalement 

RAS-MAPK (Nykamp et al., 2008). Lesà auteu sà deà l’ tudeà o tà ainsi montré que LARP1 régule 

négativement laàsta ilit àdeà esàt a s itsàpou àfa o ise àl’ooge se et proposent que cette action 

ait lieu dans les p- odiesà oùà LáRP à s’a u ule.à D’aut eà pa t,à l’a se eà deà LáRP à o duità

également à une masculinisation du ver par une sur-accumulation du transcrit fem-3 favorisant la 

spermatogenèse (Zanin et al., 2010). Les auteurs ont également démontré que LARP1 régule 

négativement la stabilité de ce transcrit pou à fa o ise à l’ooge se. Bien que LARP1 soit 

déterminante dans le contrôle de la stabilité de ces transcrits, son a is eà d’a tio à esteà

encore indéterminé.  

 Chez la levure S. cerevisiae, seules trois protéines à domaine La existent :à l’authe ti ue 

protéine La et deux homologues de LARP1 : Sro9p et Slf1p. Ces dernières eà poss de tà u’u à

motif La sans domaine RRM ni motif DM15 (Bousquet-Antonelli and Deragon, 2009). Slf1p est 

majoritairement cytoplasmique alors que Sro9p apparaît comme nucléo-cytoplasmique (Schenk et 

al., 2012).àCesàdeu àfa teu sàso tà apa lesàdeàs’asso ie àau àáRN àe à ou sàdeàt adu tio àda sàlesà

polysomes et interagissent avec eIF4E et eIF4G de façon ARN-dépendante et avec la PABP de 

façon ARN-indépendante (Kershaw et al., 2015). Par ces interactions, Sro9p et Slf1 semblent agir 

de façon redondante pour réguler positivement la stabilité et la traduction de certains transcrits 

codant les composants ribosomaux nécessaires à la synthèse de protéines. Par ailleurs, il a été 

montré que Slf1p est impliquée dans la voie de réponse au stress oxydatif en stabilisant certains 

transcrits clés de la voie de réponse (Schenk et al., 2012). Les auteurs proposent que cette 

stabilisation facilite leur traduction permettant de mettre en place la résistance au stress. Bien que 
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Sro9p et Slf1p sont clairement impliquées dans le contrôle de la traduction et de la stabilité des 

t a s its,àleu à odeàd’a tio à este e o eà ig ati ueàsa ha tà u’elles ne possède tà u’u à otifà

La. 

II.2 – Rôle de la protéine LARP1 dans la régulation des ARN  5’TOP hez les 

mammifères 

 Laà fo tio àetà leà odeàd’a tio àdeà laàp ot i eàLáRP à sont largement mieux documentés 

chez les mammifères mais restent encore débattus puisque des effets antagonistes ont été 

observés selon les différents travaux. Malg à lesà diff e es,à toutesà esà tudesà s’a o de tà à

o t e à ueà LáRP à està i pli u eà da sà laà gulatio à desà áRN à à otifà ’TOPà oda tà lesà

composants de la machinerie de traduction. Chez les mammifères, ces t a s itsà à otifà ’TOPà

sont régulés de façon dépendante de l’a ti it à kinase du complexe mTORC1, un complexe 

régulateur majeur dans la synthèse de protéines. En condition de croissance optimale, le complexe 

mTORC1 accélère laàp odu tio àdesà o posa tsàdeàlaàt adu tio à od sàpa à esàáRN à ’TOP pour 

augmenter la synthèse globale de protéines. Parmi la recherche des substrats de mTORC1, 

plusieurs études ont fait apparaître LARP1 comme candidat (Hsu et al., 2011; Yu et al., 2011). De 

plus, une interaction entre LARP1 et le facteur RAPTOR, un composant du complexe mTORC1, a 

été démontrée par deux études indépendantes proposant un lien direct entre le rôle de mTORC1 

etàl’a tio àdeàLáRP  (Tcherkezian et al., 2014; Fonseca et al., 2015). Plus récemment, une dizaine 

de sites de phosphorylations a été identifiée sur LARP1 principalement en région centrale de la 

protéine et un en aval du motif DM15 (Hong et al., 2017). Parmi ces sites, au moins 8 sont 

se si lesà à l’a ti it àdeà TORC àetà i pli ue tàplusieu sàki asesàdeà laà oieàTORà ueàso tà TOR,à

Akt et S6K1. 

 Desàp e ie sàt a au ào tàd’a o dàmontré que LARP1 stabilise des áRN à à ’TOPàvia une 

liaiso à su à leu à e t it à ’à te i aleà deà laà ueueà pol á à (Aoki et al., 2013). Une autre étude 

propose que LARP1 joue un rôle stabilisateur en association avec la sous-unité 40S des ribosomes 

(Gentilella et al., 2017).àLesàauteu sà o t e tàai sià u’e à l’a se eàdeàLáRP àouàdesàsous-unités 

essentielles du complexe 40S, la stabilité de plusieurs transcritsà ’TOPàdi i ueàalo sà ueàd’aut esà

ARNm sans ’TOP ne sont pas affectés.à L’a se eàdeà LáRP àdi i ueà laà ua tit à d’áRN à ’TOPà

dans la fraction non polysomale (40S notamment) sans modifier leur distribution dans les fractions 

lourdes. Curieusement bien que cette distribution soit modifiée, la quantité des protéines 

produites par ces transcrits est similaire e à l’a se eàdeàLáRP . Les auteurs proposent ainsi que 

LARP1 joue p i ipale e tà u à leà ajeu à da sà laà sta ilit à desà áRN à ’TOPà sa sà affe te à



40 

grandement leur traduction, ce qui est très différent des études détaillées ci-dessous. Cependant, 

ces travaux ont été réalisés sur des cellules humaines cancéreuses ce qui pourrait expliquer que de 

nombreux mécanismes et facteurs sont dérégulés dans cette situation de cancer. 

 Co e a tàleà leàdeàLáRP àda sàlaàt adu tio àdesàáRN à à otifà ’TOP,àdesàt a aux ont 

d’a o dà o t à ueà l’a se eà deà LáRP  conduit à une diminution globale de la synthèse de 

p ot i eàa e àu eà aisseà o s ue teàdeàl’asse lageàdesàpol so es (Tcherkezian et al., 2014). 

Cette observation a été expliquée par u eà t adu tio à di i u eà desà áRN à à otifsà ’TOPà e à

l’a se eàdeàLáRP , ce qui produit moins de facteurs nécessaires au mécanisme de traduction. Le 

mécanisme alors proposé est que LARP1 agirait comme stimulateur de traduction des ARNm 

’TOPà deà faço à d pe da teà à l’a ti it à deà TORC  et en interagissant avec la machinerie 

d’i itiatio à deà t adu tio à eIF á,à PáBP . Néanmoins, une étude parallèle a d o t à l’effetà

opposé où LARP1 agi aità o eà p esseu à deà t adu tio à desà áRN à à ’TOPà e à po seà à

l’a ti it àdeà TORC à(Fonseca et al., 2015). Les résultats de cette étude montrent que l’i hi itio à

de mTORC1 augmente laàliaiso àdeàLáRP àsu àlesàáRN à à ’TOPàtoutàe àdi i ua tà elleàd’eIF4G, 

proposant une compétition entre LARP1 et eIF4G régulée pa à l’a ti it àdeà TORC . Par ailleurs, 

dans cette étude l’a se eà deà LáRP à ’affe teà ueà t sà peuà l’asse lageà desà pol so esà età laà

synthèse globale de protéine suggérant un impact plus précis sur des transcrits spécifiques. Ainsi, 

e àl’a se eàdeàLáRP  et/ou en inhibant mTORC1,à lesàáRN à à otifà ’TOPàso tà elo alis sàdeàlaà

fraction légère des polysomes vers les fractions lourdes, suggérant un rôle répresseur de LARP1 

pour la traduction de ces transcrits de façon dépendante àl’a ti it àdeà TORC .à 

 Plus récemment, desà t a au à o tà pe isà d’e pli ue à etteà diff e eà d’a tio à e à

démontrant les rôles antagonistes des formes phosphorylées et non phosphorylées de LARP1 

(Hong et al., 2017). En condition normale de croissance, la version phosphorylée de LARP1 lie 

ajo itai e e tà laà gio à ’UTRà desà áRN à à otifsà ’TOPà età ’e p heà pasà l’asse lageà duà

complexe de coiffe sur les transcrits. De façon intéressante, laàliaiso àdeàLáRP àe à ’UTRàfavorise 

le recrutement du complexe mTORC1 sur cette même région et facilite la phosphorylation des 

substrats 4E-BP et S6K1 en augmentant leur association avec mTORC1. Deà eàfait,àl’aug e tatio à

de la phosphorylation sur 4E-BP réduità so à leà deà s uest atio à d’eIF4E et la traduction est 

indirectement sti ul eà pa à l’aug e tatio à deà la ua tit à d’eIF4E disponible. Avec cette 

observation, les auteurs expliquent pourquoi LARP1 a été identifiée précédemment comme 

stimulateur de traduction desàáRN à ’TOPà aisà ilàs’agità i iàd’un effet indirect via une plus forte 

inhibition de 4E-BP. À l’i e se,à ua dàl’a ti it àduà o ple eà TORC1 est compromise au cours de 
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e tai sà st ess,à LáRP à ’està plusà phospho l eà età agità o me répresseur de traduction sur ces 

transcrits. Ils ont ainsi démontré que cette forme non phosphorylée se fixe sur ces transcrits en 

ciblant des régions riches en pyrimidines dans laàpa tieà ’àdesà gio sà ’UTRàetà ueà etteà liaiso à

réprime leur traduction. Les auteurs proposent alors que LARP1 est un stimulateur de traduction 

indirect en condition normale et un répresseur direct dans sa forme non phosphorylée. 

N a oi s,à ie à ueà esà t a au à pe ette tà d’e pli ue à lesà effetsà a tago istesà deà LáRP ,à lesà

auteurs ne montrent pas comment la fixation de LARP1 su à lesà gio sà ’UTRàdesàáRN à ’TOPà

inhibe la traduction.  

 Dans cette optique, il a été montré que le domaine DM15 présent en extrémité C-

te i aleàestà i pli u àda sà laà liaiso àdesà otifsà ’-TOP (Lahr et al., 2015). Plus précisément, le 

domaine DM15 lie directement la coiffe m7GpppC présente da sà lesà otifsà ’TOPà (Lahr et al., 

2017). Le motif DM15 a une plus grande affi it à u’eIF Eàpou àlesà sidusà 7GpppC et peut ainsi 

déplacer une eIF4E déjà fixée sur cette coiffe. À l’opposé,àleà otifàDM àaàt sàpeuàd’effetàsu àlesà

coiffes ne présentant pas un C en +1, pour lesquelles eIF4E reste préférentiellement fixée. Ces 

données proposent alors que LARP1 puisse agir en compétition avec eIF4E de façon spécifique 

pour les coiffes desàáRN à ’TOPàetà lo ue àai sià leu àt adu tio  e àe p ha tà l’asse lageàduà

complexe de coiffe. Les travaux menés par Hong et al (2017) ont cependant identifié que dans un 

contexte où LARP1 joue le rôle de répresseur de traduction (mTORC1 inhibé), elle se fixe sur des 

régions riches en pyrimidines en extrémité 3’àdeàlaà gio à ’UTRà eà uià eàfaitàdeàlie àdi e tàa e àlaà

coiffe. Néanmoins, dans cette étude, une approche de PAR-CLIP (Photoactivable ribonucleoside 

crosslinking and immunoprecipitation) a été utilisée et par principe cette technique est 

i o pati leàa e àleàfaitàd’identifier un site de liaison direct à la coiffe.  

 L’e se leàdeà esàt a au àdéfinit un modèle où LARP1 est phosphorylée par le complexe 

mTORC1 en condition basale et agirait comme stimulateur indirect du métabolisme des ARNm 

’TOP codant les composants clés de la traduction (Figure 8). C’estàe à e uta tà TORC àsu àlesà

transcrits ueà LáRP à fa iliteà l’a ti it à deà TORC à pou àphospho le à E-BP et ainsi réduire son 

effet répresseur. À l’i e se,àen condition de stress où le complexe mTORC1 est inactivé, LARP1 

non phosphorylée agirait en répresseur de traduction par compétition avec eIF4E pour lier la coiffe 

desà otifsà ’TOP.àCeà leàse aitàsoute uàpa àl’a tio àduàfa teu à E-BP également actif dans cette 

situation de stress pour séquestrer eIF4E. Concrètement, cela propose un rôle direct de LARP1 

comme inhibiteur de traduction qui peut être inhibée par des évènements de phosphorylation. 

Ceci indique donc que LáRP àaàu eàa tio àt sàp o eàda sàl’i hi itio àdeàt adu tio àpuis u’elleà
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lo ueà l’asse lageà d’eIF E. Fi ale e tà e à deho sà desà áRN à ’TOP,à LáRP à lieà gale e tà

d’aut esà t a s itsà o à asso i sà auà a is eà deà t adu tio à (Hong et al., 2017). Le rôle 

moléculaire de LARP1 sur ces transcrits reste néanmoins toujours inconnu.  

II.3 – Rôle fonctionnel de la protéine LARP1 chez Arabidopsis thaliana  

 En comparaison des mammifères, le rôle de LARP1 est largement moins connu chez les 

végétaux. Néanmoins, chez Arabidopsis thaliana le complexe TOR est conservé et régule 

également des transcrits codant des protéines ribosomales (Dobrenel et al., 2016). De même, ces 

t a s itsà se le tàp se te àu à otifàe à ’à i heàe àp i idi es,à appela tà leà otifà ’TOPàdesà

mammifères. Malgré cela, le rôle de LARP1 dans leur régulatio à ’aàpasàe o eà t à tudi à aisà

pourrait contribuer à mieux comprendre le rôle de cette protéine chez la plante. Trois homologues 

disti tsàdeàLáRP àso tà od sàpa àleàg o eàd’Arabidopsis (LARP1a, b et c) mais seul l’ho ologueà

LARP1a possède un module La entier (LaM et RRM) et un motif DM15, essentiel à la fonction de 

LARP1 chez les mammifères. À ce jour, les seuls travaux menés sur cette protéine ont été réalisés 

pa à l’ uipe et ont montré que LARP1a (nommée LARP1 pour la suite) est impliquée dans le 

contrôle de la stabilité de milliers de transcrits en réponse au stress thermique (Merret et al., 

2013).à C’està e à i te agissa tà deà faço à sp ifi ueà auà cours du stress thermique avec 

l’e o i o u l aseàXRN à ueàLáRP àfacilite le processus nommé « Heat stress-mediated decay » où 

plus de 4 500 ARNm sont dégradés dans le cytoplasme dans les étapes précoces de réponse au 

stress. Il a été montré que LARP1 est en partie co-localisée avec XRN4 dans les p-bodies en 

situation de stress, pouvant être un site potentiel de ce mécanisme de dégradation. De plus, 

LARP1 est nécessaire pour adresser XRN4 dans les polysomes et permettre un mécanisme de 

dégradation co-traductionnelle. Les facteurs DCP1 et DCP2 sont également préférentiellement 

associés aux polysomes en situation de stress mais de façon non dépendante à la présence de 

LARP1, supportant une étape initiale de decapping dans le mécanisme de dégradation co-

traductionnelle. Finalement, les mutants xrn4 mais aussi larp1 dans un moindre effet, présentent 

des défauts de survie à certains régimes de stress thermique attestant du rôle essentiel de ces 

facteurs dans les voies de réponses au stress thermique. Étonnamment, les ARNm ciblés pour la 

dégradation codent majoritairement pour des facteurs remplissant des fonctions de ménage 

(développement, transcription, processus cellulaires, etc.) supposant un ciblage précis des ARNm à 

dégrader. Bien que les cibles de la dégradation co-traductionnelle soit sélectionnées en raison 

d’u e pause d’ lo gatio àdesà i oso es (Merret et al., 2015), les mécanismes de sélection sur les 

autres transcrits traductionnellement réprimés sont encore indéterminés.  



44 

 En résumé, chez les eucaryotes la protéine LARP1 joue un rôle important dans le contrôle de 

la traduction et de la stabilité des transcrits en condition normale comme lors de certains stress 

abiotiques. En dehors des p ot i es de liaiso  à l’ARN, un autre niveau de régulation des ARNm  

repose sur la présence de modifications post-transcriptionnelles. Ces modifications contribuent à 

influencer le devenir des ARNm en régulant de nombreuses étapes de leur cycle de vie.  
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Figure 9 : La diversité des modifications post-transcriptionnelles des ARN messagers

Liste non exhaustive des différentes modifications chimiques s’i stalla t sur les ARNm. Extrait de Li et al, 2016b.
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PARTIE III – LE RÔLE DE LA MODIFICATION N6-MÉTHYLADÉNOSINE DANS 

LE CONTRÔLE DU DEVENIR DES ARN MESSAGERS  

I – LES MODIFICATIONS POST-TRANSCRIPTIONNELLES CHEZ LES EUCARYOTES  

 À ce jour, 112 modifications post-transcriptionnelles différentes ont été identifiées 

(Cantara et al., 2011).àCetteà essou eà u itàl’e se leàdesà sidusàdo tàlaàst u tu eà hi i ueàaà

été définie pour des ARN « naturels »à ouà pou à desà i te diai esà h d ol s sà d’áRN.à Cesà

modifications sont principalement recensées sur les ARN de transfert (ARNt), les ARN 

ribosomiques (ARNr) ou les ARNm et plus rarement sur les petits ARN nucléaires (ARNsn). Les 

odifi atio sàlesàplusà o u esà o siste tàe àl’ajoutàdeàg oupe e tà th là CH3) sur différentes 

positions des résidus A, C, G ou U (Liu & Jia, 2014) mais les fonctions précises de ces modifications 

este tàe o eài o uesàpou àlaàplupa tàd’e t eàelles.àConcernant les ARNm, au moins 13 types 

de modifications différentes sont recensés (Cantara et al., 2011) incluant de la pseudouridylation 

(Ψ ,àu àd i à iso i ueàd’u idi e,àdeàl’i osi eàetàde nombreuses méthylations (Figure 9) (Li et 

al., 2016b). Cesà th latio sàs’i stalle t sur les résidus guanosines avec la m7G de la coiffe, sur les 

cytosines avec la 5-méthylcytosine (m5C) et plus fréquemment sur les adénosines avec la N6-

méthyladénosine (m6A) et la N1-méthyladénosine (m1A).àLaà th latio àpeutà gale e tàs’i stalle à

sur le ribose pour donner des résidus ’O-méthyl sàetàpeutàs’ajoute àsu àdesà sidusàd j à odifi sà

sur leur base azotée ce qui donne par exemple la N6, ’-O-diméthyladénosine (m6Am). Parmi 

l’e se leàdesà odifi atio sàdesàáRN ,àlaà 6áàestàl’u eàdesàplusàa o da tes.àBien qu’ellesàsoie t 

connues depuis de nombreuses décennies pour certaines, ces modifications sont étudiées de 

façon plus intense depuis le début des années 2010 en raison de nouvelles techniques de profil de 

dist i utio à à l’ helleà duà t a s ipto e (Roundtree et al., 2017). Cependant, la détection de 

modifications faiblement représentées sur les ARNm reste une tâche difficile avec les moyens 

technologiques actuels et la présence de certaines modifications sur les ARNm est encore 

controversée.  

 La pseudouridylation est surtout abondante sur les ARN non codants où elle participe à 

stabiliser les structures des ARNt et ARNr (Gray, 2000).à L’i stallatio à deà laà pseudou idi eà està

assurée par la famille des PUS (PseudoUridine Synthase) dont les principales sont TRUB1 et PUS7 

chez les mammifères (Safra et al., 2017).àR e e t,à àpa ti àd’u eàte h i ueàdeà o e sio àdesà

pseudouridines en un résidu identifiable par séquençage, trois groupes ont permis de montrer 

hezàl’ho eàetàlaàle u eàl’e iste eàdeà illie sàdeàsites pseudouridylés sur les ARN mais  
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seulement quelques centaines sur des ARNm (Carlile et al., 2014; Lovejoy et al., 2014; Schwartz et 

al., 2014a). Il semble également que PUS7 puisse induire des centaines de pseudouridines sur les 

ARNm en réponse à des facteurs environnementaux comme les stress thermique pour contribuer 

à stabiliser leur structure (Carlile et al., 2014; Schwartz et al., 2014a).  

 Concernant les résidus méthylés, la m5C a été identifiée hezà l’ho eàsur plus de 8 000 

sites d’áRN , représentant 0,4 % des cytosines, mais aussi sur des ARNt et des ARN non codants 

(Squires et al., 2012). Plus récemment, une autre étude a recensé plus de 5 000 sites sur presque 

2 000 ARNm différents (Yang et al., 2017a). Ainsi, des profils à l’ helleàduàt a s ipto eào tàpuà

être établis chez les mammifères (Amort et al., 2017), les plantes (David et al., 2017) ou encore la 

levure S. cerevisiae (Edelheit et al., 2013). La m5Cà està isà e à pla eà pa à deu à lassesà d’e z esà

principales (TRDMT1 et NSUN2) dont les fonctions ont été principalement étudiées sur les ARNt. 

Chez les ARNm, la m5C est majoritairement catalysée par NSUN2 (NOP2/Sun domain protein 2) et 

elle est enrichie sur des régions riches en GC, autour du codon initiateur de traduction suggérant 

un lien avec la traduction (Yang et al., 2017a). De plus, une protéine spécifique de liaison au m5C, 

ALYREF (Aly/REF export factor), a pu être identifiée et semble participer à l’e po tà u l ai eàdesà

ARNm modifiés par m5C (Yang et al., 2017a). 

  La N1-méthyladénosine a récemment été étudiée à l’ helleà duà t a s ipto eà pa à deu à

groupes indépendants qui dénombrent cette modification sur environ 0,02 % des adénosines de 

transcrits polyadénylés (Dominissini et al., 2016; Li et al., 2016a). Cette modification montre un 

e i hisse e tà da sà lesà gio sà ’UTRà età autou à duà odo à i itiateu à deà t adu tio ,à pouvant 

suggérer un rôle dans la traduction. Tout comme la m6A qui sera détaillée par la suite, cette 

modification semble être dynamique puisque le facteur ALKBH3 (Alkylation repair homolog 3) est 

capable de déméthyler les m1A en A (Li et al., 2016a). Par ailleurs, cette modification semble 

également répondre à des facteurs environnementaux et des centaines de sites sont induits en 

situation de stress.  

 La N6- th lad osi eà uià està auà œu à duà sujetà deà eà a us it,à està l’u eà desà plusà

abondantes des modifications post-transcriptionnelles (de 1 à 1,5 % des adénosines totales des 

transcrits polyadénylés) et a été une des premières modifications internes suggérée comme 

dynamique (Jia et al., 2013).    
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II – CARACTÉRISTIQUES CONSERVÉES DE LA N6-MÉTHYLADÉNOSINE    

 Bien que la modification m6A soit présente da sàlesàáRNt,àlesàáRN àetàauà oi sàl’áRNs àU ,à

le rôle de cette marque sera ici principalement détaillé sur les transcrits de la polymérase II. La 

présence de m6A dans les ARN polyadénylés a été reportée pour la première fois il y a plus de 40 

ans chez les mammifères (Desrosiers et al., 1974; Perry and Kelley, 1974) (Figure 10). Néanmoins, 

il a fallu attendre 2012 pour avoir un egai à d’i t tà g eà à l’ ta lisse e tà duà profil de 

distribution à l’ chelle du transcriptome (Dominissini et al., 2012; Meyer et al., 2012). Le 

« méthylome » aà d’a o dà t à ta lià su à desà ellulesà hu ai esà età hezà laà sou isà età deux études 

indépendantes ont ainsi identifié environ 13 000 sites méthylés sur près de 7 000 transcrits. 

Presque 95 % de ces sites ont été détectés sur des ARNm, montrant que la m6A est 

ajo itai e e tàu eà odifi atio àd’áRNà oda ts. Néanmoins, environ 200 transcrits non codants, 

majoritairement des lncRNA (long non coding RNA), portent également cette marque. En 

moyenne il y a entre 1 à 3 résidus m6A par transcrit, ce qui représente jus u’ à , à% des résidus 

adénosines. Des caractéristiques conservées ont pu être mises en avant sur la distribution du m6A 

a e àp e i e e tàleàfaità u’elle s’i stalleàsu àu eàs ue eà o se susàDR-m6A-CH (D : G, A ou U; 

R : G>A; H : A, C ou U) avec un contexte GAC dans 70 % des cas et AAC dans 30 %. Deuxièmement, 

la distribution du m6áà ’està pasà al atoi e et elle est enrichie dans les longs exons internes et 

surtout autour du codon stop avec une abondance qui décroîtàleàlo gàduà ’UTR.àDes études plus 

e tesàd o t e tà ueà leà odo à stopà ’estàpasà impliqué dans l’i stallatio àdeà laà th latio à

mais que celle-ci coïncide plutôt avec la présence du dernier exon (Ke et al., 2015). Ainsi pour les 

transcrits présentant un odo àstopàda sàl’a a tàde ie àe o ,àl’i stallatio àdeàlaà th latio à ’està

pas corrélée avec la présence du codon stop mais avec le début du dernier exon. Même si la 

méthylation est enrichie auàd utàduà ’UTR, la séquence consensus DRACH est répartie de façon 

uniforme sur les transcrits ce qui suggère un mécanisme de sélection précis et évolutivement 

conservé. En effet, l’e i hisse e tà e à ’UTRà età l’installation sur une séquence DRACH sont 

également retrouvés chez la levure S. cerevisiae (Schwartz et al., 2013), la mouche D. 

melanogaster (Lence et al., 2016) et les plantes supérieures avec A. thaliana (Luo et al., 2014; Wan 

et al., 2015) et le riz Oryza sativa (Li et al., 2014b). Enfin, il apparaît que la m6A s’i stalleà

préférentiellement dans des régions évolutivement conservées (Meyer et al., 2012). En cohérence, 

deà o eu àsitesà o u sàso tàpa tag sàsu àlesà esàt a s itsàauà oi sà hezàl’ho eàetàlaà

souris (Dominissini et al., 2012).àToutà e iài pli ueà ueàlesà a is esàd’i stallatio àduà 6A ont 

été maintenus avec les pressions de la sélection naturelle. Par ailleurs, des travaux récents 
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Figure 10 : Historique des découvertes sur la modification m6A des ARNm

L’histog a e présente le nombre de publications contenant le terme m6A entre 1998 et 2017 selon les

données Pubmed de la ressource NCBI (National Center for Biotechnology Information). Chronologie

modifiée de Jia. et al, 2013.
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des espèces modèles eucaryotes

ND : non documenté. AB : Absent. Modifié de Meyer & Jaffrey, 2017.
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démontrent que les profils de méthylation des transcrits encore associés à la chromatine sont 

ajo itai e e tà ide ti uesà à eu àdesàáRN à u l ai esàp oposa tà ueà l’i stallatio àduà 6A est 

co-transcriptionnelle (Ke et al., 2017). 

 En dehors des m6A en position interne sur les transcrits, il existe un autre type de résidu 

m6A uniquement localis à da sà laà o ti uit à deà laà oiffeà e à ’.à Généralement le premier résidu 

suivant la coiffe et parfois le second sont modifiés sur leurs riboses e àpositio à ’à pa à ajoutàdeà

th latio .à Da sà leà asà oùà leà p e ie à siduà està u eà ’-O-méthyladénosine, il peut être 

davantage modifié par ajoutàd’u àg oupe e tà th làe àpositio àN6 deàl’ad osi e,àdonnant une 

N6, ’-O-diméthyladénosine (m6Am). Cette modification est installée par une ou des 

méthyltransférase(s) encore inconnue(s) à ce jour mais différente(s) du complexe de 

méthyltransférase installant le m6A interne (Schwartz et al., 2014b). À ce jour, la présence de 

m6Am ’aàpasà t àd o t eà hezàlesà g tau àtoutà o eà l’e iste eàdeà oiffeàdeàt peà àouà ,à

’est-à-dire avec des modifications supplémentaires sur les résidus adjacents à la coiffe (Furuichi, 

2015).  

III – LA MACHINERIE D’INSTALLATION DYNAMIQUE DE LA MÉTHYLATION   

 La particularité de la méthylation m6A est u’elleà està sugg eà o eà dynamiquement 

gul eàpa àu à s st eàd’i stallatio à etàdeàd si stallatio .àái si,à lesà 6A sont déposées sur les 

transcrits Pol II par un large complexe de méthyltransférase qualifié de « writer »à o pos àd’u eà

st u tu eà œu à o se eà i lua tà à th lasesà METTL à etàMETTL à ai sià ueà à o-facteurs 

(WTAP, KIAA1429 et RBM15/RBM15b) identifiés à ce jour (Tableau 1). À l’i e se,àla méthylation 

peut être activement déméthylée pa àl’a tio àde facteurs déméthylases qualifiés de « erasers » qui 

sont ALKBH5 (Alkylation repair homolog 5) et potentiellement FTO (Fat mass and obesity-

associated protein) appartenant tous les deux à la famille des Alkb dioxygénase non-heme Fe(II) et 

α-KG-dépendante. Le rôle de FTO dans ce processus reste néanmoins encore débattu.  

III.1 – Le complexe de m6A-méthyltransférase  

 Les facteurs METTL3 et METTL14 

 Concernant le complexe de m6A-méthyltransférase, les premiers travaux menés sur des 

extraits nucléaires de cellules humaines avec un système de méthylation in vitro ont permis 

d’ide tifie àdeu àcomplexes principaux, un premier MT-áàd’u eà asseàdeà àkDaàetàu  second 

MT-B de 875 kDa (Bokar et al., 1994). Par la suite, il a été montré dans le complexe MT-A que 



Figure 11 : Structure des complexes METTL3-METTL14 impliqués dans l’i stallatio du m6A

(A) Organisation de la structure primaire des protéines METTL3 et METTL14 humaines. MTase domain : domaine

méthyltransférase. NHM : N-terminal α-helical motif. CTM : C-terminal motif. ZF : motif à doigts de zinc. Modifié

de Wang et al, 2016b. (B) Représentation tridimensionnelle de l’hétérodimère METTL3-METTL14 en complexe

avec le substrat AdoMet, illustré en bâtonnet vert. Le motif DPPW, site actif de liaison au substrat est entouré en

ligné hachurée. Extrait de Wang et al, 2016b. (C) Conservation de séquence des surfaces du dimère METTL3-

METTL14. Panneau supérieur : face d’i te a tio du dimère avec les cibles ARN contenant le site actif de METTL3.

Panneau inférieur : face opposée au site d’i te a tio avec les ARN. Extrait de Sledz & Jinek, 2016. (D) Modèle

d’a tio proposé pour le dimère METTL3-METTL14 dans l’i stallatio de la méthylation des ARN. METTL14 agit

comme coordinateur dans la liaison aux substrats ARN et METTL3 porte l’a tivit catalytique. L’ad osi e
destinée à être méthylée se positionne dans le œu catalytique de METTL3 encadrée par deux boucles (Active

Site Loop, ASL1 et ASL2). La partie N-terminale de METTL3 possède deux motifs à doigts de zinc (ZF1 et ZF2) qui

contribuent à la reconnaissance du substrat. Extrait de Sledz & Jinek, 2016.
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l’a tivité de liaison au SAM (S-adenosyl methionine) est principalement portée par un facteur de 

70 kDa, alors nommé MT-A70 (Bokar et al., 1997) et plus connu actuellement sous le nom de 

METTL à Meth lt a sfe aseà likeà .à Ceà fa teu à faità pa tieà d’u eà fa illeà deà th lt a sf aseà

évolutivement conservée do tà l’o thologueà poss de lesà esà fo tio sà da sà l’i stallatio à duà

m6A chez de nombreux organismes modèles eucaryotes. Dans les cellules HeLa, la réduction de 

l’e p essio à deàMETTL à pa à siRNáà o duità à u eà di i utio à d’e i o à à %à duà i eauà deà 6A 

soute a tà l’i po ta eà duà fa teu à da sà laà iseà e à pla eà deà laà th latio à (Liu et al., 2014). 

Néanmoins, ilà aà t à o t à ueà l’a ti it à du complexe est assurée par les facteurs METTL3 et 

METTL14 qui agissent en hétérodimère avec un ratio de 1 pour 1 (Liu et al., 2014; Ping et al., 2014; 

Schwartz et al., 2014b; Wang et al., 2014c). METTL14 est un homologue de METTL3 avec lequel il 

pa tageà à%àd’ide tit . Ces deux facteurs possèdent un domaine méthyltransférase (Figure 11-A) 

mais celui de METTL14 est majoritairement dégénéré. En effet, des études de structure ont permis 

deàd o t e à ueà l’a ti it à deà th latio à estàu i ue e tàpo t eàpa àMETTL à uià poss deàu à

domaine de liaison au SAM actif contrairement à METTL14 ”ledźà a dà Ji ek,à ;àWa gàetà al.,à

2016b, 2016c) (Figure 11-B). Le résiduàad osi eàdesti à à t eà th l às’o ie teà e sàleàsiteàa tifà

de METTL3 en se stabilisant autour de deux structures en boucles. METTL3 possède par ailleurs 

deux motifs à doigt de zinc en extrémité N-te i aleà uià o t i ue tà àlaà e o aissa eàdeàl’áRN. 

Dans ce complexe, METTL14 ’aà do à pasà d’a ti it à th lt a sf aseà aisà elle est nécessaire 

pour établir et maintenir des interactions avec les ARN cibles qui sont liés par une surface 

hautement conservée formée par le dimère (Figure 11-C). METTL14 agit donc comme un 

adaptateu à essai eà à l’a ti it à deàMETTL à età à l’i stallatio à duà 6A (Figure 11-D). Bien que 

METTL àpo teàl’a ti it àdeàliaiso àauà“áM,àdesàtestsà in vitro à partir de la protéine recombinante 

ont démontré qu’elle seule possède une faible activité de méthyltransférase comme METTL14 (Liu 

et al., 2014). À l’i e se,à laà p sence des deux facteurs décuple l’a ti it à deà th lt a sf aseà

démontrant un effet synergique entre les deux facteurs proposant que METTL14 soit nécessaire 

pour stimuler METTL3. Les complexes METTL3-METTL14 montrent une très légère préférence pour 

les ARN non structurés et lient préférentiellement des motifs GGAC, en accord avec la séquence 

consensus du m6A.  

 Le facteur WTAP 

 Le facteur WTAP Wil s’à Tu o à -Associated Protein) est également crucial pour 

l’i stallatio àdeàlaà th latio àet interagit directement avec les dimères METTL3-METTL14 (Liu et 

al., 2014; Ping et al., 2014; Schwartz et al., 2014b). Laàdi i utio àd’e p ession de WTAP par siRNA 
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conduit à une réduction significative du niveau de m6A dans les ARNm (Ping et al., 2014). WTAP ne 

possède aucune activité de méthylation mais agit comme un cofacteur des hétérodimères 

METTL3-METTL14. La localisation des hétérodimères METTL3-METTL14 dans des foci nucléaires 

(nuclear speckles), essai eà à l’a ti it à duà o ple e,à està pe iseà g eà à l’i te a tio à a e à

WTAP. E à effet,à e à l’a se eà deà WTáP,à l’ad essageà deà METTL à età METTL à da sà esà fo ià està

drastiquement diminué, ce qui réduit la quantité de m6A sur les ARNm (Ping et al., 2014). À 

l’i e seà l’a se eà deàMETTL à ouàMETTL à ’affe teà pasà laà lo alisatio à deàWTáP.à ái si,àWTáPà

pa ti ipeà àl’i stallatio àduà 6A en localisant METTL3 et METTL14 dans les sites actifs nucléaires. 

Cesàfo ià u l ai esà eg oupe tà gale e tàdesàfa teu sàd’ pissageàpouvant supporter un lien entre 

laà th latio àetàl’ pissage.àDe même, WTAP a initialement été identifiée comme partenaire de la 

protéine WT à Wil s’àTu o à àetàest proposée comme un gulateu àd’ pissageàen lien avec leur 

localisation dans cesàfo ià u l ai esà eg oupa tàdesàfa teu sàd’ pissageà(Little et al., 2000). Chez la 

levure S. cerevisiae,àl’o thologueàdeàWTáP,àMu p (muddled meiosis 2) interagit également avec 

l’o thologueà deà METTL ,à Ime4p (Inducer of Meiosis 4) et sont colocalisées dans le nucléole 

(Schwartz et al., 2013). Cette localisation est également nécessaire à la mise en place de la 

méthylation pendant la méïose mais dépend du facteur SLZ1 (Sporulation-specific Leucine Zipper 

1). SLZ1 est le troisième facteur du complexe de méthyltransférase MIS (Mum2-IME4-SLZ1) chez la 

levure aisà eàposs deàpasàd’ho ologueà hezàlesà a ifères. Finalement, l’ tudeàde WTAP en 

cellules humaines a permis de montrer que les résidus m6áà asso i sà à l’e t it à ’à 6Am) 

impliquent un autre complexe de méthyltransférase. En effet, la réduction de WTAP par 

interférence avec un ARN ne modifie pas l’a o da eàdeàpi sàdeà 6Am en position +1 de la coiffe à  

l’i e seàdesà 6A internes où près de 10 000 sites sont affectés (Schwartz et al., 2014b).  

 Le facteur KIAA1429 

 áfi à d’ide tifie à deà ou eau à pa te ai esà duà o ple eà deà th latio ,à lesà pa te ai esà

protéiques de WTAP ont été étudiés etào tà ota e tàpe isàd’ide tifie à la protéine KIAA1429 

ou Virilizer (Horiuchi et al., 2013). La réduction de ce facteur par siRNA conduit à une diminution 

par 4 du niveau de m6A en cellule humaines,àd o t a tàso ài pli atio àda sàl’i stallation de la 

méthylation (Schwartz et al., 2014b). Chez la mouche D. melanogaster, les orthologues de 

KIAA1429 et WTAP, qui sont Virilizer et FL(2)d (Female Lethal (2)d) respectivement, interagissent 

entre-eux et gule tàl’ pissageàalte atif de certains transcrits du déterminisme sexuel (Ortega et 

al., 2003). Le facteur KIAA1429 contient deux régions enrichies en prolines et glutamines 

respectivement dont les fonctions restent inconnues (Yang et al., 2015). Bien que ce facteur soit 
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impliqué da sà l’i stallatio à deà laà th latio ,à sa contribution dans le complexe reste encore 

indéterminée àl’heu eàa tuelle.à 

 Les facteurs RBM15 et RBM15B 

 Enfin, parmi les autres partenaires de WTAP, deux autres facteurs ont été identifiés : 

RBM15 (RNA Binding Motif protein 15) et son paralogue RBM15b (Horiuchi et al., 2013). Ces deux 

protéines interagissent également a e àMETTL àpa à l’i te diai eàdeàWTáPà (Patil et al., 2016). 

Dans la même optique que les autres acteurs du complexe, en ciblant RBM15 et RBM15b par 

siRNA en cellules humaines, une réduction significative du niveau de m6A est observée supportant 

leu à leàda sàl’i stallatio àde la méthylation. Parmi les cibles de RBM15/RBM15B, le long ARN non 

codant XIST (X-inactive specific transcript) a été identifié. Ce transcrit est impliqué dans la 

p essio àt a s iptio elleàdesàg esàpo t sàpa àu àdesà h o oso esàXà hezàl’ho e.àIlàaàai sià

été montré que cet ARN porte 78 sites méthylés qui sont nécessaires à la répression 

transcriptionnelle menée par XIST sur un chromosome X. RBM15 et RBM15b semblent néanmoins 

avoir des rôles redondants puisque la mutation des deux est nécessaire pour baisser de façon 

significative le niveau de m6A sur XIST. Au niveau fonctionnel, ces facteurs se fixent sur des régions 

riches en U, adjacentes aux sites consensus de méthylation, pour recruter le complexe de 

méthylation via WTAP et induire la méthylation sur ces sites proches (Patil et al., 2016). Cette 

observation suggère que RBM15 et RBM15b ne sont pas directement des composants du 

o ple eàdeà th latio à aisà u’ilsàse e tàdeà diateu àda sàlaàs le tio àd’u eàpa tieàdesà i lesà

de ce complexe. Tousàlesàsitesà o se susàdeà th latio à eàso tàpasàp d sàd’u eà gio à i heà

en U, supposant que RBM15 et RBM15b ne sont impliqués que dans un sous-ensemble de 

transcrits cibles du complexe. Néanmoins, ces facteurs apparaissent comme des composants 

o se sàduà o ple eàdeà th latio àpuis ueà hezàlaà ou he,àl’o thologueàdeàRBM à o eà

Spenito a été démontré dans le complexe « writer » (Lence et al., 2016). Ce facteur interagit avec 

I e àetàFl d ,àlesào thologuesà espe tifsàdeàMETTL àetàWTáPàetàsaà du tio àd’e p essio à o duità

également à une diminution du niveau de m6A chez la mouche.  

III.2 – Les facteurs m6A-déméthylases  

 La N6-methyladénosine est une modification post-transcriptionnelle particulière puisque 

certains facteurs peuvent activement déméthyler ce résidu en adénosine par des processus 

oxydatifs ce qui suggère que cette modification pourrait être dynamique.  
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 Le facteur FTO  

 Laà p ot i eà FTOà faità pa tieà d’u eà la geà fa illeà deà fa teu sà álkBà uià atal se tà u à la geà

e tailàdeà a tio sào dati esàdeàd th latio àsu à l’áRNàouà l’áDN de façon dépendante aux 

io sà fe à fe eu à FeII àetà à l’α-ketoglutarate. E à ,àdesàp e ie sà t a au ào tàd’a o dà sugg à

que le facteur FTO puisse être une m6A-déméthylase (Jia et al., 2011). Ces travaux ont montré à 

partir de tests in vitro que la présence de FTO supprime les résidus m6A présents sur des cibles 

artificielles. De même, en cellules humaines la réduction de FTO par siRNA augmente de 23 % le 

contenu en m6A sur les ARNm alors que sa surexpression entraî eàu eàdi i utio àd’e i o à  % 

de m6A, suggérant son activité m6A-déméthylase in vivo. Néanmoins, cette fonction de FTO est 

encore débattue. Son od leàd’a tio àaà t àrécemment revu puis u’ilàsemble que les résidus m6A 

internes ne sont pas des cibles de FTO mais plutôt les résidus m6Am adjacents à la coiffe en 

extrémité ’à(Mauer et al., 2017). En effet, les sites m6A affectés dans des souris mutées pour FTO 

so tà ajo itai e e tàp o hesàdeàl’e t it à ’àce qui a orienté les auteurs de cette étude vers le 

fait que FTO déméthyle préférentiellement la m6Am. Dans cette optique, des tests in vitro ont 

o t à ueàpou àlaà eà ua tit àd’áRN,àilà àaà esoi àdeà àfoisà oi sàdeàFTOàpou àd th le à

un m6Am e àe t it à ’à ueàpou àu à 6A interne. De plus, la mutation de FTO dans des cellules 

embryonnaires de souris augmente le ratio m6Am:Am des ARNm sans affecter significativement le 

ratio m6A:A. Cette même étude a également mis en avant que les ARNm arborant une m6Am juste 

ap sàlaà oiffeàso tà oi sàsus epti lesà àl’a ti it àdeàde appi gàdeàDCP .àLeà 6Am confère donc un 

avantage pour la stabilité des transcrits et FTO régule le devenir des ARNm en participant à la 

déméthylation de ces résidus. Bien que ces travaux tendent à reconsidérer le rôle de FTO sur le 

m6A, la plupart des autres études sur FTO se sont concentrées sur des sites m6A internes et ont 

e e s àdesà a iatio sàdeà ua tit àe àl’a se eàdeàFTO.àCe iàpou aitàdo àsugg e à ueàFTOàagità

préférentiellement sur le m6Am mais aussi potentiellement dans un moindre effet sur le m6A 

interne.  

 À l’o igi e,àleàfa teu àFTOàestàsu toutà o uàpou àso àlie àa e àl’o sit à(Hess and Brüning, 

2014). En effet, chez les mammifères, la régulation du gène FTO conduit à des effets inverses sur 

l’ho ostasieà e g ti ueàetàlaà asseà o po elle.àLaà utatio àduàg eàFTOàda sàlaàsou isà duitàlaà

p iseà deà poidsà età l’o sit à e à aug e ta tà lesà d penses énergétiques mais entraîne en 

conséquence des retards développementaux et une augmentation de la mortalité postnatale 

(Fischer et al., 2009). À l’i e se,àlaàsu e p essio àdeàFTOàfa o iseàl’o sit àe àaug e ta tàlaàp iseà

de poids et notamment la masse graisseuse par une hausse de la prise de nourriture (Church et al., 
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2010).à Plusà e e t,à u à lie à di e tà aà puà t eà faità e t eà l’a ti it à d th laseà deà FTOà età

l’adipoge se.à E à effet,à e à di i ua tà laà th latio à sur des exons du transcrit RUNX1T1, FTO 

influence son épissage alternatif pour induire un isoforme favorisant la différenciation en tissus 

adipeux (Zhao et al., 2014). Deà faço à plusà s eà hezà l’ho e,à laà utatio à deà FTOà e t aî eà

également des retards développementaux postnatals associés à de multiples malformations 

(Boissel et al., 2009).àL’a ti it àdeàFTOàestà gale e tà i pli u eàda sàleà a e àoùàilà joueàu à leà

d’o og eà e à fa o isa tà laà supp essio à deà 6A sur certains transcrits clés (Li et al., 2016c). 

L’e se leà deà esà do esà d o t eà leà a a t eà esse tielà deà FTOà età pote tielle e tà deà laà

dynamique de méthylation dans le développement sans pouvoir distinguer pour le moment 

l’i pli atio à espe ti eàduà 6A ou du m6Am.   

 Le facteur ALKBH5 

 Chez les mammifères, parmi les 9 membres de la famille comprenant FTO et 8 ALKBH, le 

facteur ALKBH5 montre également une préférence de déméthylation pour les substrats m6A 

(Zheng et al., 2013). La du tio àd’e p essio àde ce facteur conduit notamment à une modeste 

hausse du m6A cellulaire de presque 10 % et la surexpression entraîne une diminution de m6A 

da sàlesàáRN àd’e i o à à%,àsuppo ta tàsaàfo tio àph siologi ueà omme m6A-déméthylase. À 

l’i e seàdeàFTO,à laà utatio àdeàáLKBH àaug e teà seule e tà leà i eauàdeà 6A et pas celui du 

m6Am (Mauer et al., 2017) ce qui supporte sa fonction déméthylase uniquement pour le m6A. 

Néanmoins, comme FTO, le facteur ALKBH5 est localisé au niveau de foci nucléaires suggérant que 

so à a ti it à s’op eà p i ipale e tà su à desà áRN à u l ai esà (Zheng et al., 2013). La mutation 

d’áLKBH àaug e teà l’e po tà u l ai eàdesàáRN àetà supposeà ueà laàd th latio àe e eàpa à

ALBKH5 favorise la rétention nucléaire des ARNm méthylés. Au niveau physiologique,  la mutation 

d’áLKBH à chez la souris entraîne des défauts de fertilité mâle en affectant les processus de 

spermatogénèse (Zheng et al., 2013).   

 Les données de littérature suggèrent que FTO et ALKBH5 catalysent leurs réactions de 

façon distincte sur le m6A, ce qui cohérent avec leur préférence de substrat (Figure 12-A). Les 

réactions oxydatives de FTO sont effectuées en deux phases distinctes sur le m6A qui génèrent un 

intermédiaire de réaction : le N6-hydroxyméthyladénosine (hm6A) et un autre produit final 

d’o datio , le N6-formyladenosine (f6A) (Fu et al., 2013). Curieusement, ces deux formes sont 

détectables in vivo et ont une demi- ieàd’e i o à àh,àsugg a tà u’ellesà ’e iste tàpasàseule e tà

sousàlaàfo eàd’i te diai esà ph es et pourraient intervenir dans la régulation des ARNm. À 

l’i e se,àáLKBH àd th leà leà 6áàdeàfaço àdi e teàsa sàg e àd’i termédiaires (Chen et al., 
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Figure 12 : Différence fonctionnelle et structurelle des facteurs FTO et ALKBH5

(A) Processus oxydatifs de déméthylation par les facteurs FTO et ALKBH5. Le facteur ALKBH5 déméthyle les

résidus N6-methyladénosines sans intermédiaire de réaction alors que les réactions catalysées par FTO se font en

deux étapes générant du N6-hydroxyméthyladénosine (hm6A) et du N6-formyladénine (f6A) par hydrolyse

supplémentaire. Inspiré de Fu et al., 2013. (B) Représentation de la structure tridimensionnelle des facteurs

ALKBH5 (gauche) et FTO (droite). Le site actif de liaison aux ions fer ferreux (Fe(II)) est entouré en vert. Deux

boucles essentielles participant à la discrimination des substrats entre ALKBH5 et FTO sont indiquées en rouge

(NRL1 : Nucleotide Recognition Loop 1) et bleu (NRL2). Modifié de Aik et al., 2014.
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2014).àPa àailleu s,àl’a ideà lof a i ueàaà t à o t à o eài hi iteu àsp ifi ueàdeàl’a ti it à

déméthylase de FTO sans modifier celle de ALKBH5 (Huang et al., 2015), attestant davantage que 

les deux agissent différemment. Au niveau structurel, les deux facteurs possèdent un site actif 

si ilai eàetà lassi ueàdesàp ot i esàálkBàdio g ases,à àsa oi àu à œu à atal ti ueàfo àpa àu eà

hélice-βàdou leà i à o pos e de 11 feuillets-βàetà àh li es-α (Aik et al., 2014; Chen et al., 2014; 

Xu et al., 2014a). Néanmoins, les deux se différencient par contre au niveau de la longueur de 

certaines structures en boucle proches des sites actifs qui sont déterminantes dans la 

reconnaissance des substrats (Figure 12-B). Le site actif de FTO possède également un équivalent 

de couvercle formé par 2 feuillets-β qui est absent chez ALKBH5 possédant un site actif en 

o fo atio àplusàou e te.àPuis ueàáLKBH à eàg eàpasàd’i te diai esàdeàd th latio ,àilàaà

t àp opos à ueàso àsiteàa tifàplusàe pos àt oig eàd’u eàa tio àplusàdi e te que FTO.  

 En résumé, le niveau de m6áà eàd pe dàdo àpasàseule e tàdeàl’a ti it àdu complexe de 

méthyltransférase mais également de facteurs à activité m6A-déméthylase. Bien que le rôle de 

FTO soit encore controversé, ce iàaàpe isàd’ la o e àu à o eptàclé dans le métabolisme de la 

th latio à áRN ,à à sa oi à laà otio à deà odifi atio à d a i ueà à l’o igi eà duà te eà

« épitranscriptomique ».    

IV – RÔLES BIOLOGIQUES DE LA MÉTHYLATION M6A 

IV.1 – Les rôles cellulaires 

 L’ide tifi atio à deà tousà esà fa teu sà ontrôlant le niveau de m6A des ARNm a permis 

d’ ta li àlesàp i ipalesàfo tio sàdeàlaà th latio .àAu niveau cellulaire, l’a tio àdeàlaà th latio à

eà seà li iteà pasà seule e tà au à áRN à puis u’elleà gale e tà i pli u eà da sà desà p o essusà deà

gulatio àd’áRNà o à oda tsà i lua tà laà iog seàdesà iáRNàoùàlaà th latio àdesàp i-miARN 

facilite leur maturation (Alarcón et al., 2015b, 2015a). De plus, la méthylation du long non codant 

XIST favorise la répression transcriptionnelle des gènes du chromosome X (Patil et al., 2016). 

Concernant les ARNm, la méthylation affecte de nombreuses étapes de leur régulation comme 

l’ pissage,àl’e po tà u l ai e,àlaàsta ilit àetàlaàt adu tio à Meyer & Jaffrey, 2017; Wu et al., 2017).  

 Deà o eu àt a au ào tàtoutàd’a o dàpe isàdeà elie àlaà th lation à un contrôle négatif 

de la stabilité des transcrits. Début 2014, un premier groupe a démontré en cellules humaines que 

laà th latio àestàdi e te e tà espo sa leàdeàlaàd g adatio àdeà illie sàdeàt a s itsàpa àl’a tio à

d’u àle teu àdi e tà(Wang et al., 2014b) (Voir partie V.1.2). Les études des mutants « knockdown » 
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desà th lasesàdeà a if esào tà gale e tàillust à u’a e àlaàdi i utio àdeàlaà th latio ,àlesà

transcrits cibles de METTL3 et METTL14 sont plus stables témoignant que la méthylation accélère 

leur dégradation (Batista et al., 2014; Wang et al., 2014c). De façon générale, les transcrits 

méthylés sont associés à une demi-vie plus courte démontrant que la méthylation est une marque 

favorisant le catabolisme des ARNm.  

 Plusieurs études ont ensuite proposé que la méthylation pourrait influencer les 

a is esàd’ pissageàalte atifs (Yang et al., 2015).àToutàd’a o d,à lesàfa teu sàduà o ple eàdeà

th latio àai sià ueàlesàd th lasesàso tà olo alis sàda sàdesàfo ià u l ai esàoùàs’a u ule tà

gale e tà desà fa teu sà d’ pissage,à supposa tà u à lie à e t eà l’i stallatio à deà laà th latio à età

l’ pissageà (Liu et al., 2014). Ensuite, les données de méthylome ont souligné que la méthylation 

està plusà a o da teà da sà lesà g esà poss da tà plusieu sà a ia tsà d’ pissagesà pa à apport à ceux 

codant un seul transcrit (Dominissini et al., 2012). De même, par mutation du facteur FTO, 

l’aug e tatio àduà i eauàdeà 6áàse leà fa o ise à l’i lusio àdesàe o sàpou à lesà t a s itsàa e à

plusieu sà a ia tsà d’ pissagesà (Zhao et al., 2014). Sur ces transcrits, il a été proposé que la 

th latio àfa iliteàleà e ute e tàduàfa teu àd’ pissageà“R“F à “e i eàa dàa gi i e-Rich Splicing 

Fa to à à uià fa o iseà l’ pissageà o stitutifà i lusio à desà e o s à età i hi eà l’ pissageà alte atifà

(exclusion des exons). Cependant, des données plus récentes obtenues en lignées cellulaires 

o t e tà ueàl’a se eàdeà th latio àp o o u eàpa àu àk o kdo àdeàMETTL à eà odifieà ueà

t sà peuà lesà p ofilsà d’ pissageà alte atifsà (Ke et al., 2017). En analysant tous les exons internes 

o stitutifsà desà t a s itsà po ta tà deà laà th latio ,à au u eà diff e eà sig ifi ati eà d’ pissage 

’estàappa ueàda sàleà uta tàMETTL .àPa àailleu s,àe i o à  000 transcrits ont été identifiés pour 

a oi àdesàsitesàdeà th latio àda sàdesàe o sài te esàalte atifsà aisàl’i lusio àouàl’e lusio àdeà

ces exons est affectée dans seulement 5 % des transc itsàe à l’a se eàdeàMETTL .àCesàdo esà

sugg e tàdo à ueàglo ale e tà laà th latio à ’aàpasàd’i pa tàsu à l’ pissageà o stitutifàetàu à

i pa tàt sà i eu àsu àl’ pissageàalte atif,à eà uiàsugg eà ueàseulsà e tai sàt a s itsàsp ifi uesà

sont concernés.  

 La méthylation influence également la traduction des ARNm. En cellules humaines, il a été 

d o t à u’u àlecteur direct est capable de stimuler la traduction des ARNm méthylés (Wang et 

al., 2015) (voir partie V.1.2). Chez la levure, les ARNm en cours de traduction dans les polysomes 

pendant la méiose sont enrichis en m6A par rapport aux ARNm non traduits, suggérant un rôle 

positifàpou àl’e gage e tàt adu tio elà(Bodi et al., 2015). Malgré ce rôle positif, des données en 

ellulesàhu ai esà o t e tà ueàlaà th latio àse leà ale ti àl’ lo gatio àdesà i oso esà(Choi et 
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al., 2016).àE àeffet,àlaàp se eàd’u à 6A dans un ARNm retarde légèrement le décodage du codon 

pa à l’áRNtà asso i à età duità laà d a i ueà deà le tu eà desà i oso es.à La présence de transcrits 

méthylés dans les fractions des polysomes pourrait donc être également une conséquence de ce 

ale tisse e tà d’ lo gatio à oùà u à plusà g a dà o re de ribosomes serait assemblé sur ces 

ARNm.   

IV.2 – Les rôles physiologiques  

 Au niveau physiologique, la méthylation contribue à de nombreux processus incluant par 

exemple laà gulatio àdeà l’ho logeà i adie eà hezà lesà a if esàe à gula tà l’e p ession de 

certains gènes clés (Fustin et al., 2013). Plusieurs travaux ont également démontré que la 

méthylation des ARN viraux incluant HIV-1 favo iseà l’i fe tio à i aleà pou à e ueàKennedy et al., 

2017). De façon générale, la méthylation chez les eucaryotes est nécessaire aux processus de 

développement, de différenciation cellulaire et de reproduction (Figure 13). Certains mécanismes 

ont notamment été reliés aux impacts cellulaires de la méthylation.  

Par exemple, le rôle de la méthylation sur la stabilité des transcrits est primordial dans les 

transitions développementales et les processus de différenciation cellulaire où les programmes 

transcriptionnels sont rapidement modifiés (Aguilo & Walsh, 2017). Dans des cellules souches 

embryonnaires de mammifères, une première étude a montré que la mutation de METTL3 ou 

METTL14 diminue le taux de prolifération cellulaire en affectant à la baisse la stabilité de certains 

transcrits codant des facteurs de pluripotence (Wang et al., 2014c).àLaà th latio àaàdo àd’a o dà

t àp opos eà o eà essai eàauà ai tie àdeà laàplu ipote eàetàdeà l’auto-renouvèlement des 

cellules souches. Néanmoins, ce modèle a très vite été contredit par les travaux de plusieurs 

autres groupes. Des résultats opposés ont montré que la méthylation installée par METTL3 facilite 

les mécanismes de différenciation cellulaire en déstabilisant des dizaines de transcrits codant des 

facteurs clés du maintien de la pluripotence (NANOG, MYC, LIN28… .à“a sàlaàdéstabilisation de ces 

facteurs, les mécanismes de différenciation sont inhibés et les cellules restent dans un état « naïf » 

pluripotent (Batista et al., 2014; Geula et al., 2015). Dans ce modèle, le facteur ZFP217 (zinc finger 

protein 217) a été impliqué dans le maintien de la pluripotence (Aguilo et al., 2015). Précisément, 

da sàlesà ellulesàplu ipote tes,à)FP às uest eàMETTL àpou ài hi e àl’i stallatio àdeà 6A sur les 

transcrits clés de la pluripotence. Ces transcrits sont alors moins dégradés ce qui entraîne le 

ai tie àdeàlaàplu ipote eà ellulai e.àâàl’i e se,àa e àlaàdi i utio àdeàlaà ua tit àdeà)FP ,àlaà

méthylation est davantage installée et accélère le catabolisme de ces transcrits ce qui favorise la 

diff e iatio à ellulai e.à L’a tion de la méthylation dans les transitions développementales 
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Figure 13 : Impacts physiologiques de la méthylation m6A des ARNm

Le niveau de m6A est dynamiquement contrôlé par le complexe de méthylation (METTL3, METTL14, WTAP,

KIAA1429 et RBM15/15B) et les facteurs déméthylases (ALKBH5 et FTO), et affecte de nombreux processus

biologiques. Inspiré de Aguilo & Walsh (2017).
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semble être une caractéristique évolutivement conservée. En effet, la méthylation est également 

impliquée dans la transition maternelle-zygote chez le poisson zèbre (Zhao et al., 2017) et la souris 

(Ivanova et al., 2017). Dans les deux cas, la méthylation des ARNm maternelles contribue à faciliter 

leur dégradation et à enclencher le programme propre aux cellules zygotiques.  

 Bie à ueàl’i pa tàdeàlaà th latio àsu àl’ pissageàalte atifàaà t à o t à omme mineur, 

u àe e pleàp isàestà o uà hezàlaà ou heàoùàlaà th latio à o t leà l’ pissageàd’u àt a s ità

i pli u à da sà leà d te i is eà se uel.à T oisà tudesà o tà illust à u’e à plusà deà p se te à desà

défauts développementaux et comportementaux, les mouches mutées pour le facteur IME4 

(orthologue de METTL3) affichent un biais sexuel vers les individus mâles (Lence et al., 2016; 

Haussmann et al., 2016; Kan et al., 2017).à Cesà diff e esà s’e pli ue tà ota e tà pa à u eà

gulatio à deà l’ pissageà alte atifà duà t a s ità Sxl (Sex lethal factor) qui est requis pour le 

d te i is eà duà se eà fe elleà età leà dosageà pa à o pe satio à deà l’a ti it à desà h o oso esà

sexuels chez les mâles. Chez les mâles justement ce transcrit contient un exon interne 

supplémentaire qui possède un codon stop prématuré alors que chez les femelles cet exon est 

exclu. Il a ainsi été démontré que des sites de méthylation sont présents dans les introns de ce 

t a s ità età fa o ise tà l’e lusio à deà l’e o à fa ilita tà laà diff e iatio à fe elle.à Cesà t a au à

soutiennent donc un lien entre la méthylation et la régulation de gènes liés au sexe. De même, 

hezà lesà a if es,à laà th latio à està essai eà à laà spe atog se.à L’aug e tatio à duà

niveau de m6A engendrée par la mutation du facteur ALKBH5 conduit à un défaut de fertilité chez 

les sou isàe à aiso àd’ e e tsàd’apoptosesàplusàf ue tà hezàlesàspe ato tesà(Zheng et al., 

2013). Étonnamment, la diminution du niveau de m6A par la mutation de METTL3 conduit 

également à un défaut de fertilité mâle supposant une régulation précise du niveau de m6A dans 

la spermatogénèse (Xu et al., 2017).à L’a se eà deà METTL à o duità à laà d gulatio à deà

l’e p essio àdeàdizai esàdeàt a s its impliqués dans le cycle cellulaire et la méiose, ce qui bloque 

lesà a is esàdeàdiff e iatio àdesà ellulesà spe ati ues.à E àplusàd’i flue e à laà sta ilit à deà

esàt a s its,àdeà o eu à e e tsàd’ pissagesàalte atifsàso tàaussiàaffe t sàda sàdesàgènes 

l sà deà laà spe atog se,à e fo ça tà e o eà u eà foisà leà lie à e t eà laà gulatio à deà l’ pissageà

dépendante de la méthylation de certains transcrits et les processus de reproduction.   

IV.3 – Les rôles moléculaires  

  Au niveau moléculaire, la conséquence majeure de la méthylation est d’i flue e à le 

recrutement de p ot i esàdeàliaiso à à l’áRN qui vont affecter le devenir des ARNm méthylés. Ce 

odeàd’a tio àpeutàtoutàd’a o dà t eài di e tàe àaffe ta tà laàsta ilit àdeàst u tu esàse o dai es,à
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qui va faciliter la liaison de certains facteurs. En effet, structurellement, la méthylation m6A est 

i stall eàsu àu eàpositio à uiàpa ti ipeà àl’appa ie e tàdesà u l otidesàsu àlaàfa eàWatso àetàC i k.à

Da sàleà o te teàd’u àappa ie e tàdou leà i ,à etteàposition N6 est directement impliquée dans 

les liaisons hydrogènes avec le résidu U complémentaire. La méthylation déposée sur cette 

positio àdesàad osi esàdi i ueàlaàsta ilit àdeàl’appa ie e tà eà uià duitàlaàfo atio àdeàduple à

ARN (Roost et al., 2015). Ainsi, ceci explique le fait que la m6A est préférentiellement détectée sur 

des régions de transcrits non structurées (Schwartz et al., 2013; Spitale et al., 2015). Il a ainsi été 

proposé que la méthylation des ARNm agisse comme un interrupteur (« m6A-switch ») pour les 

interactions ARN-protéines en ouvrant les structures secondaires. La déstabilisation de certaines 

structures en tiges boucles permet notamment de favoriser le recrutement des facteurs HNRNPC 

(Liu et al., 2015) et HNRNPG (Liu et al., 2017) ce qui influe eàl’ pissageàdeà esà i les.à In vivo, ce 

sont des milliers de sites de m6A-switch qui ont pu être identifiés ce qui propose que la 

méthylation puisse influencer le recrutement de facteurs HNRNP sur de multiples transcrits.  

 D’aut eàpa t,àlaà th latio àpeutà gale e tà odifie àl’affi it àdeà e tai esàp ot i esàRBPà

su à lesàáRN .àR e e t,àu àg oupeàaà ide tifi à l’e se leàdesàp ot i esàd’i te a tio àauà 6A 

dans plusieurs types de cellules (humaines et souris) et compartiments subcellulaires (Edupuganti 

et al., 2017). Parmi les facteurs identifiés, certains présentent une affinité plus importante pour les 

transcrits méthylés incluant des HNRNP et le facteur FRM1 (Fragile X  Mental Retardation 1) (voir 

pa tieàV. .àâà l’i e se,àd’aut esàfa teu sàfi e tàp f e tielle e tàu àáRNà o à th l à i lua tà

G3BP1 et G3BP2, deux acteurs qui augmentent la stabilité de leurs cibles. La répulsion de ces 

protéines sur les ARNm méthylés pourrait donc également contribuer au rôle négatif sur la 

stabilité exercé par la méthylation.  

 Finalement, la méthylation peut être directement liée par des protéines qualifiées de 

lecteurs. De façon robuste, les travaux menés par Edupuganti et al. (2017) ont pu démontrer que 

les protéines à domaine YTH sont les lecteurs majoritaires de la méthylation des ARNm.  

V – LES PROTÉINES DE LIAISON À LA MÉTHYLATION M6A 

 La méthylation est contrôlée par le complexe de méthylation et les facteurs déméthylases 

età se tà p i ipale e tà à i flue e à laà liaiso à deà p ot i esà sp ifi uesà su à l’áRN .à Parmi ces 

protéines, les protéines à domaine YTH sont les plus documentées à ce jour comme des lecteurs 

directs. Leur étude, principalement chez les mammifères, a ainsi permis d’e pli ue àplusàe àd tailsà
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leà leàdeàlaà th latio àda sàlaàsta ilit àdesàt a s its,àl’ pissageà aisà gale e tàda sàleà o t leà

de la traduction.   

V.1 – Les protéines à domaine YTH  

V.1.1 – Structure des protéines à domaine YTH  

 Le domaine YTH (YT521-B Homology) est un domaine très conservé chez les eucaryotes et 

a été défini avec une taille de 100 à 180 résidus selon les organismes. Ce domaine a été déterminé 

par homologie avec le domaine caractéristique de YT521-Bà aujou d’huià o uà sousà leà o à deà

YTHDC1 (Stoilov et al., 2002). Au niveau structurel, il possède généralement un enchainement de 4 

hélices-αàetà6 feuillets-β avec une grande conservation de résidus aromatiques dans les feuillets-β,à

appela tà laà o fo atio àdesàdo ai esàRRMàdeà liaiso à à l’áRN. Il a d’a o dàété montré que le 

domaine YTH lie des ARN simple brin in vitro avec une préférence de liaison sur une séquence 

dégénérée (Zhang et al., 2010). La fonction du domaine YTH a par la suite été précisée comme 

étant un domaine évolutivement conservé de liaison aux résidus m6A des ARN. À l’heu eàa tuelle,à

au u àaut eàdo ai eà ’està o uàpou à e pli à etteàfo tio . 

 Chez les mammifères où les fonctions des protéines à domaine YTH sont les plus 

documentées, 5 de ces facteurs sont codées par le génome : YTHDF1 à 3 (YTH Domain Family 

protein) et YTHDC1 et 2 (YTH Domain Containing protein). Au niveau des structures, YTHDF1, 2 et 

3 sont relativement similaires avec le domaine YTH présent en extrémité C-terminale et la 

présence en N-terminale de régions de faible complexité riches en résidus proline/glycine/ 

asparagine (P/Q/N). YTHDC1 possède par contre un domaine YTH en position centrale avec une 

région riche en acide glutamique en N-terminale. Finalement, YTHDC2 est la plus complexe et 

poss deàd’aut esàdo ai esà àa ti it àh li aseà Figure 14-A). Au vu des distinctions, les protéines à 

domaine YTH ont été classées en deux types s’appa e ta tàsoitàau àYTHDFàsoitàau àYTHDC.àDans la 

première recherche de protéine de liaison aux résidus m6A, YTHDF2 et YTHDF3 ont pu être 

retrouvées en interaction spécifique avec une cible méthylée plutôt que non méthylée 

(Dominissini et al., 2012). Par la suite, la capacité de liaison aux m6A a pu être confirmée pour les 

3autres protéines à domaine YTH des mammifères à l’aideàd’a al sesà in vitro d’affi it àa e àdesà

cibles méthylées,à d’expériences de gel retard ou encore par la résolution de leur structure 

tridimensionnelle en interaction avec un ARN méthylé.   

 La structure du domaine YTH en complexe avec un ARN méthylé a ainsi été résolue pour 

plusieurs protéines à domaine YTH dont les deux protéines humaines YTHDC1 (Xu et al., 2014b) et 
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Figure 14 : Modalité d’i te a tio des protéines à domaine YTH avec les ARNm méthylés
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de YTHDC1 en association avec un oligonucléotide GG(m6A)CU coloré en bâtonnets jaunes et rouges. Modifié de

Xu et al., 2014b. (C) Structure tridimensionnelle de YTHDF2 et du site de liaison à la méthylation. La poche

aromatique de liaison est principalement formée par trois tryptophanes qui établissent les contacts directs avec le

m6A. Modifié de Zhu et al., 2014. (D) Alignement des séquences protéiques du site de liaison à la méthylation de

certaines protéines à domaine YTH d’eu a otes. Les résidus hydrophobes sont colorés en violet clair et ceux
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résidus impliqués dans la liaison à la méthylation sont pointés par une flèche. Modifié de Theler et al., 2014.
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YTHDF2 (Zhu et al., 2014), la protéine PHO92/MRB1 de levure S. cerevisiae (Xu et al., 2015), le 

facteur MRB1 de la levure Zygosaccharomyces rouxii (Luo & Tong, 2014) ou encore la protéine 

YTHDC1 (YT521-B) de rat (Theler et al., 2014). Toutes cesà tudesà s’a o de tà àmontrer que le 

odeàd’i te a tio àduàdo ai eàYTHàa e àu àáRNà th l àestàe t e e tà o se .àL’áRNàestà

contacté par une surface hautement positive (Figure 14-B) et le résidu N6-méthyladénosine 

s’i o po eàda sàu eàpo heàdeàliaiso àhydrophobe formée par des résidus aromatiques conservés. 

Bien que plusieurs résidus hydrophobes soient impliqués dans la formation de cette cage de 

liaison, trois tryptophanes ont été montrés comme essentiels dans les contacts directs avec 

l’ad osi eà th l e (Figure 14-C). En effet, la mutation de ces tryptophanes en résidus non 

aromatiques inhibe drastiquement la liaison aux ARN méthylés sans influencer la structure 

générale du domaine. Ces tryptophanes sont très conservés dans les protéines à domaine YTH 

sugg a tàu à odeàd’i te a tio àsimilaire chez les eucaryotes (Figure 14-D). À noter que dans les 

protéines de type YTHDC, un des trois tryptophanes est muté en leucine mais le mode de liaison et 

l’affi it à pou  la m6A est relativement similaire. L’affi it à duà do ai eà YTHà pou à sesà i lesà

méthylées a été définie par un Kd o sta teàd’affi it àde 1 à 2 µM (Xu et al., 2014b, 2015; Zhu et 

al., 2014). Des travaux ont également suggéré que le domaine YTH puisse lier des ARN non 

méthylés mais dans une affinité au moins 50 fois plus faible u’u eà i leà th l e (Theler et al., 

2014). De plus, hormis les trois tryptophanes contactant la méthylation,à d’aut esà sidusà so tà

impliqués dans des liaisons avec les nucléotides voisins du m6áà pe ette tà d’e pli ue à laà

p f e eà d’i stallatio à deà laà th latio à su à laà s ue eà o se susà DRáCH. Néanmoins, en 

testant plusieurs combinaisons de cette séquence,àau u eàp f e eàsig ifi ati eà ’estàappa ueà

pour la fixation du domaine YTH sur un type particulier de séquence primaire (Xu et al., 2015) 

comme GAC ou AAC qui apparaît dans 70 % et 30 % des sites de m6A respectivement. De même, 

lesàsitesàdeàliaiso à àl’ helleàduàt a s ipto eàdesà àp ot i esà àdo ai eàYTHàdeà a if esà eà

montrent pas de préférence pour un G ou un A juste avant les m6A (Patil et al., 2016).  

 Lesàe p ie esàd’affi it àdesàdo ai esàYTH a e àu eà i leà th l eào tàpe isàd’ ta li à

desà o sta tesàd’affi it àKd deàl’o d eàduàµMà eà uiàest néanmoins une affinité relativement faible 

pa à appo tà àd’aut esàdo ai esàdeàliaiso  aux acides nucléiques. En effet, cette affinité est bien 

inférieure au àdo ai esàRRMàouàPUFà uiàfi e tàdesàs ue esàáRNàda sàu eàaffi it àdeàl’o d eàduà

nM voire inférieure (Chen & Varani, 2013).àCe iàlaisseàsuppose à ueàl’i te a tio àe t eàleàdo ai eà

YTH et les ARNm m th l sà essiteàp o a le e tà d’aut esà fa teu sà uià aide tà à ai te i à lesà

complexes entre ces protéines lectrices et les ARNm.  
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V.1.2 – Rôle des protéines à domaine YTH chez les mammifères  

 À ce jour, les rôles des protéines à domaine YTH ont été presque exclusivement étudiés 

chez les mammifères en cellules humaines ou chez la souris (YTHDC2). Les fonctions des 5 facteurs 

(YTHDF1-3 et YTHDC1-2) ont été établies dans des étapes de régulation post-transcriptionnelle. 

Les YTHDF et YTHDC présentent des différences de localisations subcellulaires puisque les trois 

YTHDF sont majoritairement cytoplasmiques, YTHDC1 est nucléaire et YTHDC2 semble remplir des 

fonctions cytoplasmiques.  

 Le facteur YTHDF2 

 Leàp e ie à leàd’u eàp ot i eà àdo ai eàYTHàsu àlaàrégulation des ARNm méthylés a été 

do u e t àpa àl’ tudeàdeàYTHDF .àIlàaàai sià t à o t à ueà eàfa teu àestàdi e te e tài pli u à

dans le contrôle de la stabilité des transcrits porteurs de m6A (Wang et al., 2014b). En combinant 

une approche de PAR-CLIP (Photoactivable ribonucleoside crosslinking and immunoprecipitation) 

et de RIP-seq (RNA of immunoprecipitated ribonucleoprotein complex), les auteurs de cette étude 

ont pu identifier de façon robuste, 1 277 transcrits cibles de YTHDF2. E àl’a se eàdeàYTHDF ,à esà

transcrits ont une demi-vie prolongée par rapport à des transcrits non cibles, proposant que 

YTHDF2 favorise leur dégradation. De plus, YTHDF2 est uniquement retrouvée en interaction avec 

des ARNm non associés aux ribosomes et se localise dans les p-bodies où les auteurs proposent 

u’elleà à elo aliseàsesà i lesàpou à fa ilite à leu àd g adatio .à L’e t it àN-terminale de YTHDF2 

est essentielle à la déstabilisation des transcrits puisque la région présente, riche en résidus 

P/Q/N, est responsable de son agrégation dans les p-bodies. L’ad essageàdeàlaà gio àN-terminale 

de YTHDF2 sur un ARNm rapporteur suffit à induire sa dégradation alors que le domaine YTH seul 

’està pasà suffisa t. Pa à laà suite,à leà a is eà deà YTHDF à aà t à p is à puis u’ilà aà t à o t à

u’elleà e uteà leà o ple eà deà d ad latio à CCR -NOT sur ses cibles (Du et al., 2016). En 

interagissant de façon directe avec CNOT1, YTHDF2 induit la déadénylation de ses cibles méthylés. 

Encore une fois, la région N-terminale de YTHDF2 est suffisante pour induire le processus de 

d ad latio àpuis u’elleà o tie tàlaà gio àd’i te a tio àa e àCNOT .àCu ieuse e t,àlesàp e ie sà

t a au àdeàWa gàetàalà à ’a aitàpasà o t àd’effetàdeàYTHDF àsu àleàtau àdeàd ad lation 

mais seulement un ARNm rapporteur avait été utilisé pouvant expliquer un effet moindre. En 

résumé, ces travaux sur YTHDF2 ont permis de démontrer que le domaine YTH a pour fonction 

unique de cibler les transcrits méthylés alors que la région N-terminale de YTHDF2 sert 

essentielle e tà à e ute àd’aut esà fa teu sàouà gule à saà lo alisatio à su ellulai e.àDeàplus,à esà
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études ont ainsi permis de proposer un moyen de la régulation négative des transcrits opérée par 

la méthylation a e àl’i te e tio àdeàYTHDF .à 

 Il a été montré queàYTHDF àestà gul eàdeàfaço àe dog eàpa àleà iaisàd’u à i o-ARN. En 

effet, la quantité du transcrit YTHDF2 est contrôlée par le miR- à uiàlieàu àsiteàda sàlaà gio à ’-

UTR de YTHDF2 (Yang et al., 2017b). La surexpression de ce miARN diminue la quantité de YTHDF2 

de façon dose-dépendante et par conséquence, le niveau de stabilité des cibles de YTHDF2 

aug e te.à âà l’i e se,à l’i hi ition de miR-145 diminue significativement le niveau de m6A 

ellulai eàetàs’e pli ueàpa àu eàaug e tatio àdeàlaà ua tit àdeàYTHDF à uiàsti uleàda a tageàlaà

dégradation des transcrits méthylés. Ce mécanisme est proposé comme une voie de contrôle sur 

l’a ti ité de YTHDF2.  

 Le facteur YTHDF1 

 À l’i e seà deà YTHDF à uià agità da sà laà d sta ilisatio à desà t a s itsà th l s,à le facteur 

YTHDF1 favorise leur traduction sans affecter leur stabilité (Wang et al., 2015). De la même façon 

que pour YTHDF2, près de 1 260 transcrits cibles de YTHDF1 ont été définis par PAR-CLIP et RIP-

seq. áuà t a e sà d’u eà approche de ribosome profiling, il a été montré que la réduction 

d’e p essio à deà YTHDF à pa à siRNA conduit à une diminution significative du chargement des 

ribosomes sur ses cibles et affecte négativement leur efficacité de traduction. L’ide tifi atio àdesà

parte ai esà p ot i uesà deà YTHDF à aà o t à u’elleà i te agità a e à deà o eu à fa teu sà de 

l’i itiatio àde traduction dont des dizaines de protéines riboso alesà età desà fa teu sà d’i itiatio à

eIF3. Ces données ont ainsi montré que YTHDF1 facilite la traduction de ses cibles méthylées en 

o ta ta tàdesàfa teu sàd’i itiatio àdeàt adu tio . Comme pour YTHDF2, la partie N-terminale de 

YTHDF1 est esse tielleà àso à leàpuis u’elleàestàsuffisante pour induire un effet stimulateur sur 

l’i itiatio à deà t adu tio .à Curieusement, bien que ce rôle soit différent de YTHDF2, les deux 

lecteurs YTHDF1 et 2 partagent près de 50 % de cibles communes. De même, d’aut esàdonnées 

concernant les sitesàdeàliaiso àdesàYTHDFà àl’ helleàduàt a s ipto eàsugg e tà u’ellesàpa tage tà

principalement les mêmes sites m6A dans les ARNm (Patil et al., 2016).àái si,àe o eàaujou d’huiàilà

estàdiffi ileàd’e pli ue à laàdiff e eàdesà fo tio sàe t eà esàdeu à le teu s,àd’auta tàplusà ueà les 

parties N-terminales de YTHDF1 et YTHDF2 partagent près de 55 %àd’ide tit  mais qui pourtant 

attirent des partenaires protéiques différents et induisent des effets distincts sur les transcrits 

méthylés. Avec une approche de cinétique après un marquage des ARN (Wang et al., 2015), un 

modèle a néanmoins émergé proposant que dans un premier temps les transcrits méthylés soient 
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liés par YTHDF1 pour être plus facilement traduits puis dans un second temps par YTHDF2 pour 

être dégradés (Figure 15).   

 Le facteur YTHDF3 

 Cette vision a également été confortéeàa e àl’ tudeàdeàYTHDF à uiàsemble coopérer avec 

YTHDF1 et YTHDF2 dans le cytoplasme. Sur le même principe, 1 239 transcrits cibles de YTHDF3 

ont été identifiées avec 50 % qui sont aussi des cibles de YTHDF1 ou YTHDF2 et près de 30 % qui 

sont communs aux trois facteurs (Shi et al., 2017). Comme YTHDF1, le facteur YTHDF3 interagit 

avec de nombreuses sous-u it sà i oso alesà età l’effi a it à deà t adu tio à deà sesà i lesà di i ueà

lorsque YTHDF3 est éteint par siRNA (Li et al., 2017; Shi et al., 2017).àN a oi sàl’effetàdeàYTHDF à

est moins prononcé que celui de YTHDF1, suggérant que YTHDF3 agit plutôt en coopération avec 

ce dernier.àL’h poth seàdeà oop atio àe t eàlesàle teu s a été renforcée par le fait que les trois 

lecteurs interagissent entre-eux sa sà essit à d’áRNà donc probablement directe. De plus, la 

mutation de YTHDF3 diminue la spécificité de liaison de YTHDF1 et 2 sur leurs cibles méthylées, 

suggérant que YTHDF3 participe à la sélection des cibles des deux autres lecteurs de méthylation. 

Co eàYTHDF ,à l’a se eàdeàYTHDF àaug e teà leà i eauàdeà 6A cellulaire, suggérant son rôle 

dans la déstabilisation des ARNm méthylés. Par marquage des ARN, il a été montré que YTHDF3 lie 

de façon plus précoce les ARNm méthylés par rapport à YTHDF1 qui elle-même lie les cibles avant 

YTHDF2. L’e se leà deà esà do esà aà do à pe isà deà p opose à ueà lesà p ot i esà YTHDFà

coopèrent dans le cytoplasme pour accélérer le métabolisme des transcrits méthylés (Figure 15). 

 Le facteur YTHDC1 

 Le facteur YTHDC1 apparaît nucléaire et son rôle aà t àd o t àda sàl’ pissageàdesàáRN à

méthylés. “aàfo tio àda sàlaà gulatio àdeàl’ pissageàalte atifà taitàd j à o ueàavant même de 

démontrer sa capacité de liaison au m6A (Rafalska et al., 2004). Le lien avec la méthylation a 

ensuite été exploré pour montrer ueà YTHDC à fa o iseà l’i lusio à desà e o sà desà p -ARNm 

méthylés (Xiao et al., 2016). En interagissant avec ses cibles, YTHDC1 recrute le fa teu àd’ pissageà

SRSF3 qui facilite la reconnaissance des exons et leur inclusion. À l’i e se,à YTHDC à i hi eà laà

fo tio àdeà“R“F à uiàfa iliteàl’e lusio àdesàe o s.àYTHDC1 favorise ainsi la localisation de SRSF3 

da sàlesàfo ià u l ai esàdeàl’ pissageàtoutàe à lo ua tàl’a u ulatio àdeà“R“F àda sà esà esà

foci. Ces données corrèlent avec des travaux précédents montrant que la méthylation favorise 

l’i lusio àdesàe o sà (Zhao et al., 2014). Néanmoins, puisque globalement la méthylation affecte 

t sà peuà d’ e e tsà d’ pissageà alte atifsà (Ke et al., 2017),à elaà supposeà ueà l’i pa tà deà

YTHDC àestà i o itai eàouà u’elleàaàu à o eà duitàdeà i lesàda sàlaà ellule.àAu-delà de son rôle 



 

71 

da sàl’ pissageàdesàáRN ,àYTHDC àlieà gale e tàu eà i o it àd’áRN non codants dont XIST qui 

est impliqué dans laà p essio àd’e p essio àd’u à h o oso eàX (Patil et al., 2016). En effet, après 

ueà RBM /RBM Bà e uteà leà o ple eà deà th latio à su à l’áRNà XIST pour y installer des 

dizaines de m6á,à ’estàu i ue e tàleàle teu àYTHDC à uiàlieàXIST. E àl’a se eàdeà 6A tout comme 

e à l’a se eà deà YTHDC ,à la répression du chromosome X exercée par l’áRNà XIST diminue. Le 

a is eà d’a tio àdeà YTHDC àpou à i dui eà etteà p essio à t a s iptio elleà està encore peu 

connu mais parmi les partenaires protéiques de YTHDC1, de nombreux facteurs épigénétiques ont 

été identifiés comme des membres du complexe Polycomb. Cette découverte a permis de 

proposer pour la première fois un lien entre une modification épitranscriptomique et les 

régulations épigénétiques.  

 Le facteur YTHDC2 

 Une première étude sur des cellules cancéreuses a suggéré que YTHDC2 facilite le 

d eloppe e tà desà tastasesà e à sti ula tà laà t adu tio à d’áRNà o og esà o eà HIF-1α 

(Tanabe et al., 2016). N a oi sà etteàfo tio à ’aàpasà t à o l eàa e àsaà apa it àdeàle teu àdeà

m6A. Plus récemment, il a été démontré chez la souris que YTHDC2 augmente à laàfoisàl’effi a it à

de traduction de ses cibles méthylés et stimule leur dégradation (Hsu et al., 2017).àE àl’a se eàdeà

YTHDC2, ces transcrits sont ainsi moins traduits et plus abondants. Au vu de ces effets, il est 

e o eà diffi ileà d’e pli ue à o e tà YTHDC à peutà agi à da sà deu à oiesà deà gulatio à ie à

distinctes. Néanmoins, l’identification desàpa te ai esàdeàYTHDC àaà o t à u’elleà i te agitàa e à

desàfa teu sài pli u sàda sàl’i itiatio àde traduction comme des protéines ribosomales mais aussi 

des facteurs des voies de dégradation comme XRN1 et XRN2 ou certains acteurs du mécanisme de 

« Non-sens mediated decay » comme UPF1. Au final, ces travaux proposent que les fonctions de 

YTHDC2 sont partiellement redondantes avec les autres YTHDF cytoplasmiques en participant à la 

fois dans la stimulation de traduction mais aussi dans la déstabilisation des ARNm méthylés. À 

noter que la localisation subcellulai eàdeàlaàp ot i eà ’aàpasà t à tudi e mais les effets de YTHDC2 

sur les transcrits méthylés ainsi que ses partenaires l’orientent vers une localisation 

cytoplasmique.  

 En résumé, l’ tudeà desà p ot i esà à do ai eà YTHà o eà les lecteurs directs de m6A a 

permis de mieux comprendre le rôle de la méthylation dans la régulation post-transcriptionnelle 

des ARNm. Au vu des localisations subcellulaires des lecteurs et de la préférence de cibles (ARN 

non codants et pré-ARNm pour YTHDC1), on constate que la méthylation affecte les ARNm tout au 

long de leur vie (Figure 15). Ainsi, les ARNm méthylés sont dans un premier temps liés par YTHDC1 
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uià guleà lesà a is esàd’ pissageàalte atifsàda sà leà o auàetà fa o iseà l’i lusio àdesàe o s.à

Une fois dans le cytoplasme, ils sont ensuite liés par YTHDF1 et YTHDF3 pour être plus facilement 

traduits puis finalement par YTHDF2 qui va stimuler leur déadénylation et faciliter leur 

dégradation dans les p-bodies. Au vu des données actuelles sur YTHDC2, ses fonctions seraient 

similaires aux YTHDF ce qui placerait ce lecteur dans le cytoplasme pour réguler à la fois la 

traduction et la dégradation des ARNm méthylés.  

V.1.3 – Rôle des protéines à domaine YTH en dehors des mammifères  

 En dehors des mammifères, le rôle des protéines à domaine YTH est peu connu et seules 

quelques-unes ont été étudiées chez le poisson zèbre, les levures et la mouche.  

Chez le poisson Danio rerio, ie à u’ilàe isteàauta tàd’ho ologuesàdeàp ot i esà àdo ai eà

YTH que chez les mammifères, seule la fonction de Ythdf2 a été récemment étudiée.  Ce lecteur 

favorise la transition développementale du zygote en facilitant la dégradation de transcrits 

maternels méthylés (Zhao et al., 2017). Son rôle apparaît donc similaire à YTHDF2 des mammifères 

qui est aussi impliquée dans le contrôle de la stabilité des transcrits méthylés de façon générale 

mais aussi dans le contrôle de la transition maternelle à zygote (Ivanova et al., 2017).  

 Chez la levure bourgeonnante Saccharomyces cerevisiae, une seule protéine à domaine 

YTH est codée par le génome qui est Pho92p (Phosphate metabolism factor 92) aussi connue sous 

le nom de Mrb1 (Methylated RNA Binding protein 1). Lors de la phase haploïde, ce facteur a été 

impliqué dans la régulation du phosphate cellulaire en stimulant la dégradation du transcrit PHO4, 

un important facteur de transcription dans la voie de signalement du phosphate (Kang et al., 

2014). Le facteur Pho92p seà lieàsu à laàpa tieà ’-UTR du transcrit PHO4 de façon dépendante à la 

quantité de phosphate et réduit sa stabilité en contactant le complexe de déadénylation via une 

interaction avec Pop2p. Son rôle rappelle eluiàdeàYTHDF à uiàestàaussià apa leàd’i te agi àa e àleà

complexe de déadénylation chez les mammifères (Du et al., 2016).àN a oi s,à etteà tudeà ’aà

démontré ni de lien avec la méthylation ni avec la capacité de liaison à la m6A de Pho92p. La 

capacité de liaison de Pho92p sur les ARNm méthylés a par la suite été démontré avec des 

analyses d’affi it sàetàdeàst u tu es, supportant une affinité relativement similaire aux protéines à 

domaine YTH des mammifères (Xu et al., 2015). Cependant, chez la levure la méthylation semble 

s’a u ule àu i ue e tà lo sàdeàlaàspo ulation par ioseàetàd’ap sàlesàdo esàde méthylome 

obtenues avec un mutant IME4 (Schwartz et al., 2013), le transcrit PHO4 ’aà pasà t à ide tifi à

comme méthylé dans la phase méiotique. Il a ainsi été suggéré que soit Pho92p peut lier un 

transcrit PHO4 non méthylé soit que PHO4 est méthylé de façon indépendante à IME4. La 
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présence de m6A dans les ARNm a également été démontrée dans des levures en phase haploïde 

mais essentiellement dépendante de Ime4p (Yadav and Rajasekharan, 2017). Les fonctions de 

Pho92p liées à sa capacité de lecteur de méthylation chez la levure sont donc encore peu précises.  

 Chez la levure Schizosaccharomyces pombe, ilà ’e isteà gale e tà u’u eàseuleàp ot i eà à

domaine YTH, Mmi1p (Meiotic mRNA interception 1) qui est aussi liée à la régulation de la méiose. 

En phase mitotique Mmi1p cible les transcrits spécifiques de la méiose pour stimuler leur 

dégradation via l’e oso eàetà p i e àl’i du tio àdeàlaà ioseà(Harigaya et al., 2006). La liaison de 

Mmi1p sur ces transcrits se fait sur le motif DSR (Determinant of Selective Removal) 

spécifiquement retrouvé dans les ARNm deà l’i du tio à ioti ue. Bien que cette protéine à 

domaine YTH soit également impliquée dans le contrôle de la stabilité de transcrits comme ses 

o thologuesà deà a if es,à ilà s’a eà ue Mmi1p ’aà pasà laà apa it à d’i te agi à a e à laà

méthylation m6A des ARNm (Wang et al., 2016a). Il a ainsi été montré par des analyses 

structurelles que la conformation spatiale du domaine YTH de Mmi1p ne permet pas de lier les 

résidus m6A à cause de mutations sur des acides aminés essentiels pour accommoder la 

méthylation. La cage aromatique du domaine YTH de Mmi1p ’estàd’ailleu sàpasài pli u eàda sàlaà

liaison au motif DSR mais nécessite une aut eàsu fa eàdeàliaiso à àl’oppos  de la cage aromatique. 

À ce jour, Mmi1p estàlaàseuleàp ot i eà àdo ai eàYTHàdo u e t eà o eà ’a a tàpasàlaà apa it à

de lier les résidus N6-methyadénosines. Néanmoins, aucun résidu m6áà ’aà t à e e s à hezà etteà

espèce de levure, ce qui est cohérent avec le fait que le domaine YTH de Mmi1p ’aà pasà t à

évolutivement sélectionné pour remplir les fonctions de lecteur de méthylation.  

 Finalement, les deux seules protéines à domaine YTH chez la mouche Drosophila 

melanogaster ont récemment été identifiées comme lectrices de la méthylation. La première 

nommée GC6422 est majoritairement cytoplasmique et orthologue des protéines de type YTHDF 

alors que la seconde nommée YT521-B est exclusivement nucléaire et orthologue des protéines de 

type YTHDC (Lence et al., 2016). Dans trois études indépendantes, le lecteur nucléaire a été 

directement impliqué dans le décryptage de la méthylation sur le transcrit Sxl pour réguler son 

épissage alternatif et le déterminisme sexuel de la mouche (Lence et al., 2016; Haussmann et al., 

2016; Kan et al., 2017). Ainsi comme chez les mammifères, le lecteur de méthylation nucléaire est 

i pli u àda sàlaà gulatio àdeàl’ pissage,à eà uiàsugg eàu eàfo tio à o se eàdeàlaà th latio à

dans les processus de maturation des ARNm. Le rôle du lecteur cytoplasmique chez la mouche est 

cependant encore indéterminé.  
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V.2 – Les autres types de lecteurs sans domaine YTH 

 Bien que les protéines à domaine YTH soient les principales impliquées dans la liaison aux 

résidus m6A desà áRN ,à d’aut esà le teu sà di e tsà eà poss da tà pasà deà domaine YTH ont été 

do u e t sà hezà lesà a if es.à C’està ota e tà leà asà duà fa teu à eIF à uià joueà u à leà

essentiel dans le mécanisme de traduction coiffe-indépendant en réponse au stress thermique 

(voir partie VI). Le facteur eIF3 est un complexe de 13 sous-unités dont au moins les sous-unités 

eIF3a, c, d et I sont requises pour lier le m6A (Meyer et al., 2015). Dans ce contexte, il est donc 

proposé que la th latio à ’està pasà o ta t eà pa à u à do ai eà aisà plut tà pa à u eà su fa eà

formée par plusieurs sous-u it sà d’eIF .à Laà econnaissance au niveau structurel ’aà pasà t à

étudiée mais sa résolution pourrait aider à mieux comprendre comment un ARNm méthylé peut 

être lié autrement que par un domaine YTH. Par ailleurs, le facteur HNRNPA2B1 a été démontré 

comme facteur de liaison direct au m6A des pri-miARN pour en réguler leur maturation en miARN 

via des interactions avec DROSHA et DGCR8, des facteurs du complexe microprocesseur de 

maturation des miARN (Alarcón et al., 2015a, 2015b).à Lesà odalit sà d’i te a tio à restent 

néanmoins inconnues. Enfin, le facteur METTL3 du complexe de m6A-méthyltransférase a 

également été montré comme un lecteur direct de méthylation. Bien qu’elleàsoit majoritairement 

i pli u eàda sàl’i stallatio àdeàlaà th latio àda sàleà o au,àMETTL àestàaussiàd te t eàda sàleà

toplas eà età sti uleà laà t adu tio à d’áRN à th l sà e à i te agissa tà a e à desà fa teu sà

d’i itiatio àdeàt adu tio à o eàeIF EàetàeIF à (Lin et al., 2016). Ces travaux démontrent encore 

u eàfoisàl’i pli atio àdeàlaà th latio àda sàlaàsti ulatio àdeàlaàt adu tio .àà 

 Plus récemment, d’aut esàle teu sàpotentiels ont été identifiés comme des facteurs HNRNP 

et FMR1 (Edupuganti et al., 2017). Néanmoins, il semble que la fixation des HNRNP et de FRM1 sur 

lesàt a s itsàsoitàseule e tài flue eàpa àlaàp se eàdeà th latio à uiàaug e te aitàl’affi it à

de liaison. Il est donc encore difficile de distinguer ces facteurs comme des lecteurs directs. Ainsi, 

FRM1 possède entre autre trois domaines KH qui semblent tous requis pour la liaison à la 

th latio à aisàdo tàlesà odalit sàd’i te a tio à eàso tàpasàd te i es.àFRM àest notamment 

connu pour avoir un rôle de répresseur de traduction en ralentissant la progression des ribosomes 

une fois fixé sur ses cibles (Darnell et al., 2011). De façon intéressante, il a été montré que FRM1 

partage un nombre conséquent de cibles communes avec le lecteur YTHDF1 qui agit dans la 

stimulation de la traduction (Edupuganti et al., 2017). Ces résultats suggèrent donc que FRM1 et 

YTHDF1 pourrait agir en compétition pour les mêmes ARNm méthylés mais avec une conséquence 

opposée sur le contrôle de la traduction. Dans le même principe, il a été montré que la 
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méthylation repousse le facteur G3BP1 dont les sites de fixation sur les transcrits corrèlent en 

partie avec ceux de YTHDF2. Sachant que G3BP1 a un rôle stabilisateur et YTHDF2 un rôle négatif 

pour la stabilité sur les transcrits, cette observation pourrait également suggérer une compétition 

entre G3BP1 et YTHDF2 avec des conséquences opposées pour les ARNm méthylés.   

VI – RÔLE DE LA MÉTHYLATION M6A EN SITUATION DE STRESS 

VI.1 – Distribution modifiée et rôle dans la traduction 

 Jus u’ àp se t,àseulàleà leàdeàlaà th latio àetàdes lecteurs en situation normale ont été 

présentés aisà u’e àest-ilàdeàl’i pa tàdeàlaà 6A en situation de stress ? Les premiers travaux de 

Dominissini et al. en 2012 ont testé le profil global de m6A dans des cellules humaines exposées à 

un stress thermique, hormonal ou des rayonnements UV. Bien que mineurs, certains sites de m6A 

semblent être spécifiquement identifiés en réponse à un stress particulier. Cette observation a 

suggéré pour la première fois que le programme de méthylation des ARNm puisse être régulé en 

fonction de stimuli externes. Plus récemment, il a été montré en cellules humaines que la quantité 

de m6A installée sur les ARN poly(A)+ augmente globalement en situation de stress hypoxique (Fry 

et al., 2017). Après avoir identifié les transcrits qui sont préférentiellement plus méthylés avec le 

stress, il a été démontré que la méthylation contribue à stabiliser ces transcrits au cours du stress. 

Laà sta ilisatio à desà t a s itsà ’aug e teà epe da tà pasà leu à e gage e tà t adu tio elà ouà laà

quantité des protéines associées au cours du stress mais facilite leur traduction avec le retour aux 

conditions normales.  

 Un autre rôle essentiel de la méthylation a été démontré dans la réponse au stress 

thermique. En effet, il a été montré en situation de stress thermique que des résidus m6A sont 

sp ifi ue e tà i stall sà su à lesà gio sà ’-UTR de certains transcrits et que ces résidus 

enclenchent un mécanisme de traduction indépendant deà l’a ti atio àpa à laà oiffeà (Meyer et al., 

2015; Zhou et al., 2015). En situation normale, la traduction est majoritairement initiée par la 

reconnaissance de la coiffe via le complexe eIF4F qui recrute le complexe 43S de pré-initiation. En 

situation de stress thermique, cette voie est majoritairement inhibée mais les auteurs ont montré 

que les facteurs eIF3 sont capables de lier la méthylation pour induire di e te e tàl’i itiatio àdeà

t adu tio àpa àl’asse lageàdeàlaàsous-unité 40S. Ceci suggère que la présence de m6áàe à ’-UTR 

puisse agir de façon similaire au groupement méthyl des résidus m7G de la coiffe pour faciliter 

l’asse lage desà o ple esàd’i itiatio àdeàt adu tio .àDe façon intéressante, le transcrit codant 

HSP70 (Heat shock protein factor 70), nécessaire à la mise en place de la réponse au stress 
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thermique, fait partie de ces cibles arborant de la m6áàe à ’-UTR et qui sont traduites par cette 

voie de traduction coiffe-indépendante. Ces travaux ont ainsi mis en avant que la méthylation est 

essentielle pour la synthèse de facteurs clés de réponse au stress par une voie de traduction 

alternative puisque le mécanisme principal de traduction dépendante de la coiffe est compromis 

avec le stress.  

VI.2 – Régulation du lecteur YTHDF2  

 La fonction des lecteurs de méthylation est très peu documentée en situation de stress. 

Seuls des travaux ont été menés sur YTHDF2 en situation de stress thermique où sa fonction y 

apparaît régulée. En effet, alo sà u’e à o ditio à o aleà YTHDF à sti uleà laà d g adatio à des 

ARNm méthylés en les relocalisant dans les p-bodies, en situation de stress thermique YTHDF2 est 

relocalisée dans le noyau et semble lier les ARNm néo-synthétisés portant des m6áà e à ’-UTR 

(Zhou et al., 2015). La présence de YTHDF2 p ot geà lesà t a s itsà deà l’a ti it à d th laseà duà

facteur FTO et sont ainsi exportés vers le cytoplasme en conservant leur m6A e à ’-UTR, ce qui est 

peut ensuite stimuler leur traduction par une voie indépendante à la coiffe. Bien que le rôle de 

FTOà soità d attu,à da sà etteà tudeà ilsà o tà d o t à u’u eà ad osi eà ’O- th l eà ’està pasà

suffisante pour induire la traduction indépe da teà deà laà oiffe,à suppo ta tà ueà l’effetà està ie à

attribué aux résidus m6áàplut tà u’aux m6Am. ái si,àe àst essàthe i ueàYTHDF à ’agitàplusàda sàlaà

dégradation des transcrits mais joue plutôt un rôle protecteur et essentiel à la mise en place de la 

réponse au stress. Pour la première fois, des données suggèrent ueàlesàfo tio sàd’u àle teu àdeà

méthylation peuvent être régulées par un stimulus environnemental. À ce jour, en dehors de 

YTHDF ,àau u àaut eàle teu àdeà th latio à ’aà t à tudi àe àsituatio  de stress abiotiques.  

VII – LA N6-MÉTHYLADÉNOSINE CHEZ LA PLANTE ARABIDOPSIS THALIANA 

 Le métabolisme et les fonctions de la méthylation des ARNm ont été largement étudiés 

chez les mammifères au cours des dernières années. À ce jour, le rôle des résidus m6A et des 

lecteurs de méthylation sont beaucoup moins documentés chez les végétaux. 

VII.1 – Profil de distribution sur les ARNm  

 La première détection de m6A chez la plante remonte à la fin des années 1970 chez le maïs 

(Nichols J.L., 1979), témoignant que la méthylation est évolutivement conservée chez les végétaux 

comme la grande majorité des autres modifications post-transcriptionnelles (Burgess et al., 2016). 

Il a été estimé chez Arabidopsis thaliana que la m6A représente 1,5 % des résidus adénosines ce 
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uiàestà elati e e tàsi ilai eà àl’a o da eà esu eà hezàlesà a if es (Zhong et al., 2008). De 

eàilàaà t à o t à ueàlaà th latio àestàe i hieàda sàl’e t it à ’àdesàt a s itsàda sàu eà

région 100 à 150 résidus en amont de la queue poly(A) (Bodi et al., 2012).  Plus récemment, trois 

études indépendantes ont pu établir le profil de méthylation à l’ helleàduàt a s ipto eà(Luo et 

al., 2014; Shen et al., 2016; Wan et al., 2015). Des milliers de transcrits méthylés ont été identifiés 

da sà ha u eàdeà esà tudesà ep se ta tà eà jus u’ à  000 transcrits soit plus de 70 % du 

transcriptome selon Wan et al. (2015). Bien que certains sites apparaissent sp ifi uesàd’u àt peà

deàtissuàouàd’u à ot pe,àlaàgrande ajo it àd’e t e-eux est commune supposant une installation 

sur ces sites conservés. Certains transcrits méthylés sont également communs entre la plante et 

les mammifères (Luo et al., 2014). Au niveau de la distribution, il a été observé que la méthylation 

est présente sur toute la longueur des transcrits mais affiche un enrichissement net jus u’ à à

foisàplus àauàd utàduà ’-UTR. De plus, comme chez les mammifères, la m6A est préférentiellement 

installée sur une séquence consensus RRACH (R : A ou G, H : U, A ou G). Les mêmes observations 

de distribution ont été faites à partir de données de méthylome chez le riz (Li et al., 2014b). Ces 

résultats soutiennent que la distribution non aléatoire du m6A est une caractéristique qui a été 

s le tio eà auà ou sà deà l’ olutio  même chez les végétaux. D’aut eà pa t, en plus de 

l’a u ulatio àauàd utàduà ’-UTR, une étude a également recensé un enrichissement modeste 

autour du codon initiateur de traduction (Luo et al., 2014). De façon intéressante, les transcrits 

concernés sont majoritairement associés à des fonctions chloroplastiques et liées à la 

photosynthèse. Cette observation a suggéré que cette distribution unique aux plantes était 

également associée à des fonctions spécifiques aux végétaux. Cependant, cette distribution reste 

encore assez débattue puis u’elleà ’a pas été retrouvée dans les autres profils de méthylome chez 

Arabidopsis (Wan et al., 2015; Shen et al., 2016). En résumé, même si des différences sont 

appa uesà e t eà lesà diff e tsà p ofilsà deà th latio à ta lis,à tousà s’a o de tà à montrer que 

comme chez les mammifères, la méthylation est très abondante chez les végétaux et u’elle est 

majoritairement retrouvée auàd utàduà ’UTR. 

VII.2 – Les facteurs du complexe de méthylation  

 Jus u’ àp se t,àauà oi sà5 acteurs ont pu être identifiés dans le complexe de méthylation 

chez la plante Růžičkaàetàal.,à ), à savoir MTA (orthologue de METTL3), MTB (METTL14), FIP37 

(WTAP), VIR (Virilizer/KIáá àetàHáKáI,àu àa teu àdo tàlesà lesà hezàlesà a if esà ’o tàpasà

encore été liés à la m6A. À l’e eptio àduàfa teu àHáKáI,àlaà utatio àdeà ha u àdesàaut esàfa teu sà
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conduit à un phénotype létal dès le stade embryonnaire, témoignant du caractère essentiel de la 

méthylation des ARNm )ho gàetàal.,à ;à“he àetàal.,à ;àRůžičkaàetàal.,à .  

 Le transcrit MTA est exprimé de façon relativement faible mais s’a u uleàdeàfaço àplusà

importante dans la graine, les fleurs et les méristèmes, suggérant un rôle pour la méthylation au 

moins dans ces tissus (Zhong et al., 2008). L’a se eàdeàMTáàp o o ue un phénotype létal (Figure 

16-A). La réduction du m6A dans la graine associée à la mutation de MTA entraîne ainsi un arrêt 

précoce du développement embryonnaire au stade globulaire. Cet effet létal a par la suite été 

contourné en exprimant de façon spécifique MTA pendant lesà stadesàe o ai esà à l’aideàduà

promoteur ABI3, spécifiquement actif dans la graine (Parcy et al., 1994). Les plantes transgéniques 

ABI3:MTA sont viables au-delà du développement embryonnaire mais présentent de sévères 

défauts développementaux avec une perte de la dominance apicale (Bodi et al., 2012) (Figure 16-

B .àDeà e,à esàpla tesàt a sg i uesàp se te tàdesàd fautsàd’a hite tu eàdesàfleu sàa e àu à

ordre altéré des organes ou des problèmes de différenciation entre les tissus, mais également un 

défaut de développement des trichomes, une structure branchée sur les surfaces aériennes des 

végétaux (Figure 16-C .à L’e se leà deà esà d fautsà està p opos à comme une conséquence de la 

faible expression de MTA et de la diminution de m6A dans le développement post-embryonnaire. 

Ce iàaàdo àd o t à u’e àplusàd’ t eàesse tielleàpou àleàstadeàe o ai e,àlaà th latio àestà

aussi cruciale pour le développement général desà pla tes.à C’està e à tudia tà lesà pa te ai esà deà

MTA chez Arabidopsis ueàl’i pli ation du facteur FIP37 (FKBP12-interacting protein 37 kD) dans 

le complexe de méthylation a été montrée pour la première fois chez les eucaryotes avant même 

son orthologue WTAP (Zhong et al., 2008). FIP37 a d’a o dà été montrée comme crucial au 

développement de la plante et impliquée dans des mécanismes de contrôle du cycle cellulaire et 

de différenciation de trichomes (Vespa et al., 2004). Deàfaço àsi ilai eà àMTá,àl’effetàe ol talà

de FIP37 a été contourné à partir de plantes exprimant un transgène spécifiquement exprimé au 

stade embryonnaire (LEC1:FIP37). Avec ces plantes, un rôle essentiel de FIP37 a été démontré 

dans le contrôle du développement du méristème apical (Shen et al., 2016). Avec une expression 

réduite de FIP37 entrainant une diminution de m6A sur les ARNm, les plantes présentent un défaut 

développemental sévère avec une prolifération excessive du méristème apical (Figure 16-D). Cette 

p olif atio às’agg a eàa e àlaà oissa eàdesàpla tesà uiàpeu e tàparfois mourir prématurément. 

Il a été montré que la méthylation médiée par FIP37 sur les transcrits des acteurs clés du 

méristème (WUSCHEL et SHOOMERISTEMLESS) permet de confiner leur expression dans le 

méristème apical. La m6A régulerait négativement la stabilité de ces transcrits pour restreindre la 
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Figure 16 : Aperçu des phénotypes liés à la réduction du m6A des ARNm chez la plante Arabidopsis thaliana

(A) Contenu des siliques de plantes sauvages (WT, Wild type) ou hétérozygotes pour la mutation du facteur MTA.

Les graines homozygotes pour la mutation mta apparaissent blanches (panneau de gauche) et deviennent non

viables après maturation (panneau de droite). Extrait de Zhong et al., 2008. (B) Comparaison développementale

d’u e plante adulte sauvage (WT) et d’u e mutant mta exprimant le transgène ABI3-MTA. Extrait de Bodi et al.,

2012. (C) Comparaison de trichomes (panneau supérieur) et de fleurs (panneau inférieur) de plantes sauvages ou

transgéniques ABI3-MTA. Les trichomes des plantes ABI3-MTA présentent plus de branches que ceux de plantes

sauvages et présentent également des défauts d’o ga isatio des fleurs. Dans la photo i et ii, les pétales et sépales

ont été retirées. Extrait de Bodi et al., 2012. (D) Comparaison développementale des plantules de 15 jours

sauvage ou de deux lignées mutantes fip37 différentes exprimant un transgène LEC1:FIP37 (panneau supérieur).

Le panneau inférieur montre la zone du méristème apical correspondante observée au microscope électronique.

Les astérisques rouges désignent le méristème apical. Barre d’ helle : 1 mm (panneau supérieur), 50 µm

(panneau inférieur). Extrait de Shen et al., 2016. (E) Comparaison développementale à 7 semaines de différents

mutants du complexe de méthylation chez la plante. Extrait de Růžička et al. 2017.
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sur-prolifération du méristème. Ainsi, comme chez les mammifères, il apparaît que la m6A favorise 

laàd sta ilisatio àdesàt a s its.àN a oi s,àlaà oieàd’a tio àp iseà ’aàpasàe o eà t à tudi e.à 

 Plusà e e tàd’aut esàfa teu sào tàété identifiés dans le complexe de méthylation chez 

la plante : MTB, VIR et HAKAI. La réduction de VIR conduit à un niveau de m6A  atteignant 5 à 15 % 

du niveau retrouvé dans des plantes normales, celle de MTB à un niveau de 50 % et HAKAI à un 

niveau de 35% Růžičkaàetàal.,à . Ces trois facteurs sont donc requis pour la mise en place de la 

méthylation. Curieusement, bien que la quantité de m6A diminue, les plantes mutées pour HAKAI 

par un système CRISPR/Cas9 sont viables contrairement aux mutations des autres facteurs. Le 

développement des mutants hakai ’està ueà t sà l g e e tà affe t à pa à appo tà au à pla tesà

sau ages,à àl’i e seàdesàlig esàh po o phesàdeàVIR,àMTáàetàFIP  dont la dominance apicale est 

affecté de façon proportionnelle à la réduction du m6A (Figure 16-E). Chez les mammifères, ce 

facteur HAKAI est une ubiquitine ligase E3 qui régule de façon post-t adu tio elleàlaàsta ilit àd’u à

complexe de cadhérines E (Fujita et al., 2002). Néanmoins, ce facteur a également été identifié 

comme interactant de WTAP chez les mammifères (Horiuchi et al., 2013) suggérant un rôle 

évolutivement conservé dans le complexe de méthylation mais encore indéterminé. Finalement, 

chez la plante tous les facteurs du complexe de méthylation sont principalement localisés dans le 

noyau supportant que comme chez les mammifères, la méthylation est installée de façon précoce 

sur les ARN .à L’e se leà de ces études a ainsi démontré la conservation fonctionnelle du 

complexe de méthylation et le rôle physiologique de la méthylation m6A pour la plante.  

VII.3 – Les facteurs m6A déméthylases  

 Leà g o eà d’Arabidopsis code 13 protéines de la famille ALKBH (Mielecki et al., 2012). 

Curieusement, aucune ne semble faire partie du clade évolutif de FTO et de ALKBH5. Néanmoins, 

très récemment, il a été montré que le facteur ALKBH9B semble remplir le rôle de déméthylase 

chez la plante (Martínez-Pérez et al., 2017). Par des tests in vitro à partir de la protéine 

recombinante, les auteurs de cette étude ont montré que ALKBH9B déméthyle complètement un 

substrat ARN simple brin porteur de m6A. ALKBH9B est une protéine cytoplasmique et se 

colocalise avec les p-bodies et les siRNA-bodies, un autre type de corpuscule cytoplasmique. 

Curieusement, cette lo alisatio àestàdiff e teàdesàd th lasesàdesà a if esàpuis u’au u eà

ide eàdeàlo alisatio à toplas i ueà ’aà t à o t eàpou àFTOàetàáLKBH .àLeà leàde ALKBH9B 

a seulement été étudié dans la réponse à une infection des plantes par un virus AMV (alfafa 

mosaic virus). Dans ce processus, il a été montré que les ARN du virus portent des résidus m6A qui 

so tà i l sàpa àl’a ti it àd th laseàdeàáLKBH B.àE àl’a se eàdeà eàfa teu ,àlesàáRNà i au àso tà



Figure 17 : Structure primaire des 13 protéines à domaine YTH chez Arabidopsis thaliana

Le nombre total de résidus est indiqué pour chacune des protéines. Le domaine YTH est indiqué en orange et le

domaine à doigts de zinc (CCCH domain) en jaune pour les 2 isoformes de AtCPSF30.
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h pe th l sà età l’infection du virus est réduite. ALKBH9B est proposé comme un régulateur 

positifà deà l’i fe tio à i aleà pa à so à a ti it à d th lase.à Cesà do esà sugg e tà ai sià ueà laà

méthylation des ARN viraux contribue à diminuer leur stabilité. En dehors de ces travaux, le rôle 

constitutif deàáLKBH Bàda sàlaàpla teà ’aàpasà t àd it.à 

VII.4 – Les potentiels lecteurs de méthylation  

 Étant donné le rôle essentiel de la méthylation dans le développement de la plante, cela 

laisse supposer que les lecteurs de méthylation assurent des fonctions tout aussi importantes 

(Fray & Simpson, 2015). Cependant, actuellement au u àle teu àdeà th latio à ’aàété caractérisé 

chez les végétaux à ce jour. Malgré cela, il existe de nombreuses protéines à domaine YTH dans le 

règne végétal et dans une plus grande abondance que chez les mammifères avec par exemple 26 

membres identifiés dans le génome de la pomme (Wang et al., 2014a), 12 chez le riz et 13 chez 

Arabidopsis (Li et al., 2014a) mais dont les fonctions sont largement inconnues. Plus 

particulièrement chez Arabidopsis, les 13 protéines à domaine YTH comprennent une famille de 12 

membres nommés les ECT (Evolutionnarily Conserved C-terminal region) et le facteur AtCPSF30. 

Au niveau des structures primaires, les protéines ECT1 à 11 possèdent un domaine YTH en position 

C-terminale ce qui est similaire aux protéines YTHDF humaines alors que ECT12 et AtCPS30 ont un 

domaine YTH en position centrale similaire à la protéine YTHDC1 humaine (Figure 17). Parmi ces 

àp ot i es,àátCP“F àestà elleàdo tàlesàfo tio sàso tàlesà ieu à e seig es.àE àeffet,àilàs’agitàdeà

l’o thologueà deà CP“F 0 (Cleavage and polyadenylation specificity factor 30 kD) qui est une 

protéine nucléaire requise chez les mammifères et la plante pour la polyadénylation et la 

te i aiso à deà l’e t it à ’à desà áRN à (Hunt, 2014).à Cepe da t,à ie à u’ilà s’agisseà d’u eà

protéine évolutivement conservée, le domaine YTH dans CPSF30 est retrouvé uniquement dans un 

isoforme spécifique des plantes supérieures. Deà eà fait,à lesà fo tio sà d’átCP“F à o tà

principalement été étudiées sur la e sio àdeà l’isofo eà sans YTH o espo da tà à l’o thologueà

des animaux et de la levure. Leà leàduàdo ai eàYTHàda sàl’isofo eàlo gàd’átCP“F à esteàe o eà

inconnu.  

 La fonction des protéines ECT est très peuàdo u e t e.àU eà seuleà tudeà faitàpa tàd’u eà

implication potentielle d’ECT àetàECT àdans les voies de signalement cellulaires liées au calcium 

(Ok et al., 2005). Par un crible double hybride, il a été o t à u’ECT àetà à i te agisse tàa e àleà

facteur CIPK1 (CBL-interacting protein kinase 1), une serine/thréonine kinase impliquée dans la 

réponse au calcium cellulaire. Chez les mammifères les interactions des protéines YTHDF 

requièrent majoritairement la partie N-terminale or e àutilisa tàdesà uta tsàdeàd l tio àd’ECT àetà
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ECT2, la présence du do ai eàYTHàaà t àd o t à o eài dispe sa leà àl’i te a tio àa e àCIPK à

en système double hybride. Néanmoins, l’i te a tio à in vivo CIPK1 ’aà epe da tà t à o fi eà

que pour ECT1. De plus, ECT1 semble majoritairement nucléaire et cette localisation nécessite la 

présence domaine YTH. Plus généralement, au u eà p ot i eà ECTà ’aà t à d o t eà o eà

lecteur de méthylation mais par des analyses in vitro, ilàaà t àd o t à u’auà oi sàECT àposs deà

la capacité de se lier à un ARN (Li et al., 2014a). Plus récemment, un groupe a développé une 

app o heà à l’ helleàduàprotéome pour identifier les protéines de liaison aux ARN polyadénylés 

(Reichel et al., 2016).àPa iàlesàfa teu sàide tifi s,àtoutesàlesàp ot i esàECT,à àl’e eptio àd’ECT àetà

12, ont pu être démontrées comme facteurs de liaison aux ARN. Ces données suggèrent donc que 

les protéines ECT pourraient participer aux régulations post-transcriptionnelles des ARNm mais 

leur contribution en tant que potentiels lecteurs de méthylation demeure inconnue.  
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20°C

Score Gène Protéine
Activité principale décrite 

ou prédite

Peptides Couverture 

de séquence 

[%]M 1 M 2 M 3

44.316 At3g13460 ECT2 Liaison à l’ARN 1 2 5 11.5

42.084 At3g13060 ECT5 Liaiso  à l’ARN 0 2 5 13.9

8.5602 At1g43190 PTB3 Liaison à l’ARN 1 0 1 2.8

7.0904 At5g61020 ECT3 Liaison à l’ARN 0 1 2 5.5

16.17 AT4g24270 EMB140 Liaiso  à l’ARN 0 0 2 3.1

12.29 At1g62770 PMEI9
Inhibiteur de pectine 

méthylestérase
0 0 2 25

6.526 At1g51590 MNS1 Maturation des N-glycanes 1 0 0 2.7

38°C

Score Gène Protéine
Activité principale décrite 

ou prédite

Peptides Couverture 

de séquence 

[%]M 1 M 2 M 3

15.268 - rbcS
Membre de la petite sous-

unité de la Rubisco
1 1 2 16

33.589 At3g13060 ECT5 Liaiso  à l’ARN 3 5 0 12.5

12.615 At1g76940 - Liaiso  à l’ARN 1 0 1 13.3

11.953 At3g62820 -
Inhibiteur de pectine 

méthylestérase
2 1 0 13.9

8.4061 At1g71040 LPR2 Liaison ion cuivre 1 1 0 3.1

7.6375 At3g13460 ECT2 Liaiso  à l’ARN 1 1 0 6.8

6.2248 At3g07810 F17A17.15 Liaison à l’ARN 1 1 0 2.6

18.66 At2g19730 RPL28A Constituant du ribosome 2 0 0 11.9

13.09 At1g05190 EMB2394 Constituant du ribosome 2 0 0 12

12.03 At2g41840 RPS2C Constituant du ribosome 0 0 2 8.1

12.01 At4g23670 - Liaison ion cuivre 0 0 1 16.2

10.9 At5g04430 BTR1 Liaiso  à l’ARN 0 2 0 8

10.73 At4g32610 - Liaison ion cuivre 1 0 0 6.3

9.903 At2g25670 - Inconnu 1 0 0 6.3

7.984 At5g06930 - Inconnu 0 1 0 2.1

7.908 AtCg00020 psbA Liaison à la chlorophylle 0 0 1 3.7

7.674 AtCg00280 psbC Liaison à la chlorophylle 0 0 1 4

7.383 At3g05910 PAE12 Activité hydrolase 1 0 0 3.9

7.141 At3g20370 - Inconnu 1 0 0 4.5

6.778 At4g00100 RPS13B Constituant du ribosome 0 0 1 7.9

6.341 At1g70200 RBD1 Liaiso  à l’ARN 1 0 0 2.7

6.291 At5g47210 - Liaiso  à l’ARN 0 0 1 3

6.242 At1g15300 - Inconnu 1 0 0 1.6

6.223 At2g03140 - Inconnu 0 0 1 0.6

6.179 At5g17170 ENH1 Liaison au fer 1 0 0 6.6

Légende

3/3 M vs. 0/3 NM

2/3 M vs. 0/3 NM

1/3 M vs. 0/3 NM

B

C

Figure 18 : Identification de protéines de liaison à la méthylation m6A des ARN

(A) Représentation des différentes étapes de l’e p ie e de la colonne d’affi it à un ARN méthylé. La séquence

de l’ARN synthétique de 20 nucléotide est indiquée avec les 2 sites consensus de méthylation soulignées et le A

central en rouge. Les ovales gris désignent des protéines non spécifiques se liant sur l’ARN indifféremment de la

présence de m6A. m6A -BP : protéines de liaison au m6A. (B-C) Liste des protéines spécifiquement identifiées avec

la cible méthylée en condition normale (B) ou en situation de stress thermique (C). Le nombre de peptides pour

chaque protéine est indiqué pour chacun des réplicats biologiques issus de la colonne méthylée (M). Le score est

dérivé de l’i di e PEP (posterior error probability) qui est calculé selon la probabilité d’avoi un faux positif en

fonction de la taille du peptide et de son identification. Les facteurs retrouvés dans les 3 réplicats de la colonne

méthylée sont indiqués en vert, ceux 2 fois sur 3 en jaune et ceux 1 fois sur 3 en orange. Dans chacun des cas, ces

facteurs ’o t pas été retrouvés à partir de la cible non méthylée.

Cible ARN synthétique

Incubation avec un extrait natif

(Plantes entières de 3 semaines 

incubées 30 min à 20°C ou 38°C)

Méthylée Non méthylée

5'-CGUCUCGGACUCGAACUGCU-3’

m6A m6A

Elution par compétition avec du 

m6A libre

Comparaison LC-MS/MS

ARN

m6A-BP
aspécifique

A
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RÉSULTATS PRÉABLABLES ET OBJECTIFS 

I – IDENTIFICATION DES PARTENAIRES PROTÉIQUES DE LARP1  

 Pour rappel, laàth ati ueàdeà e he heàdeàl’ uipeàestà e t eàsu àleà leàdesàRBPàda sà

les reprogrammations post-transcriptionnelles en réponse au stress thermique chez la plante 

modèle Arabidopsis thaliana. En ce sens, les travaux publiés en 2013 dans Cell Reports (Merret et 

al., 2013) ont mis en évidence un phénomène massif de dégradation cytoplasmique sur plusieurs 

illie sà d’áRN à médié par la protéine LARP1 età l’e o i o u l aseà XRN .à La découverte de ce 

mécanisme a néanmoins soulevé des questions sur les processus de sélection permettant le 

ciblage spécifique des ARNm à dégrader. Auà uà deà l’i pli atio à deà LáRP à da sà laà po seà auà

st ess,àu eà e he heàd’i te a ta tsàdeàcette RBP a été menée par un crible double hybride. Parmi 

les 15 candidats identifiés par cette approche dont notamment XRN4 et PAB2, deux protéines à 

domaine YTH ont été reconnues : ECT2 et ECT8. Puisque les travaux sur les protéines à domaine 

YTHà hezàlesà a if esà o t e tà u’ellesà gulent entre-autre la stabilité des ARNm méthylés, 

l’h poth seàalo sà iseàse aità ueà esàp ot i esà àdo ai eàYTHàd’Arabidopsis puissent également 

agir dans la déstabilisation de certains transcrits par une interaction avec LARP1. Ce premier 

modèle envisagé propose que la méthylation pourrait être un moyen de cibler les transcrits à 

dégrader en condition de stress chez la plante et que les complexes LARP1-XNR4 seraient dirigés 

sur ces cibles méthylées par le biais des lecteurs potentiels de méthylation ECT2 ou ECT8. Ces 

suggestions impliquent néanmoins de démontrer la fonctionnalité de lecteurs de méthylation chez 

Arabidopsis, notamment ECT2 et/ou ECT8, tout comme de déterminer l’e iste eàdesài te a tio sà

entre LARP1 et ECT2 ou ECT8 dans la plante.  

II – IDENTIFICATION DE PROTÉINES DE LIAISON À LA MÉTHYLATION M6A 

 E à o s ue e,à lesà p e ie sà t a au à deà aà th seà o tà t à d di sà à l’ide tifi ation de 

protéines de liaisons aux résidus m6A chez Arabidopsis thaliana.àáu u àdeà esàle teu sà ’avait été 

identifié ou caractérisé dans un végétal supérieur à cette période. Pour cela, nous avons choisi de 

mettre en place une approche globale en développant une h o atog aphieà d’affi it à pou à u à

ARN méthylé (Figure 18-A). Cette méthode a déjà été utilisée en cellules humaines et chez la 

levure età aàpe isà d’ide tifie àdesà le teu sàdeà th latio  chez ces espèces (Dominissini et al., 

2012; Schwartz et al., 2013). Un t a ailà d’opti isatio à aà t à essai eà pou à e ploite à etteà



88 

app o heà àpa ti àdeàtissusà g tau ,à eà uiàa aitàfaitàl’o jetàdeà o àstageàdeà aste à à(Scutenaire, 

2014). Avec cette approche, l’id eà està deà o pa e à pa à spe t o t ieà deà asseà lesà p ot i esà

s’asso ia tàdeà a i eàsp ifi ueàouàa e àu eàplusàfo teàaffi it àpou àu àáRNàs th ti ueà th l à

par rapport à un même ARN dans sa version non méthylée (séquence issue de Wang et al., 2014b). 

Laà thodeàd’ lutio  a été réalisée par compétition avec un excès de m6A libre (Dominissini et al., 

2013) afi à deà fa o ise à leà d o hageà desà fa teu sà affi sà pou à laà th latio .à L’app o heà aà t à

o duiteà e à t ipli atà iologi ueà à pa ti à d’e t aits natifs de protéines de plantes de 3 semaines 

cultivées en condition normale pour déterminer les lecteurs constitutifs de la méthylation des ARN 

mais également à partir de plantes incubées 30 min à 38°C afin de déterminer si un stress 

environnemental modifie qualitativement et/ou quantitativement les facteurs de liaison à la 

méthylation.  

 En comparant les résultats obtenus pour les deux types de colonnes (méthylée ou non 

méthylée), 7 protéines ont été spécifiquement retrouvées dans la colonne méthylée en condition 

normale (Figure 18-B). Parmi celles-ci, il y a deux protéines, PTB3 et EMB140, qui ont une capacité 

p diteàdeàliaiso à àl’áRN,àleàfa teu àM“N àli àauà ta olis eàdesàsu es,àu ài hi iteu àdeàpe ti eà

méthylestérase nommé PMEI9 mais surtout trois protéines à domaine YTH : ECT2, 3 et 5. En 

analysant les peptides identifiés, ilà s’a eà ueà seuleà ECT à està p se teà da sà lesà t oisà pli atsà

associés avec la cible méthylée. Les autres facteurs sont identifiés dans deux des trois réplicats 

dont ECT3 et 5, ou un seul réplicat sur les trois. La profondeur réduite deàl’app o heà ’aà epe da tà

pasàpe isàd’ ta li àd’a al sesàstatisti ues.àMalgré cela, trois protéines à domaine YTH ont pu être 

identifiées dont ECT2 dans trois réplicats différents ce qui suggère que les protéines à domaine 

YTH ont une fonction conservée de liaison aux ARN méthylés.  

 D’aut eàpa t,àe à o ditio àst ess e,à àp ot i esàso tàsp ifi ue e tàide tifi esàe àliaiso à

avec la cible méthylée (Figure 18-C). Parmi celles-ci, seulement un facteur est présent dans les 

trois réplicats avec la cible méthylée.à Ilà s’agità d’u eà u it à deà laà Ru is o,à u eà p ot i eà t sà

abondante chez les végétaux qui peut potentiellement être attribuée à du bruit de fond. Les 24 

autres facteurs sont présents dans un ou deux réplicats sur les trois. Au niveau de leur fonction, la 

ajo it àdesà a didatsàposs deàu eàa ti it àp diteàdeàliaiso à àl’áRNàvia la présence de domaine 

RRM (RNA-Recognition Motif). Il y a également des constituants structuraux des ribosomes ou 

encore des facteurs avec une activité prédite de liaison aux ions cuivres et fers. Finalement, deux 

protéines à domaine YTH, ECT2 et ECT5 sont encore une fois identifiées. En dehors de ces deux 

p ot i esà àdo ai eàYTH,àau u àaut eàfa teu à ’està o u àe t eàlaà ondition normale et la  
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situatio àdeàst ess.àCe ià e fo eàl’id eà ueàl’ide tifi atio àd’ECT àetà àestà ie àsp ifi ueàdeàleu à

association avec la cible méthylée et rejoint le fait que les protéines à domaine YTH ont une 

fonction évolutivement conservée de liaison aux ARN méthylés.à M eà sià d’aut esà fa teu sà

identifiés en condition normale ou au cours d’u àst essàpou aie tà e pli à esàfo tio sàdeàliaiso à

aux résidus m6A, il est apparu évident de se concentrer sur les protéines à domaine YTH puisque 

ce sont les lecteurs les plus documentés à ce jour chez les eucaryotes.  

 D’aut eàpa t,à eà sià l’app o heàde protéomique ’aàpasà t à e eàa e àu àpa a t eà

ua titatif,à ilà està i t iga tàdeà oi à ueà leà o eàdeàpeptidesàd’ECT àestà t sà si ilai eàe t eà lesà

deux conditions environnementales (7 peptides au total dans les trois réplicats à 20°C contre 8 

peptidesà à °C àalo sà ueàleà o eàdeàpeptidesàd’ECT àdi i ueàpa à àda sàlaà o ditio àst ess e.à

En considérant les trois réplicats, le nombre de peptides pour ECT2 passe ainsi de 8 en condition 

o aleà à à e à situatio àdeà st essà the i ue.àDa sà laà eàopti ue,àECT à ’estàpasà et ou eà

dans la situation de stress. Bien que cette observation soit très préliminaire, elle pourrait suggérer 

que le stress puisse influer su àlaà apa it àd’ECT àet/ouàECT à ài te agi àa e àu àáRNà th l .àáuà

uà d’u eà telleà h poth se,à ilà està appa uà i dispe sa leà d’e plo e à plusà e à d tails le lien entre le 

stress thermique et la fonction des lecteurs de méthylation chez Arabidopsis.  

III – OBJECTIFS  

 Au cours desà de i esà a es,à deà ou ellesà oiesà deà gulatio à deà l’e p essio à so tà

apparues avec la découverte de modifications pos-transcriptionnelles comme la 

N6-méthyladenosine pouvant influencer le devenir des ARNm. À l’i ageà deà l’ pig ti ueà su à

l’áDN,à eà ou eauà odeà pit a s ipto i ueàestàgou e àpa àl’a tio àdesàle teu sàdi e tsàdeà esà

modifications qui apportent un niveau supplémentaire de régulation post-transcriptionnelle. Ainsi, 

pour comprendre le rôle de la méthylation m6A sur le métabolisme des ARN messagers, il est 

p i o dialà d’ lu ide à l’a tio àde ces lecteurs et de leurs effets sur lesà t a s itsà th l s.à C’està

da sà etteà opti ueà ueà s’i s i e tà esà t a au à deà th seà a e à pou à o je tifà d’ide tifie à età de 

caractériser les fonctions du premier lecteur de méthylation des ARNm chez Arabidopsis thaliana. 

áuà uàdesàdo esàe ista tesà hezà l’ho eàetàdesà sultatsàp li i ai esàdeà olo eàd’affi it ,à

ot eà hoi à s’està apide e tào ie t à e sà l’ tudeàdesàp ot i esàECT,à ’est-à-dire les protéines à 

do ai eàYTHà hezàlaàpla te.àN a oi s,à eàsiàt oisàd’e t e-elles ont été identifiées avec une 

cible ARN méthylée en condition normale, il est apparu judicieux de se concentrer plus 

précisément sur le candidat ECT2. En effet,àlesàp e i esàdo esàpoi te tàsu àleàfaità u’ECT à:à i à
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est un interactant en double hybride de LARP1, une protéine largement impliquée dans le contrôle 

de la traduction et de la stabilité des ARNm ; (ii) est la protéine candidate retrouvée de façon 

systématique (3 réplicats) avec un ARN synthétique méthylé en condition normale ; (iii) semble 

oi sà s’asso ie à à u eà i leà th l eà e à situatio à deà st essà the i ueà pou a t suggérer une 

modification de sa capacité de liaison à la méthylation. Ces travaux de thèse ont donc été axés 

autou àdeàplusieu sà uestio sàafi àd’ tudie àplusàp is e tàleà leàdeà etteàp ot i e : 

1- La protéine ECT2 est-elle une protéine de liaison aux ARNm méthylés chez Arabidopsis 

thaliana ? Quel est son rôle dans le développement ?  

 Pour répondre à ces questions, une première description globale du facteur ECT2 a été 

effe tu e.àToutàd’a o d,àdes analyses évolutives de protéines à domaine YTH ont été effectuées 

pour déterminer si ECT2 possède effectivement la capacité à lier la méthylation des ARNm. Ainsi, 

des approches in vivo ont été développées pour y étudier son association avec des cibles 

porteuses de m6A. Puisque la méthylation est essentielle à la survie et au développement des 

pla tes,àleà leàd’ECT àda sàleàd eloppe e tàa été évalué. Enfin, la localisation subcellulaire de la 

protéine a été étudiée pour dégager une première piste quant à sa fonction moléculaire. Ces 

t a au à o e e tàl’e se leàduàChapit eàI.à 

2- Quels sont les partenaires protéiques de la protéine ECT2 ?   

 Pou àte te àdeà po d eà à etteà uestio ,àj’aià alis àu eàapp o heà o à i l eà o sista tà  

déterminer dans quel(s) complexe(s) la protéine ECT2 s’i t g e. Pour cela, une recherche de 

partenaires protéiques a été effe tu eà àl’ helleàduàp ot o e.àL’ide tifi atio àdesàpa te ai esàa 

ainsi permis d’ ett eàdesàh poth sesàsu àlesàfo tio sà ol ulai esàd’ECT .àCetteàapp o heàfe aà

l’o jetàduàChapit eàII.à 

3- Quelà està leà leà d’ECT à da sà leà o t leà deà laà t adu tio à età deà la stabilité des ARN 

messagers en lien avec ses partenaires ? 

 Nous savons que les protéines à domaine YTH humaines sont impliquées dans le contrôle 

de la traduction et de la stabilité des transcrits méthylés. Ainsi par une approche ciblée, les 

fonctions moléculaires d’ECT à ont été étudiées plus particulièrement en lien avec la protéine 

LARP1,à u à pa te ai eà pote tielà d’ECT à i pli u à da sà es voies de régulation post-

transcriptionnelles.àL’a al seàp i ipaleàa consisté à esu e àl’i pa tàd’ECT àsu àle translatome à 

l’aideà d’u eà app o heà deà s ue çageà d’áRN.à Cesà app o hesà se o tà d elopp esà auà ou sà duà

Chapitre III.  
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4- Les conditions environnementales régulent-ellesàlesàfo tio sàd’ECT à?àEt si oui, par quel(s) 

moyen(s) ? ECT2 joue-t-elle un rôle dans les voies de réponse à un stress thermique ?  

 Cu ieuse e t,à l’e p ie eà deà olo eà d’affi it à à u eà i leà áRNà th l eà suggère une 

diff e eà d’asso iatio à d’ECT à e à o ditio à deà st ess.à Ainsi, des travaux ont été menés pour 

d fi i àsiàlaà apa it àd’ECT à àlie àla m6A pourrait être modifiée avec un stress thermique et pour 

d ou i à o e tàu eàtelleà gulatio àestàpossi le.àDeàplus,àl’i pli atio àd’ECT àda sàlaà po seà

au stress a été mesurée en lien avec leàfaità u’elleài te agitàa e àLáRP , un acteur impliqué dans 

les mécanismes d’adaptatio à desà pla tesà auà st essà the i ue.à Cesà points seront finalement 

étudiés dans le Chapitre IV.    
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RÉSULTATS  
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RÉSULTATS 

CHAPITRE I – CARACTÉRISATION D’ECT2 COMME LECTEUR DE 

MÉTHYLATION ET ÉTUDE DE SON RÔLE DANS LE DÉVELOPPEMENT  

 Jus u’ àp se tàau u eàp ot i eàdeàliaiso à àlaà th latio à 6áà ’aà t àide tifi eà hezàu à

o ga is eàduà g eà g tal.àLesàdo esàp de tesàdeà h o atog aphieàd’affi it àpou àu àáRNà

méthylé ont permis de mettre en avant la protéine ECT2 etàd’aut esàECTà o eà a didatsàpou à 

remplir ces fonctions. Ceàp e ie à hapit eà eg oupeàdesàt a au àfaisa tàl’o jetàd’u àa ti leàsou isà

récemment au journal The Plant Cell. Ces travaux ont eu pour objectif de faire une première 

description globale sur la protéine ECT2 en tant que protéine de liaison à la m6A chez Arabidopsis 

thaliana. Ainsi, sa fonction de liaison aux ARNm méthylés a été étudiée tout comme son 

implication dans le développement de la plante. Les analyses évolutives menées au cours de ces 

travaux nous ont amenés à renommer la protéine ECT2 par AtYTHDF2A (DF2A). Néanmoins, en 

deho sàdesàt a au àdeà etàa ti le,àleà o àd’ECT àaà t à onservé pou àl’e se leàdeà eà a us it.à 

 áuà i eauà ph siologi ue,à leà leà d’ECT à a été étudié plus particulièrement dans le 

développement des trichomes où deux études précédentes ont montré que leur morphologie 

pourrait être liée à la méthylation. En effet, des défauts de trichomes sont engendrés en 

di i ua tàl’e p essio àdeàMTáà(Bodi et al., 2012) ou en surexprimant FIP37 (Vespa et al., 2004), 

deux acteurs du complexe de m6A-méthyltransférase. Les trichomes sont des structures cellulaires 

spécialisées présentes sur les surfaces aériennes des végétaux qui participent à de nombreuses 

fo tio sà o eàlaàp ote tio àfa eàau ài se tesàhe i o es,àlaà du tio àdesàpe tesàd’eauàlo sàde 

la respiration ou encore la protection contre les UV (Serna and Martin, 2006). Chez certaines 

espèces les trichomes sont des structures unicellulaires très étendues comme chez le coton 

(Gossypium spp àoùà ilsàse e tà à l’i dust ieàte tile.àChezàArabidopsis thaliana, les trichomes sont 

également unicellulaires et sont couramment étudiés comme modèles dans les processus de 

différentiation cellulaire (Yang & Ye, 2013). Sur la surface abaxiale des feuilles, la cellule de 

trichome est multibranchée et possède généralement 3 branches et plus rarement 4 branches. Le 

t i ho eàaà laàpa ti ula it àd’ t eàu eà elluleàg eàpa àe do dupli atio ,à ’est-à-dire que son 

o te uàe àáDNàestà pli u àsa sàsu i àdeàdi isio à u l ai e.àE à o e e,àleà o te uàáDNàd’u à

trichome est de 32C sugg a tàauà oi sà à lesàd’e do dupli atio .àDeà o eu à uta tsàli sà

au cycle cellulaire montrent des défauts de branchages suggérant que le nombre de branches est 
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di e te e tà eli à à l’ tatà deà ploïdieà duà t i ho eà (Perazza et al., 1999). Ainsi, dans les plantes 

surexprimant FIP37, l’aug e tatio àduà o eàdeà a hesàsu à les trichomes a été directement 

relié à u à p o l eà d’e do dupli atio à (Vespa et al., 2004). E à deho sà d’u à d fautà deà leà

cellulaire, la croissance des trichomes et le nombre de branches sont également régulés par les 

réseaux du cytosquelette (Tian et al., 2015; Mathur and Chua, 2000). 
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ABSTRACT 15	

Methylations at position N6 of internal adenosines (m6As) are the most abundant and 16	

widespread of mRNA modifications. They play crucial roles for organisms 17	

reproduction, growth and development by controlling gene express pattern at the 18	

post-transcriptional level. Their function is decoded by so called readers, that share 19	

the structured YTH domain, which forms an hydrophobic pocket directly 20	

accommodating the m6A residue. While the physiological and molecular functions of 21	

YTH readers have been extensively studied in animals, no data is available so far on 22	

plant readers and this despite the fact that m6As are crucial for their survival and 23	

development. Higher plants contain high numbers of YTH-domain proteins. We 24	

provide here their comprehensive evolutionary analysis and demonstrate that they 25	

are highly likely to be actual readers with redundant but also specific cellular 26	

functions. We also show, that the YTHDF2A (/ECT2) protein from Arabidopsis 27	

thaliana is binding to m6A containing RNAs in vivo and that this property relies on the 28	

m6A binding pocket carried by its YTH domain. DF2A is mainly cytoplasmic and 29	

relocates to stress granules upon heat exposure, suggesting that it acts to control 30	

mRNA fate in the cytosol. As previously found for m6As, we demonstrate that DF2A 31	

m6A binding ability is required for normal trichome formation and propose that this 32	

reader acts alone to mediate m6A role in trichome branching.  33	

 34	

INTRODUCTION 35	

Gene expression regulation is a multi-layered process that takes place at the 36	

transcriptional and post-transcriptional level and is crucial for organism development, 37	

growth and survival. Recently, chemical modification of mRNAs emerged as an 38	

additional and important layer in the control of gene expression. The repertoire of 39	
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these modifications on the transcriptome, represents what is now called the cell 40	

"RNA Epigenome" (He, 2010) or "Epitranscriptome" (Saletore, Meyer et al., 2012). 41	

Methylation at position N6 of internal adenosines (m6As) is the most abundant and 42	

widespread of these modifications. It is conserved and found on mRNAs of most 43	

eukaryotes such as animals (Dominissini, Moshitch-Moshkovitz et al., 2013), yeast 44	

(Schwartz, Agarwala et al., 2013) or higher plants (Li, Wang et al., 2014, Luo, 45	

MacQueen et al., 2014, Wan, Tang et al., 2015) and represents some 1.5% of the 46	

total number of adenosines on mRNAs. m6As are enzymatically deposited by a so 47	

called "writer" complex and can be reverted to unmodified As, by so called "erasers". 48	

The core of the heteromultimeric writer complex is composed of METTL3, the active 49	

methylase, METTL14, a degenerated methylase that acts to activate METTL3 and is 50	

required for recognition and binding to RNA substrates (Sledz & Jinek, 2016, Wang, 51	

Doxtader et al., 2016) and WTAP, a stabilizing cofactor required for m6A deposition 52	

(Schwartz, Mumbach et al., 2014) and localization of the complex to nuclear speckles 53	

(Ping, Sun et al., 2014). In animals this complex was also found to contain the 54	

KIAA1429 (fly Virilizer (Lence, Akhtar et al., 2016)) protein which associates with 55	

METTL3 (Schwartz et al., 2014). The m6A writer complex not only targets mRNAs, 56	

but also pol II non coding RNAs such as primary transcripts of microRNAs (pri-57	

miRNAs) (Alarcon, Lee et al., 2015), long non-coding RNAs (lncRNAs) (Dominissini 58	

et al., 2013, Meyer, Saletore et al., 2012), circular RNAs (circRNA) (Yang, Fan et al., 59	

2017) or small nuclear (snRNA) (Bringmann & Luhrmann, 1987) and nucleolar RNAs 60	

(snoRNAs) (Linder, Grozhik et al., 2015). m6A deposition is a co-transcriptional 61	

process, that was shown in mammalian cells to take place carried on pre-mRNA 62	

before splicing is completed (Ke, Pandya-Jones et al., 2017). m6As are not evenly 63	

distributed on an mRNA molecule; they are found at the RRACH (R=G/A, H: U>A>C) 64	
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consensus site (GAC in 70% of the cases) and almost exclusively on exons, 65	

preferentially long internal exons with a very strong enrichment in terminal exons and 66	

3'-UTRs (Dominissini et al., 2013, Ke, Alemu et al., 2015, Meyer et al., 2012, 67	

Schwartz et al., 2013, Schwartz et al., 2014). 68	

The biological consequences of m6A methylation are multiple but a common feature 69	

is that it is required in fundamental processes in all studied organisms. m6As were 70	

found to be necessary for cell survival and proliferation in mammals (Dominissini et 71	

al., 2013, Wang, Li et al., 2014b), cell fate determination in yeast and mammals 72	

(Agarwala, Blitzblau et al., 2012, Chen, Hao et al., 2015, Wang et al., 2014b), 73	

gametogenesis and zygote development in mice (Hsu, Zhu et al., 2017, Ivanova, 74	

Much et al., 2017), sex determination and neuronal functions in fly (Haussmann, Bodi 75	

et al., 2016, Kan, Grozhik et al., 2017, Lence et al., 2016). At the cellular level under 76	

constitutive growth conditions, m6A marks trigger mRNA turnover (Du, Zhao et al., 77	

2016, Ke et al., 2017, Shi, Wang et al., 2017, Wang, Lu et al., 2014a) and stimulate 78	

translation (Hsu et al., 2017, Li, Chen et al., 2017, Shi et al., 2017, Wang, Zhao et al., 79	

2015). In mammals and fly at least, transcriptome wide analyses demonstrated that 80	

the m6A mark does not influence constitutive splicing and has only a very marginal 81	

impact on alternative splicing (Ke et al., 2017, Lence et al., 2016). Likewise, m6A was 82	

found to have an inhibitory impact on proximal polyA site choice, but its involvement 83	

on alternative polyadenylation is very limited, at least under normal growth conditions 84	

(Ke et al., 2015). The m6A mark also acts directly on chromatin where it contributes 85	

to DNA repair (Xiang, Laurent et al., 2017) and to X-Inactive Specific Transcripts 86	

(XIST)-dependent gene silencing (Patil, Chen et al., 2016). At the molecular level, 87	

this epitranscriptomic mark directly influences the recruitment of RNA Binding 88	

Proteins (RBPs) to the transcript. Firstly m6As can act as molecular switches 89	
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controlling the RNA-structure dependent accessibility of RBPs. They were indeed 90	

found to remodelate local structures and by doing so to enhance the binding of the 91	

HNRNPC protein to mRNAs and lncRNAs (Liu, Dai et al., 2015). Secondly they 92	

directly influence the binding affinity of RBPs in a sequence dependent manner, 93	

either repelling or attracting proteins by decreasing or increasing their affinity for RNA 94	

(Edupuganti, Geiger et al., 2017). Finally, they can act as anchors for so called "m6A 95	

readers". These readers form a large family of eukaryotic proteins that share the YTH 96	

(YT512-B Homology) domain (Zhang, Theler et al., 2010). YTH domains form two 97	

evolutionary clades, named DC and DF which adopt a similar a-helix-b-sheet fold 98	

forming an hydrophobic pocket containing two to three aromatic residues essential 99	

for m6A mononucleoside binding (Li, Zhao et al., 2014, Luo & Tong, 2014, Theler, 100	

Dominguez et al., 2014, Xu, Wang et al., 2014, Zhu, Roundtree et al., 2014). Three 101	

of the DF type (YTHDF1-3) and two of the DC type (YTHDC1 and 2) proteins are 102	

present in mammals (Wang & He, 2014). The YTHDF1-3 proteins act in a 103	

cooperative and integrated manner in the cytoplasm of mammalian cell lines to 104	

convey the constitutive roles of m6A on mRNA translation and stability control (Shi et 105	

al., 2017). YTHDF3 facilitates the m6A binding of YTHDF1 which in turn recruits 106	

either components of the translation initiation machinery to promote mRNA 107	

translation (Shi et al., 2017, Wang et al., 2015) or the YTHDF2 protein which triggers 108	

mRNA decay (Du et al., 2016, Shi et al., 2017, Wang et al., 2014a). In mice testis, 109	

the m6A-dependent binding of YTHDC2 to few hundred mRNAs promotes their 110	

translation and trigger their decay respectively through recruitment of components of 111	

the translation initiation machinery and of actors of the mRNA turnover process (Hsu 112	

et al., 2017). Human YTHDC1 mediates the role of m6A on transcriptional repression. 113	

Indeed it binds to the XIST RNA on its m6A marks and is required to transcriptionally 114	
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inactivate genes present on the XIST-targeted X chromosome (Patil et al., 2016). In 115	

fly, Ythdc1 mediates the role of m6A on the alternative splicing of sex lethal (sxl), 116	

specifically promoting the excision of its male specific intron in female (Haussmann et 117	

al., 2016, Kan et al., 2017, Lence et al., 2016). Consistently with their m6A reader 118	

functions, the physiological roles of these YTH proteins overlap those of the writer 119	

complex. The YTHDF2-mediated decay of mouse oocyte transcripts is determinant 120	

for proper female gametogenesis and early zygotic development (Ivanova et al., 121	

2017). In mice, YTHDC2 is crucial for both male and female fertility ; its loss of 122	

function mutant affecting meiosis progression during both spermatocyte and oocyte 123	

formation (Hsu et al., 2017). In fly, loss of Ythdc1 or Ime4 (the homolog of METTL13) 124	

similarly affects sex determination, both mutants showing a sex biais towards 125	

maleness (Haussmann et al., 2016, Lence et al., 2016).  126	

The m6A mark is also present in higher plants and was shown to display the same 127	

features as in other organisms. Enriched in last exons and at 3'-UTRs of transcripts, 128	

m6As are deposited on the RRACH consensus and show a similar abundance (1-3 129	

m6A per mRNA and some 1.5% of the total number of adenosines) (Li, Xiong et al., 130	

2016, Luo et al., 2014, Zhong, Li et al., 2008). The core components of the writer 131	

complex are also present in Arabidopsis thaliana, with the MTA (METTL13) and MTB 132	

(METTL14) methylases, the FIP37 (WTAP) and VIRILIZER (KIAA1429) cofactors, 133	

plus the E3-ubiquitin ligase HAKAI (Ruzicka, Zhang et al., 2017) that is also likely to 134	

be part of the mammalian writer complex (Horiuchi, Kawamura et al., 2013). 135	

Downregulation of these proteins leads to reduce relative levels of m6A in mRNAs 136	

and shared pleitropic phenotypes. Deletion of MTA, MTB, FIP37 or VIR stops 137	

embryogenesis at the globular stage (Bodi, Zhong et al., 2012, Ruzicka et al., 2017, 138	

Shen, Liang et al., 2016, Vespa, Vachon et al., 2004, Zhong et al., 2008). 139	



	 7	

Hypomorphic mta, mtb, fip37 or vir mutants show growth delay, aberrant Shoot 140	

Apical Meristem proliferation, reduced root growth and aberrant gravitropic 141	

responses, the severity of which being directly proportional to the diminution of the 142	

m6A/A ratio (Ruzicka et al., 2017). Moreover, downregulation of MTA or 143	

overexpression of FIP37 leads to aberrant trichome formation, with an increase of 144	

trichomes with four to six branches (Bodi et al., 2012, Vespa et al., 2004). 145	

Assessment of the DNA content of FIP37 overexpressor lines supports that this 146	

phenotype might the consequence of excessive rounds of endoreduplication (Vespa 147	

et al., 2004). These genetic analyses support that, as it the case in animals and 148	

yeast, m6As are also crucial for plant fundamental processe. How m6A controls 149	

mRNA fate and expression in plants is not known so far, nevertheless the presence 150	

of YTH domain proteins suggests that, here again, it can act as an anchor to RBPs. 151	

Nonetheless, the characterization of plant YTH domain proteins physiological, 152	

cellular or molecular roles is lacking behind as no tools nor data are available so far. 153	

We report here the first comprehensive evolutionary analysis of YTH domains from 154	

higher plants and the first functional characterization of a putative plant m6A reader, 155	

the AtYTHDF2A (shortened to DF2A) protein (previously named ECT2). We show 156	

that DF2A is mainly cytosolic, relocalizes to stress granules upon heat stress, and 157	

forms a complex in vivo with m6A RNA only when carrying an unaltered aromatic m6A 158	

binding cage. Plants depleted of DF2A show a trichome branching defect identical to 159	

that of hypomethylated plants (Bodi et al., 2012) or FIP37 overexpressor (Vespa et 160	

al., 2004). This phenotype cannot be complemented with a DF2A allele defective for 161	

its m6A binding pocket. We hereby identify the first physiological role for a plant YTH 162	

protein and demonstrate that trichome formation requires that the m6A mark is 163	

decoded by one of the thirteen Arabidopsis YTH proteins.  164	
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Phylogenetic tree was built using representative YTH motifs from Viridiplantae compared

to several yeast and metazoan YTHs including the ones from human, drosophila, 

Saccharomyces cerevisiae and schizosaccharomyces pombe (see Supplemental Table 1 

for YTH sequences and Supplemental Table 2 for a list of name codes). The two clades, 

YTHDF and YTHDC, are indicated. The color code is the following: brown for yeast species,

green for plant species, blue for Chlorophyte species and red for metazoan species. 

Statistical supports of key nodes calculated with the approximate likelihood-ratio test 

are indicated. Scale bar indicates length of 0.1 substitution/site. 
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 165	

RESULTS 166	

Evolutionary analysis of YTH domain proteins from higher plants 167	

Using a phylogenetic approach, we first compared representative Viridiplantae YTH 168	

domains to several yeast and metazoan YTHs including the ones from human, 169	

drosophila, Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe. To 170	

represent the Viridiplantae lineage, we initially collected YTH-containing proteins 171	

from a Chlorophyte species (Chlamydomonas reinhardtii), from species that are 172	

respectively outgroups for the Angiosperms (Marchantia polyphorma, Physcomitrella 173	

patens), at the root of the Angiosperm lineage (Amborella trichopoda) and from 174	

Arabidopsis thaliana. We confirm by this analysis that Viridiplantae YTH domains 175	

have a common ancestry with yeast and metazoan domains and can be classified in 176	

the two previously defined YTH-DC and -DF groups (Roundtree & He, 2016) (Figure 177	

1). Based on this result, and to adopt a systematic nomenclature, we decided to 178	

name each YTH-containing protein by the initials of its species of origin, followed by 179	

either “DF” or “DC”, by a number and possibly a letter (A, B or C) referring to a 180	

subgroup when appropriate (see below). When another name already existed in the 181	

literature, it was added in parenthesis for convenience (see Supplemental Table 1 for 182	

all YTH sequences and Supplemental Table 2 for a list of all name codes used in this 183	

study).  184	

To have a closer look at the evolutionary history of Viridiplantae YTH domains, we 185	

next identified and collected 297 YTH-containing proteins from 32 representative 186	

species and found that 57 of these domains belong to the DC group and 240 to the 187	

DF group. Our phylogenetic analysis of the DF group shows that plant DF proteins 188	

can be further separated in three subgroups (DFA, DFB and DFC) with the exception 189	
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Phylogenetic tree was built using the YTH domain of 240 DF 

proteins from 29 species representing the diversity of the 

Viridiplantae lineage (see Supplementary Table 1 for YTH 

sequences, Supplemental Table 2 for a list of name codes and 

Supplemental Figure 1 for the alignment used to build the tree).

The three clades DFA, DFB, DFC are indicated. The color code is the

following: green for outgroup species to Angiosperms, orange for 

Amborella trichopoda, blue for dicotyledon species and red for 

monocotyledon species. Statistical supports of key nodes calculated 

with the approximate likelihood-ratio test are indicated. Scale bar 

indicates length of 0.1 substitution/site.
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of species that are outgroups for the Angiosperms, where a single DF version is 190	

present, and Chlorophyte species, that lack DF proteins (Figure 2). The conservation 191	

of at least one protein version from each DF subgroup in all Angiosperm species 192	

strongly suggests a scenario in which a gene duplication event occurred in the 193	

Angiosperm common ancestor followed by the neofunctionalization of the duplicated 194	

copies, and that DF-containing proteins from the different subgroups are likely not 195	

completely redundant. A putative sign of neofunctionalization of the DF type YTH 196	

domains is represented by the aspartic acid for asparagine (D for N) change found 197	

systematically in the alpha helix 1 of the DFB domains (see Supplemental Figure 1). 198	

This position corresponds to position 401 of the human YTHDF1 protein, and a D for 199	

N change at this position was shown to increase by 15 fold the affinity for an m6A 200	

target (Xu, Liu et al., 2015). Therefore, plant DFB proteins are likely to have a higher 201	

affinity for m6A than proteins belonging to the other two subgroups. Apart from the 202	

YTH motif, plant DF proteins do not present other highly conserved amino acid 203	

regions, except for a small domain (around 50 amino acids), N-terminal to most 204	

YTHDF motifs, that presents a bias in amino acid composition in favor of tyrosine, 205	

proline and glutamine (YPQ-rich, see Supplemental Figure 2). This bias in 206	

composition is similar to the one found in the three human DF proteins that possess 207	

a PQ-rich region, N-terminal to their YTH domain (Wang et al., 2014a). 208	

The phylogenetic tree of the Viridiplantae DC group also revealed two subgroups, 209	

DCA and DCB (Supplemental Figure 3 and 4). Plant DCA proteins all possess, in 210	

addition to the YTH domain, three zinc fingers with homologies to a cleavage and 211	

polyadenylation specificity factor (CPSF) domain and the Arabidopsis protein 212	

AtDC1A (CPSF30), was shown to be part of the plant polyadenylation complex 213	

(Addepalli & Hunt, 2007). Surprisingly, while DCA and DCB proteins are present in all 214	
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species that are outgroups to the Angiosperms and in all dicotyledon species, no 215	

DCB proteins was found in the monocotyledon lineage suggesting that this version of 216	

the YTH motif was lost in the common ancestor of monocotyledon. 217	

To get a first understanding of YTH domain protein function in plants, we ran a first 218	

functional analyses of the AtYTHDF2A protein, previously named ECT2 (At3G13460) 219	

and which for the sake of clarity we will refer to as DF2A in the following sections of 220	

this manuscript.  221	

 222	

Characterization of two df2a knockout T-DNA insertion lines and DF2A specific 223	

antibodies 224	

To study DF2A physiological and molecular functions, we collected two T-DNA 225	

insertion lines from Arabidopsis stock centers and determined whether they are 226	

knockdown or knockout. We mapped through sequencing the positions of the T-227	

DNAs and found that they are inserted in exon 3 (at position + 524 from the ATG) in 228	

line SALK_ 002225 and in exon 7 (at position + 2402 from the ATG) in line 229	

SAIL_11_D07. We respectively named these lines df2a-1 and df2a-2 (Figure 3A). 230	

Using an RT-PCR approach with three sets of primers, we analysed the steady-state 231	

levels of DFA2 mRNA in wild-type and mutant backgrounds. No PCR signal was 232	

found to be amplified from cDNAs prepared from both mutant lines, using primers 233	

respectively located at the 5' and 3' ends of the coding region and permitting to 234	

amplify the full length DF2A mRNA (Figure 3A). The df2a-1 mutant does not seem to 235	

produce any stable mRNA as shown by the fact that no PCR signal can be detected 236	

even when using a primer pair located downstream to the T-DNA insertion site, 237	

suggesting that this allele is a full knockout. Conversely, the df2a-2 allele appears to 238	

allow the synthesis of a truncated mRNA corresponding to the coding region located 239	
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upstream to the T-DNA insertion site, suggesting that a truncated form of DF2A might 240	

be expressed in this mutant. To explore this possibility and confirm that df2a-1 does 241	

not produce any full length nor truncated protein, we raised antibodies against two 242	

synthetic peptides respectively located in the central part upstream to the YTH 243	

domain (pep 1) and at the very C-terminus of the protein, downstream to the YTH 244	

domain (pep 2) (Figure 3B). We found that both antibodies allow the detection of a 245	

protein with an apparent size of 100 KDa in wild-type extracts (Figure 3B). In total 246	

extracts prepared from the df2a-1 and 2 mutant lines this signal is no longer detected 247	

regardless of the antibody used, supporting that it corresponds to the endogenous 248	

DF2A protein. In addition, no signal that would be specific to one or both mutant line 249	

can be detected, suggesting that neither mutant allele allow the production of a full-250	

length nor truncated DF2A protein. Considering the position of the peptides (both 251	

downstream to the T-DNA location in df2a-1), one could argue that a small protein 252	

corresponding to the first 50 amino acids of DF2A could remain undetected. Even if 253	

this was the case, this small protein could not support DF2A function. We hence 254	

conclude that df2a-1 and df2a-2 are both full knockout alleles.  255	

 256	

DF2A expression is likely regulated at the pst-transcriptional level  257	

Analysis of DF2A mRNA expression profile in publicly available databases (ATH1 258	

affimetrix data at the eFP browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) 259	

(Winter, Vinegar et al., 2007) and RNA-seq data at TraVA db (http://travadb.org/)) 260	

(Figure 4A and B) suggests that this gene is ubiquitously expressed across plant 261	

development, with its highest level of expression in embryos at the green cotyledon 262	

stage and in dry and imbibed seeds. However, running a western blot analysis of 263	

DF2A steady state levels in total protein extracts prepared from various Arabidopsis 264	
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tissues (Figure 4C), we found that mRNA and protein expression profiles are not in 265	

full agreement. DF2A protein can be detected in extracts from whole seedlings, roots, 266	

rosette, mature leaves and whole flowers (Figure 4C, lanes 3-7, 9 and 11) but is 267	

below detection level in green and mature siliques but also in dry and imbibed seeds 268	

(Figure 4C lanes 1, 2, 10, 12 and 13) two tissues where DF2A mRNA levels are 269	

particularly high. These discrepancies between mRNA and protein accumulations 270	

suggest that DF2A expression is tightly regulated at the post-transcriptional level.  271	

 272	

The DF2A protein is required for normal trichome branching. 273	

We next looked for growth or developmental phenotypes linked to df2a loss of 274	

function and could not observe any obvious morphological defect at the macro scale 275	

level (Supplemental figure 5A-F). The hypomorphic ABI3::MTA knockdown (mta-kd) 276	

line was found to display pleiotropic developmental and growth defects, amongst 277	

which an abnormal flower architecture. Particularly, in the first flowers of the mta-kd 278	

plant inflorescences, stamens were found to often show partial conversion to petal 279	

(Bodi et al., 2012). Given that we found DF2A to be strongly expressed in flowers 280	

(Figure 4C), we monitored the morphology of df2a-1 and df2a-2 flowers 281	

(Supplemental Figure 5G). We monitored mature flowers and looked for 282	

morphological defects and classified as deficient, flowers with at least one of the 283	

followings: (i) more than four petals, (ii) abnormal number of stamens (<6 or >6), (iii) 284	

stamens converted to petals. In our growth chamber conditions, both the wild-type 285	

and ko lines were found to display such flower defects at more than 30% frequency. 286	

Nevertheless the mutants were not found to be significantly distinct from the wild-287	

type, supporting that the loss of df2a function does not phenocopy the low 288	

methylation phenotype in flowers. A second subtle defect of the mta-kd mutant is an 289	
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increase in the percentage of abnormal trichomes as compared to wild-type. Body et 290	

al. found that in the mta-kd background, 60% of the observed trichomes have four or 291	

more branches versus 24% in wild-type plants (Bodi et al., 2012). Such phenotype 292	

was also observed in plants overexpressing FIP37, a core component and cofactor of 293	

the methylation complex (Ruzicka et al., 2017, Shen et al., 2016, Vespa et al., 2004, 294	

Zhong et al., 2008). Vespa et al., found that overexpressor lines display on average 295	

twice more (42-45%) trichomes with four branches than the wild-type and have 5 to 296	

10% of five or six branch trichomes, a population undetected in normal plants (Vespa 297	

et al., 2004). We hence monitored trichomes morphology of three week old plants of 298	

the mta-kd, df2a-1, df2a-2 and wild-type backgrounds (Figure 5A-C). We conducted 299	

this experiment over eleven independent biological replicates, monotoring the first 300	

pairs of leaves of four plants of each genotype in each replicates. We observed a 301	

total of more than two thousand two hundred trichomes for each background (Figure 302	

5A). Wild-type plants display on average 72.1% and 27.9% of three and four branch 303	

trichomes and no five nor six branch trichomes as previously reported (Bodi et al., 304	

2012, Vespa et al., 2004). We reproduced the mta-kd phenotype, observing an 305	

increase in the frequency of trichomes with more than three branches (55.1%) and 306	

found that, as this was the case for the FIP37 overexpressor line, five branch 307	

trichomes appear at a frequency of 1.9% on average (Figure 5C). Both df2a knockout 308	

lines display a clear trichome developmental defect. Firstly they show a significant 309	

increase in the frequency of trichomes with more than three branches (47.3% for 310	

df2a-1 and 50.4% for df2a-2) of the same order of magnitude as that observed in the 311	

hypomorphic mta plants. Secondly, looking at the trichome repartition according to 312	

their number of branches we observed that loss of DF2A appears to trigger the 313	

appearance of five branch trichomes at the frequency of 4 and 3.6% in df2a-1 and 314	
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df2a-2 respectively. These frequency variations are not related to discrepancies in 315	

trichome density between genotypes, as each line display on average between 25 316	

and 30 trichomes per leaf (Figure 5A). We conclude that DF2A is, as it is the case for 317	

MTA, required for normal trichome development.  318	

 319	

The DF2A protein associates with m6A containing RNAs in vivo 320	

Considering our evolutionary analyses of the higher plant YTH domain proteins 321	

(Figure 1 and 2), we propose that Arabidopsis YTH proteins carry an m6A reading 322	

activity. To test this possibility for the DF2A protein, we prepared a point mutant allele 323	

(DF2A***) were the tryptophans (W464, 521 and 526 on DF2A) (Supplemental Figure 324	

1) homologs to that found in the mammal and yeast proteins to form the m6A binding 325	

aromatic cage were substituted to alanines (Theler et al., 2014). We next constructed 326	

in the df2a-2 ko background, transgenic lines expressing YFP tagged versions of the 327	

wild-type and triple point mutant DF2A protein under the control of the DF2A 328	

upstream genomic sequences and selected two independent lines for each construct. 329	

Each of these four lines was found to express the YFP fusions at levels similar to that 330	

of the endogeneous protein (Supplemental Figure 6). To determine whether DF2A 331	

displays the ability to interact with m6A containing RNAs in vivo we ran RNA 332	

immunoprecipitation assays (Figure 6A, B). Crude extracts were prepared from 333	

transgenic seedlings (line 17 for YFP-DF2A and 46 for YFP-DF2A***) and RNA-334	

protein complexes immunoprecipitated with YFP nanotraps. An identical experiment 335	

was conducted in parallel with crude extracts from wild-type seedlings as a negative 336	

control. We next prepared a dot blot with RNA extracted from the input and eluate 337	

fractions (Figure 6A) that we probed with an anti-m6A antibody. This experiment was 338	

repeated over three independent biological replicates that gave identical results 339	



Figure 6: m6A binding by DF2A is required for normal trichome branching
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(Figure 6A-B and data not shown). We observed that m6A containing RNAs can be 340	

immunoprecipitated together with the YFP-DF2A fusion, as demonstrated by the 341	

presence of an m6A signal in lane 5 of Figure 6A and no signal in lane 4 342	

corresponding to the negative control and this despite the fact that similar levels of 343	

m6A containing RNAs were detected in both inputs (Figure 6A lanes 1 and 2). When 344	

experiments were conducted with YFP-DF2A*** crude extracts we observed that the 345	

protein, which accumulates to levels similar to that of the YFP-DF2A fusion in inputs 346	

(compare lanes 2 and 3, Figure 6B), was immunoprecipitated as efficiently as the 347	

unmutated version (lanes 5 and 6, Figure 6B). Yet, m6A containing RNAs were no 348	

longer significantly enriched in the eluate fraction (lane 6, Figure 6A). 349	

We conclude from these RIP assays, that DF2A forms a complex in vivo with m6A 350	

containing RNAs and that its formation is dependent upon the presence of an 351	

unmutated aromatic cage on its YTH domain. Given the very high conservation of 352	

DF2A at the primary sequence level over a large evolutionary time, we propose that 353	

its YTH domain is an m6A reading domain.  354	

 355	

DF2A m6A reading activity is required for normal trichome branching 356	

To explore the possibility that df2a trichome branching defect is the consequence of 357	

the loss of DF2A m6A reading activity, we monitored the trichome morphology of 358	

df2a-2 lines expressing either a wild-type or a triple (W to A) mutant allele of DF2A 359	

(Figure 6C-E). We observed trichome morphology on independent transgenic lines 360	

respectively expressing the wild-type and point mutant alleles of DF2A at levels 361	

similar to that of the endogeneous protein (two independent lines for each construct 362	

(Supplemental Figure 6)). We proceeded as previously described and observed a 363	

total of more than 1200 trichomes for each genotype over six biological replicates 364	
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(Figure 6C). We found that lines expressing a wild-type DF2A allele, display a 365	

trichome morphology similar to that of wild-type plants, with an average level of four 366	

branch trichomes of 35 and 19% in transgenic lines and 26 % in wild-type. Moreover 367	

the population of five branch trichomes was significantly reduced as compared to that 368	

of the df2a-2 mutant (0.9% versus 4.1%) (Figure 6E). A similar analysis conducted 369	

with C-terminally tagged DF2A (DF2A-GFP) gave similar results (data not shown). 370	

This shows that the trichome defects of df2a-1 and 2 are the direct consequence of 371	

the full inactivation of DF2A and that the YFP and GFP translational fusions of DF2A 372	

are functional. When the mutated version was the sole allele of DF2A expressed, the 373	

trichome morphology of df2a-2 was not restored to normal. Trichomes of the point 374	

mutant lines, display more than three branches at a frequency identical to that of the 375	

df2a-2 mutant and significantly above that of the wild-type plants (55 and 60% for 376	

lines 46 and 47 respectively). In addition, five branch trichomes were also detected at 377	

frequencies similar to that of the ko lines (4.2 and 4.9%) (Figure 6E). These results 378	

show that a DF2A protein with a defective YTH domain is not able to restore normal 379	

trichome branching. 380	

We postulate from results of these and RIP experiments, that the trichome branching 381	

defect of df2a ko lines, is linked to the loss of DF2A m6A reading activity.  382	

 383	

DF2A is mainly cytoplasmic and relocated in stress granules upon heat 384	

treatment 385	

Next, to get a hint on DF2A molecular roles, we characterized its subcellular 386	

distribution in root tips of seven day old seedlings (Figure 7). To this end, we used 387	

transgenic lines expressing fluorescently labeled DF2A and found to complement 388	

df2a-2 trichome branching defects (Figure 6C-E and data not shown). Whatever the 389	
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environmental condition used, we found that both the N-terminal YFP and C-terminal 390	

GFP fusions display identical subcellular distributions (Figure 7). Under normal 391	

growth conditions, they are found to accumulate in the cytoplasm with a diffuse 392	

pattern and are excluded from the nucleus (Figure 7A). mRNA binding proteins 393	

located in the cytoplasm and involved in translation or stability control, often 394	

aggregate together with mRNPs into membraneless supramolecular structures. 395	

These bodies are of two main types in the cytoplasm: processing bodies (P-bodies) 396	

and Stress Granules (Anderson & Kedersha, 2008, Erickson & Lykke-Andersen, 397	

2011). In addition to various RBPs, P-bodies were found to contain actors of the 5'-398	

mRNA turnover process while SGs contain the 48S pre-initiation complex and 399	

various actors of translation such as the Poly(A) Binding Protein (PABP). Conversely 400	

to SGs, P-bodies in mammalian and plant cells (Kedersha, Stoecklin et al., 2005, 401	

Weber, Nover et al., 2008) can be detected in normal growth conditions while stress 402	

situations that block translation initiation increases their size and number and triggers 403	

SG formation (Sfakianos, Whitmarsh et al., 2016, Weber et al., 2008). We and others 404	

previously found that exposure to 38°C for 30 min triggered the formation of such 405	

aggregates in Arabidopsis seedlings (Merret, Descombin et al., 2013). We hence 406	

exposed transgenic plantlets to such heat stress, monitored the fluorescent signal in 407	

roots and observed that the tagged DF2A proteins form punctuate foci in the cytosol 408	

(Figure 7B). Since the formation of SG and P-bodies is inhibited when translation 409	

elongation is blocked, we repeated an identical experiment but in the presence of 410	

cycloheximide or DMSO for mock treatment (Figure 7C and D). While, DF2A still 411	

forms foci in response to heat exposure in the presence of DMSO, it shows a diffuse 412	

pattern in the presence of cycloheximide, suporting that DF2A aggregates 413	

correspond to P-bodies or SGs. Since DF2A does not appear to form foci under 414	
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normal growth conditions, we postulated that it associates to SG rather than P-415	

bodies. We next ran colocalisation experiments, using a stable line co-expressing 416	

both YFP-DF2A and RFP-PAB2, a canonical marker of stress granules (Merret, 417	

Carpentier et al., 2017, Weber et al., 2008) (Figure 7E-G). Seedlings were exposed 418	

for 30 min at 38°C and the distribution of both fluorescently labeled proteins 419	

monitored (Figure 7E). As expected both the YFP and RFP signals appear as 420	

discrete foci in the cytosol and the vast majority of them overlaps (merge panel in 421	

Figure 7E). Here again, cycloheximide treatment prevents foci formation at 38°C 422	

while DMSO treatment has no impact (Figure 7F and G). All in all, these experiments 423	

allow to propose that under normal growth conditions, DF2A is mostly present in the 424	

cytosol and that upon stress triggered inhibition of translation initiation, it relocates to 425	

stress granules. 426	

 427	

DISCUSSION 428	

We report here a systematic evolutionary analysis of YTH domains from higher 429	

plants and retraced their evolutionary history. We firstly demonstrate that higher 430	

plants and bryophytes, like mammals, systematically display both DF and DC type 431	

motifs while chlorophytes only possess the DC type (Figures 1 and 2 and 432	

Supplemental Figures 3 and 4). Moreover we found that YTH motifs carry the amino 433	

acids required for RNA and m6A recognition and binding and that they are predicted 434	

to adopt the same structural fold as animal and yeast YTH domains (Supplemental 435	

Figures 3 and 4). In Schizosaccharomyces pombe, the Mmi1 protein carries a YTH 436	

domain that unambiguously belongs to the DC group (Figure 1, statistical support of 437	

1) and could based on this, be considered as an m6A binding motif. Yet, this domain 438	

lost this ability in the absence of such epitranscriptomic mark in fission yeast (Wu, Xu 439	
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et al., 2017). Structural analyses of Mmi1 YTH domain, show that it adopts a 440	

structural fold highly similar to that of m6A-binding motifs, and displays a putative m6A 441	

aromatic cage (Touat-Todeschini, Shichino et al., 2017, Wu et al., 2017). 442	

Nevertheless, while bona fide binding cages create an hydrophobic environment to 443	

accommodate m6A and consist in three amino acids with hydrophobic side chains 444	

(W/W/(Y,W or L)), the S.pombe cage has an histidine which is positively charged in 445	

third position and is likely to hinder m6A binding. In addition, the electrostatic surface 446	

surrounding the m6A cage in Mmi1 shows a large negative charge, while it is 447	

positively charged in YTH motifs that can bind m6A. Finally the second aromatic 448	

residu forming the m6A cage in S. pombe is turned 90° relative to that in other YTH 449	

motifs (Wu et al., 2017). These three particularities could explain why the Mmi1 YTH 450	

motif lost its ability to bind m6A residus. The YTH domain from higher plants display a 451	

canonical aromatic cage sequence (Supplemental Figures 1 and 3), hence although 452	

our analyses do not permit to conclude about the surrounding electrostatic surface 453	

nor about orientation of amino acids, we propose that higher plants carry bona fide 454	

m6A readers.  Our evolutionary analyses also demonstrate that the DC and DF type 455	

motifs of higher plants further classify in three and two subclades respectively, 456	

suggesting that a neofunctionalization process most probably took place. This 457	

conducts us to propose that YTH domain proteins from plants are probably not fully 458	

redundant as it is the case for animal proteins. In agreement with this hypothesis, we 459	

find that domains from different clades are likely to have significantly different m6A 460	

binding affinities and that this feature was conserved across evolution.  461	

We also report here the first initial functional characterization of a putative plant 462	

reader: the Arabidopsis DF2A (ECT2) protein. We demonstrate that in vivo the full 463	

length protein is in a complex with m6A containing RNAs. When the three tryptophan 464	
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residues of DF2A m6A binding pocket, were substituted to alanines, m6A RNAs were 465	

no longer co-immunoprecipitated by DF2A. Considering that these point mutations do 466	

not alter the level of DF2A*** protein, and that structural studies demonstrated that 467	

these tryptophans are directly involved in the recognition of the m6A residus (Theler 468	

et al., 2014), we propose that DF2A is directly binding m6A in vivo and that this 469	

binding relies on its YTH domain. DF2A is hence the first plant m6A reader to be 470	

characterized. Moreover this shows that one of the molecular modes of action of 471	

m6As in plant is, as in other eukaryotes, to act as an anchor for RNA Binding Proteins 472	

that will mediate m6A function on the regulation of mRNA or ncRNA fate and/or 473	

function.  474	

Using full knockout mutants, we found that loss of DF2A does not impact plant 475	

embryogenesis, growth nor development at least at the macroscopic scale. Although 476	

one can expect that loss of m6A reader should recapitulate at least part of m6A 477	

physiological roles, the lack of macroscopic phenotypes of df2a knockout plants 478	

might be related to redundancy with other YTH proteins. Nevertheless, at least one 479	

physiological function seems to be carried exclusively by DF2A. Indeed we find that 480	

the DF2A protein, with an unaltered m6A binding pocket is necessary for normal 481	

trichome branching. Strikingly the trichome branching defect of knockout or DF2A*** 482	

plants is identical or even slightly more penetrant to that of the mta-kd mutant. We 483	

found that the percentages of trichomes with more than three branches are identical 484	

between df2a knockout and mta-kd mutant, but there are twice more five branch 485	

trichomes in the absence of DF2A. These findings support the conclusion that a 486	

single reader protein decodes m6A function in trichome development. 487	

One puzzling observation is that the overexpression of FIP37 phenocopies df2a and 488	

mta-kd trichome branching defects (Vespa et al., 2004). FIP37 is a conserved core 489	
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component of the writer complex required for m6A deposition as shown by the strong 490	

decrease of the m6A/A ratio in fip37 hypomorphic lines (Ruzicka et al., 2017). 491	

Whether overexpression of FIP37 increases this ratio has not been tested, but if this 492	

is the case, one could propose that not only m6A is necessary for trichome branching 493	

but also its levels must be finely balanced. The mammalian homolog of FIP37, WTAP 494	

was found to be required for the proper localization of the catalytic subunits of the 495	

writer complex (Ping et al., 2014) and hence proposed to act as a regulatory 496	

component. As such, appropriate stoechiometric levels of WTAP/FIP37 might be 497	

necessary for proper functioning of the writer, leading us to propose an alternative 498	

scenario were FIP37 overexpression would act as dominant negative and as such 499	

provoke the decrease of m6A levels. 500	

Trichomes are elongated cells that consist in a stalk with 3 to 4 branches and a DNA 501	

content of 16 to 32C. The onset of their formation consists in the exit of pluripotent 502	

epidermal cells from the mitotic programme and their transit into the endocycle. 503	

These cells undergo a first DNA replication event coupled to an arrest of their mitotic 504	

cycle at the G2 to M transition. They then enter an endocycle during which they will 505	

undergo 2 to 3 endoreduplication events, before their DNA replication ceases 506	

(Breuer, Braidwood et al., 2014). The entry, progression into and exit of the 507	

endocycle are controlled through the precise regulation of the levels of cyclin (CYC) 508	

and cyclin-dependent kinases (CDKs); with the downregulation of mitotic-CDKs (M-509	

CDKs) during the entry and progression phase and maintenance of the S-phase 510	

CDKs, which need to be periodically inactivated to enable the transition to G phase 511	

(Breuer et al., 2014, Edgar, Zielke et al., 2014). The exit of the endocycle requires 512	

the reactivation of CYC-CDKs that will promote the arrest of DNA replication. The 513	

number of branches of a trichome is directly correlated to its ploïdy, and mutants with 514	
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overbranched trichomes were often found to have an elevated DNA content related 515	

to an excessive number of endocycles (Schellmann & Hulskamp, 2005). Whether the 516	

branching phenotype of hypomethylated mta-kd mutant is the consequence of too 517	

many rounds of endoreduplication, has not been determined so far. But trichomes of 518	

plant overexpressing FIP37, were found to display an elevated DNA content, with 519	

44% and 9% of mutant trichomes with DNA contents of 128 and 256C, conversely to 520	

wild-type trichomes which peak at 32C (Vespa et al., 2004). This supports that 521	

misregulation of m6A levels triggers excessive rounds of endoreduplication. 522	

Considering that we demonstrated that DF2A m6A binding ability is required for 523	

normal trichome branching, we propose that the overbranched phenotype of ect2-ko 524	

trichomes is also the consequence of increased ploïdy and hence that DF2A plays a 525	

negative role on the endoreduplication process, either negatively controlling the 526	

endocyle progression and/or stimulating its arrest. In human fibroblast and 527	

endothelial cells, core components of the m6A writer complex (WTAP and Virilizer), 528	

known to be crucial for m6A deposition were found to positively regulate cell 529	

proliferation through stimulation of the G2 to M transition of the cell cycle by 530	

stabilizing the cyclin A2 mRNA (Horiuchi et al., 2013, Horiuchi, Umetani et al., 2006). 531	

In zebrafish, the YTHDF2 protein exerts an m6A-dependent stimulatory role on the 532	

G2 to M transition of the cell cycle during the maternal to zygotic transition, by 533	

promoting the decay of maternal transcripts amongst which cell cycle regulators 534	

(Zhao, Wang et al., 2017). In mammals the targets of YTHDF2, and those commonly 535	

bound by YTHDF1 and 3 were found to preferentially code for cell cycle associated 536	

factors (Li et al., 2017, Wang et al., 2014a). All these data demonstrate that m6A and 537	

its readers are crucial in the control of cell cycle progression. This observation leads 538	

us to propose that DFA2 could, in a m6A-dependent mode, antagonize the trichome 539	
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endocycle by acting as positive regulator of the mitotic cycle, by directly or indirectly 540	

participating in the post-transcriptional control of the levels of cyclins and cyclin-541	

dependent kinases. 542	

What are the molecular roles of DF2A, which type of m6A containing RNA it binds 543	

and how it influences m6A containing RNA fate and/or function are questions that still 544	

largely unexplored. The amino acid sequence analysis of regions outside of its YTH 545	

domain do not allow to determine if DF2A is the orthologue of one of the three 546	

mammal YTHDF proteins, nor to propose a molecular mode of action of DF2A on its 547	

targets. Indeed, apart for the YTH, a motif search conducted against a Conserved 548	

Domain Database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), did not 549	

allow to identify any remarkable protein domain in DF2A, as well as in any other plant 550	

DF-type protein, with the exception of a YPQ-rich region reminiscent to that found in 551	

human YTHDF proteins and in aggregation prone factors such as TIA-1, TIAR or 552	

prion-proteins (Wang et al., 2014a) (Supplemental Figure 2). The presence of such 553	

aggregation prone domain in DF2A N-terminal domain is consistent with the 554	

observation that this protein is a component of mRNP aggregates. Indeed, we clearly 555	

show that while DF2A is mainly localized in the soluble fraction of the cytosol under 556	

normal growth conditions, it relocates to stress granules in response to heat stress. 557	

Considering that, so far, lncRNAs or other type ncRNAs modified with m6A have 558	

never been reported to be present in stress granules, we hypothesize that DF2A 559	

binds to mRNAs. We cannot nevertheless, exclude at this stage that, as for YTHDC1, 560	

DF2A might have a dual role and also bind m6A containing ncRNAs. 561	

 562	

EXPERIMENTAL PROCEDURES 563	

Sequence selection, multiple sequences alignments and phylogenetic reconstruction. 564	
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Blast searches (blastp and tblastn) were performed starting from known A. thaliana 565	

YTH domains on thirty-two species representing the diversity of the Viridiplantae 566	

lineage at the JGI Phytozome (V11) genomic resource 567	

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Each time a new YTH was found in a 568	

given species, it was itself used as a query in a new BLAST search. YTH sequences 569	

were aligned using the multiple sequence comparison by log-expectation (MUSCLE 570	

v3.7) software (Edgar, 2004). Trees were reconstructed using the fast maximum 571	

likelihood tree estimation program PHYML (Guindon & Gascuel, 2003) with the LG 572	

amino acids replacement matrix (Le & Gascuel, 2008). Statistical support for the 573	

major clusters were obtained using the approximate likelihood-ratio test (aLRT) 574	

(Anisimova & Gascuel, 2006). Bias in amino acids composition were detected using 575	

the Composition Profiler website (http://www.cprofiler.org/). 576	

 577	

Arabidopsis lines and growth conditions 578	

We used Columbia-0 as wild-type ecotype. The df2a-1 (SALK_002225) and df2a-2 579	

(SAIL_11_D07) lines were obtained from the Nottingham Arabidopsis Stock Centre 580	

(NASC). Stable transgenic lines were obtained through floral dip technique adapted 581	

from (Clough & Bent, 1998, Zhang, Henriques et al., 2006). Plants were either grown 582	

on soil or cultivated in vitro on plates containing 4.41 g/L of synthetic Murashige and 583	

Skoog (Duchefa) medium, pH 5.7 and 4 g/L of agar. Transgenic seeds selection was 584	

performed on MS medium containing 25 µg/L of Gentamycin. Seeds were surface 585	

sterilized, sown on plates, incubated for 48 h at 6°C in the dark and placed in a 586	

growth cabinet at 20°C with 16 h day/8 h dark and 130 µE.m-2.s-1 light. For growth on 587	

soil, plants were placed in growth chamber with 16 h day/8 h dark, 100 µE.m-2.s-1 588	

light, 60 - 75 % humidity, 20°C.  589	
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 590	

Cloning 591	

To obtain plasmid p825, the genomic region upstream to DF2A (AT3G13460) coding 592	

region (spanning from position - 2000 to - 1 from the ATG) was PCR amplified with 593	

primers 1156 and 1157 digested by EcoRV and KpnI and cloned into restrictions 594	

sites Ecl136II and KpnI of a derivative of pPZP221 upstream to a gateway receptor 595	

cassette and bearing the gentamycin resistance gene aacC1 (Hajdukiewicz, Svab et 596	

al., 1994). DF2A coding region was PCR amplified from cDNAs reverse transcribed 597	

from total RNA with an oligodT primer. To obtain plasmid p819, DF2A CDS was PCR 598	

amplified with primers 1152 and 1153, and inserted at sites SpeI and EcoRV 599	

downstream to the YFP tag into a derivative of the pBluescript between the AttL1 and 600	

AttL2 gateway donor sites. To obtain plasmid p827, the DF2A CDS was PCR 601	

amplified with primers 1152 and 1154 and inserted at sites SpeI and EcoRV 602	

upstream to the GFP tag into a pBluescript derivate between the AttL1 and AttL2 603	

gateway donor sites. The final binary vectors respectively expressing the YFP-DF2A 604	

and DF2A-GFP under the control of DF2A genomic sequences were obtained 605	

through gateway recombination. The triple point mutant CDS, we labeled df2a***, 606	

codes for a mutated version of DF2A bearing three tryptophan to alanine 607	

substitutions (TGG to GCT) at positions 464, 521 and 526. It was custom made and 608	

ordered from Biomatik (https://www.biomatik.com/). It was fused downstream to the 609	

YFP tag and inserted through gateway recombination into plasmid p825 downstream 610	

to DF2A genomic sequences.  611	

 612	

Western blot analyses 613	
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Total protein were extracted with a laemmli denaturing buffer, separated by SDS-614	

PAGE (6.5% acrylamide) and electrotransferred on a PVDF membrane. We ordered 615	

from Eurogentec (double-X immunization program) custom made antibodies 616	

generated from rabbit with two DF2A specific peptides : pep1-TVSSRNQNYRSNSH, 617	

pos. 281-295 and pep2-TSSDVKVAENGSVAK, pos. 642-656. The anti-pep1 618	

antibody was used at 1/100th and anti-pep2 at 1/2000th dilution. The anti-ACTIN 619	

antibodies were used at 1/6.105th dilution. Primary antibodies were incubated on 620	

membranes o/n at 4°C in a TBS-1%Tween-5% dry milk buffer, secondary antibodies 621	

(anti-rabbit HRP at 1/7500th for DF2A detection and anti-mouse HRP at 1/5000th for 622	

ACTIN detection) were incubated in the same buffer for 45 min at RT.  623	

 624	

RT-PCR Assays 625	

Total RNA were extracted from various plant tissues using a protocol modified from 626	

(Logemann, Schell et al., 1987). Briefly, tissues were flash frozen and reduced to 627	

powder in liquid nitrogen. 200 mg of powder were resuspended in 700 µl of 628	

Guanidium extraction buffer (8 M Guanidium-HCl, 20 mM MES-pH7, 20 mMEDTA, 629	

5% b-mercaptoethanol) and incubated for 10 min on ice. RNA were separated from 630	

proteins, with two phenol-chloroform-IAA (25:24:1) and one chloroform-IAA 631	

extractions. RNA are precipitated o/n at -20°C with 0.7 vol of isopropanol and the 632	

pellet resuspended in RNase-free water. cDNAs were prepared from 0.5 mg of 633	

DNAse-free total RNA using an oligodT18 primer and the SuperScript™ III reverse 634	

transcriptase kit (Invitrogen™) following the manufacturer's instructions. PCR 635	

reactions were conducted from 1/20th of cDNA, with the GoTaq (Promega) 636	

polymerase and appropriate primers (see Supplemental table 2) according to 637	

manufacturer's instructions. The PCR reaction was conducted in a thermocycler with 638	
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an initial step at 95°C for 3 min followed by 25 cycles at 95°C for 30 sec, at Tm for 30 639	

sec and at 72°C for 1 kb/min. 640	

 641	

RNA ImmunoPrecipitation and m6A dot blot assays 642	

Whole 15 day old seedlings were flash frozen and crushed into liquid nitrogen and 643	

700 mg of frozen powder homogenized into 5.25 ml of lysis buffer (100 mM Tris-HCl 644	

pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.5% Igepal, 1% plant protease inhibitor cocktail from Sigma). 645	

The crude extract was clarified by centrifugation for 10 min at 3,000 g and 4°C. The 646	

immunoprecipitation was performed from 3.75 mL of crude extract incubated for 1.5h 647	

at 4°C on a rotating with 40 µL of GFP-trap magnetic beads (Chromotek). To monitor 648	

protein immunoprecipitation efficiency, a parallel immunoprecipitation experiment 649	

was conducted from 700 µL of crude extract incubated with 7.5 µL of GFP-trap. 650	

Beads were washed six times with 1 mL of lysis buffer at 4°C. RNAs were eluted 651	

from beads with 400 µL of guanidium extraction buffer and precipitated o/n at -20°C 652	

with 800 µL of 100% EtOH, resuspended in 350 µL of RTL buffer (Qiagen RNEasy 653	

Micro kit), purified according to the manufacturer's instructions and concentrated in 6 654	

µl of RNAse-free water using the RNA clean & concentrator kit R1015 from Zymo 655	

Research. RNA were extracted from 200 µL of crude extract, following the same 656	

procedure. Of note, RNA from both the eluate and input fractions were treated with 657	

DNAse in course of the Qiagen RNEasy purification procedure. To elute proteins, 658	

beads were resuspended in 15 µL of Laemmli buffer, incubated for 5 min at 95°C and 659	

the supernatant separated from beads using a magnetic device.  660	

The Dot blot analysis was performed as follow. RNA solutions were diluted as shown 661	

in Figure 6A, 1 µL of sample spotted on and UV-crosslinked to an Hybond N+ 662	

membrane (GE Healthcare). The membrane was saturated for 2 h at RT in TBS-663	
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1%tween-5% fat free dried milk, before being incubated with an anti-m6A antibody 664	

(Synaptic Systems) diluted at 1/1000th o/n at 4°C.  665	

 666	

Trichome monitoring 667	

To monitor trichome branching defects, trichomes from the first pair of leaves on soil 668	

grown (see above for culture conditions) 3 weeks old plants were observed under a 669	

binocular loupe. The number of trichomes with 3, 4, and 5 branches were counted for 670	

each plant and respectively expressed as percentage over the total number of 671	

trichomes. One biological replicate corresponds to the monitoring of four plants per 672	

genotype. The statistical analysis was performed with ANOVA followed by Dunnett 673	

post hoc test using the XLSTAT software (Addinsoft).  674	

 675	

Confocal microscopy and heat treatment 676	

Root tips from seven day old seedlings cultivated on solid MS medium in vitro (as 677	

described above) were used to monitored the subcellular distribution of fluorescently 678	

labeled DF2A. To perform cycloheximide (CHX) and/or heat stress treatment, 679	

seedlings were transferred to a six well plate containing 3 mL of liquid MS medium 680	

with 100 µM CHX or 0.1% DMSO for mock and incubated for 30 min at 20°C or 38°C 681	

(heat stress). Plantlets were vacuum infiltrated for 5 min in 1 mL of fixation solution 682	

(2% paraformaldehyde, 1X MTSB (50 mM PIPES pH7, 5 mM EGTA, 5 mM MgSO4), 683	

0.2% triton-X100) and further incubated at RT for 10 min. Seedlings were washed 684	

twice 5 min in 2 mL of 1X MTSB and stored at 4°C until microscopy analyses. The 685	

subcellular distribution of tagged DF2A was assessed with an LSM700 (Zeiss) 686	

confocal microscope with the following excitation and emission wavelength: GFP: 687	

488 nm / 490-540 nm; YFP: 514 nm / 520-550 and RFP: 561 nm / 580-640 nm. 688	
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Supplemental Figure 4 Phylogenetic relations among plant YTHDC proteins

Phylogenetic tree was built using 57 YTHDC proteins from 32 species representing the diversity of

the Viridiplantae lineage (see Supplemental Table 1 for YTH sequences and Supplemental Table 2 for 

a list of name codes). The two clades DCA, DCB are indicated. The color code is the following: brown

for chlorophyte species, green for outgroup species to Angiosperms, orange for Amborella trichopoda,

blue for dicotyledon species and red for monocotyledon species. Statistical supports of key nodes 

calculated with the approximate likelihood-ratio test are indicated. Scale bar indicates length of 0.1 

substitution/site.
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Supplemental Figure 5: dfa2 knockout does not trigger macro scale developmental defects nor growth delay
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(A-F) Monitoring of plant morphology across various developmental stages for wild-type (WT), df2a-1 and df2a-2 knockouts. (A) Dry seeds,

(B) 7 day old seedlings, (C) 3 week old plants, (D) stem of adult plants, (E) open flowers, (F) adult plants. (G) Monitoring of flower defects. Flowers

were observed with a binocular loupe and flowers considered as defective if they beared: (i) more than four petals, (ii) more or less than 6 stamens

and/or  (iv) stamens converted to petals. The histograms report the average percentage of flowers with at least one of these defects over the total

numberof flowers observed. SDs were calculated out of four independent biological replicates. Forty flowers were observed in each replicate for

each genotype.



Supplementary Figure  6: Transgenic DF2A protein levels

Western blot analysis of steady-state levels of the transgenes YFP-DF2A (lanes 3, 4),

DF2A-GFP (lane 5) and YFP-DF2A*** (lanes 6, 7) expressed in the df2a-2 mutant background. 

Two independent transgenic lines were used for YFP-DF2A (lines 5 & 17) and YFP-DF2A*** 

(lines 46 and 47). Extracts prepared from wild-type (WT, lane 1) and knockout df2a-2 (lane 2)

plants were used as controls. Endogeneous and tagged DF2A proteins were detected with an

anti-DF2A antibody (pep 2); an anti-RPL13 (at 1/10E6th) was used as loading control. The same

blot was cut into two pieces respectively probed with the anti-DF2A (upper part) and anti-RPL13

(lower part) antibodies. 

W
T

d
f2
a
-2 YFP-DF2A

D
F

2
A

-G
F

P

YFP-DF2A***

#5 #17 #46 #47

1 2 3 4 5 6 7

tag-DF2A
DF2A

RPL13





Figure 19 : Profils d’e p essio des gènes codant les ECT à domaine YTH de type F chez Arabidopsis thaliana

Données issues de banque d’e p essio publiques (Arabidopsis eFP Browser, bar.utoronto.ca, Winter et al., 2007).

Les unités en ordonnées correspondent aux valeurs d’e p essio par une normalisation GCOS. Les profils sont

regroupés en fonction de la phylogénie des protéines ECT, représentée sur l’a e en bas à gauche, qui forme trois

groupes A, B et C. La légende des histogrammes figure en bas à droite.
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II- RÉSULTATS COMPLÉMENTAIRES : EXISTE-T-IL UNE REDONDANCE 

FONCTIONNELLE ENTRE LES PROTÉINES ECT ?  

 Bien que ces travaux de thèse portent sur la protéine ECT2, il existe néanmoins 10 autres 

protéines ECT possédant un domaine YTH de type YTHDF ce qui peut suggérer une certaine 

redondance fonctionnelle. Ainsi, l’a se eà deà ph ot peà d eloppemental en dehors des 

trichomes pour les mutants ect2 pou aità s’e pli ue à pa à laà o pe satio à fo tio elleà par 

d’aut esà p ot i esà ECT.à Cette partie regroupe des données préliminaires pour déterminer si 

d’aut esàECTàpou aient agir de façon similaire à ECT2.  

II.1 – Co pa aiso  des p ofils d’e p essio  des transcrits  

 Un premier indice pouvant révéler une redondance fonctionnelle passe par la comparaison 

desàp ofilsàd’e p essio àdesàdiff e tesàECT.àU eàa al seàdesàp ofilsàd’e p essio àdesà àgènes ECT 

de la famille des YTHDF est présentée dans la figure 19. Les gènes ECT du groupe A (ECT1 à 4) 

o t ai e e tàau àaut es,àp se te tàdesàp ofilsàd’e p essio àglo ale e tà si ilai esàmais à des 

échelles différentes. De façon similaire, les transcrits de ces 4 ECT sont plus faiblement exprimés 

dans le pollen. âàl’i e se,àl’e p essio àdeà esàt a s itsàaug e teàp og essi e e tàauà ou sàdes 

étapes de maturation de la graine (hormis pour ECT1) pour atteindre un maximum en graines 

sèches et/ou imbibées. Bien que le transcrit ECT2 soit fortement exprimée dans la graine, les 

résultats précédents o tà o t à ueàl’a u ulatio àdeàlaàp ot i eày est différente et u’elleà ’està

pas détectée dans la graine. Cette observation suggère donc un mécanisme précis de contrôle 

post-transcriptionnel su àl’áRN àd’ECT . Contrairement au transcrit ECT2 qui est le plus exprimée, 

ECT àposs deàlesà aleu sàd’e p essio àlesàfai lesàda sà eàsous-g oupeà aisàlesàp ofilsàd’e p essio à

de ces deux transcrits sont très similaires. De plus, au niveau des séquences protéiques ECT2 et 

ECT àpa tage tàplusàdeà à%àd’ho ologieàa e àdesà gio sàt sà o se es même en dehors du 

domaine YTH (données non montrées). Au vu de ces similitudes, cela pourrait proposer ECT4 

o eàu àho ologueàp o heàd’ECT à aisàdo tàl’e p essio àestà elati e e tàplusàfai le.à 

 Dans les ECT du groupe B (ECT5, 9 et 10), ECT5 est exprimée dans tous les tissus de façon 

relativement constante mais avec une plus forte expression dans les étamines. Le niveau 

d’e p essio àd’ECT9 est relativement faible mais croissante au cours de la maturation de la graine. 

Concernant ECT10, le transcrit apparaît spécifique du pollen mature où son expression est presque 

multipliée par 10 laissant présager un rôle lié à la reproduction.  



Figure  20 : Ca a t isatio  des lig es uta tes d’i se tio  ADN-T pour ECT4, ECT5 et ECT8

(A) Structure du gène ECT4 et caractérisation des lignées transgéniques par RT-PCR. La position des ADN-T des

deux lignées mutantes est indiquée en rouge. Les flèches numérotées précisent la position et l’o ie tatio des

amorces utilisées pour les RT-PCR. Les RT-PCR ont été menées à partir d’ARN issus de plantes Col0 ou des plantes

mutants ect4-1 et ect4-2. Les mêmes échantillons non traités à la réaction de transcription inverse (RT) sont

utilisés comme contrôle négatif. Le transcrit actin7 est utilisé comme contrôle positif. Les résultats sont présentés

de la même façon pour ECT5 (B) et ECT8 (C).
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 Enfin les ECT du groupe C (ECT6-8 et 11) possèdent des profils très différents avec des 

expressions majoritairement faibles ou restreintes à certains tissus. Ainsi, ECT6 est plus fortement 

exprimée dans les étamines et très faiblement dans le pollen à l’i e seàd’ECT7. ECT8 est plutôt 

e p i eàda sàlaàfleu àetàlesàfeuillesàs es e tesàalo sà u’ECT11 s’e p i eàdeàp f e eàda sàlaà

g ai e.à Da sà l’e se le, ces données d o t e tà ueà lesà t oisà g oupesà d’ECTà o tà desà p ofilsà

d’e p essio àtrès différents entre eux.  

II.2 – Analyse des trichomes dans des mutants pour ECT4, ECT5 et ECT8  

 Une autre piste a été explorée au travers de l’ tudeà d eloppe e taleà deà lig esà

uta tesà pou à e tai esà ECT.à E à effet,à puis u’ECT à està directement impliquée dans le 

développement du trichome pa àsaà apa it à àlie àlaà th latio ,à u’e àest-il des autres protéines 

ECT ? Pour cela, des mutants pour chacun des protéines ECT ont été caractérisés. Néanmoins, 

l’a al seà aà t à o e t eà su  :à i à ECT ,à auà uà deà l’ho ologieà i po ta te avec ECT2, (ii) ECT5 

puis u’elleà està u eà aut eà p ot i eà a didateà et ou eà da sà lesà e p ie esà p li i ai esà deà

olo eàd’affi it à àu àáRNà th l ,à iii àetàsu àECT ,à uià o eàECT àaà gale e tà t à et ou e 

comme partenaire potentiel de LARP1 en système double hybride. De façon similaire à ECT2, deux 

lignées mutantes à insertion ADN-T ont été caractérisées pour ECT4, 5 et 8. Pour vérifier le 

caractère « knockout »àdeà esàlig esà uta tesàetàl’a se eàduàt a s itàd’i t t,àdesàe p ie esà

de RT-PCR ont été conduites. Dans les deux lignées ect4-1 et ect4-2, aucun transcrit pleine taille 

’està d te t  (Figure 20-A, PCR 1+4). Néanmoins, une portion du transcrit en amont des sites 

d’i se tio àestàe p i eàda sàu eà eàp opo tio à ueàlaàlig eàCol à(Figure 20-A, PCR 1+2). De 

plus, contrairement à la lignée ect4-2, un signal relativement fort par rapport à Col0 est détecté 

dans le mutant ect4-1 pou àu àt a s ità o espo da tà àlaàzo eàap sàl’i se tio à(Figure 20-A, PCR 

3+4). Cette observation montre que la lignée mutante ect4-1 surexprime une portion de  transcrit 

contenant la séquence codant le do ai eàYTH,àp o a le e tàe à aiso àd’u eàa ti it àpa asiteàdeà

l’áDN-Tà i s à da sà leà g e.à Da sà l’ e tualit à oùà eà t a s ità se aità t aduit,à ilà pou aità do à à

a oi à su p odu tio à d’u eà fo eà t o u eà disposa tà d’u à do ai eà YTHà i t g e. Cependant, le 

comportement très similaire des deux lignées mutantes ect4 (voir ci-dessous et Figure 21-A) laisse 

pe se à u’ect4-1 est probablement une lignée « knockout » comme ect4-2. Dans les lignées 

mutantes pour ECT5 et ECT8, aucun transcrit pleine taille ni aucun portion tronquée de transcrit 

e à a alà duà siteà d’i se tio à ’ont été détectés (Figure 20-B et C). Ces quatre lignées ayant des 

insertions ARN-T dans les gènes ECT5 et ECT8 ont donc été considérées comme « knockout ».  
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Figure 21 : Observation des trichomes dans les mutants ect4, ect5 et ect8

Pour chaque observation, les trichomes ont été observés sur la première paire de feuilles de 4 plantules de 3

semaines pour chaque génotype. (A-B) Représentation de la moyenne des trichomes avec plus de 3 branches en

fonction du génotype, du nombre de trichomes par génotype et de la répartition des populations de trichomes

dans des mutants concernant ECT4 et ECT8 (A) ou ECT5 (B). Les barres d’e eu s proviennent de l’ a t pour n=2

observations indépendantes. Le nombre total de trichomes observé (quel que soit le nombre de branches) pour

chaque génotype est indiqué dans le premier histogramme. Les astérisques désignent le niveau de significativité

selon le test de Dunnett. NS : non significatif.
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 Une fois ces lignées obtenues, les trichomes y ont été observés en comparaison des lignées 

ABI3-MTA et des mutants ect2-1 et ect2-2. áu u eàdiff e eàsig ifi ati eà ’aà t ào se e pour 

les deux lignées mutantes ect4 et ect8 ni dans un double mutant ect4-1/ect8-2 (Figure 21-A). De 

e,àau u àd fautàdeà o eàdeàt i ho esà ’aà t à e e s àetà o t ai e e tàau à uta tsàect2, 

au u àt i ho eà à à a hesà ’aà t ào se àda sà esàlig es. Les doubles mutants ect4-1/ect2-1 

et ect8-2/ect2-1 présentent quant à eux des défauts similaires aux lignées ect2-1 et ect2-2 avec 

u eàaug e tatio àdesàt i ho esà àplusàdeà à a hesàetàl’appa itio àdeàt i ho esà à à a hes.à

L’a se eàd’ECT àouàECT à eà ontre donc pasàd’effetàadditio el sur les trichomes par rapport à 

l’a se eà d’ECT à seule.à Co e a tà lesà uta tsà ect5-2 et ect5-3, de la même façon aucun 

t i ho eà à à a hesà ’ àaà t ào se àetàlaà pa titio àduà o eàdeà a hesàestàsi ilaire aux 

plantes Col0 (Figure 21-B). On note tout de même une augmentation significative du nombre 

moyen de trichomes par feuille mais seulement deux observations ont été effectuées. Comme ce 

d fautà ’estàpasào se àda sàlaàlig eàáBI -MTA, cela semble exclure un lien avec la méthylation. 

Pou àleà o e t,àlesàt i ho esà ’o tàpasà t ào se sàda sàu àdou leà uta tàect2/ect5 en raison 

deàlaàp o i it àg ti ueàe t eà esàdeu àg esà uià e dàdiffi ileàl’o te tio àd’u àdou leà uta t.à 

 Ces observations soutiennent donc qu’auà oi sàECT ,àECT àetàECT à eàso tàpasài pli u esà

da sà leà d eloppe e tà duà t i ho eà età sugg e tà ai sià u’ECT à pou aità t eà leà le teu à deà

méthylation principal dans ce processus. Celaàestàd’ailleu sà oh e tàavec la similarité des défauts 

engendrés dans la lignée ABI3-MTA et les mutants ect2.  

Conclusions du chapitre :  

 Lesà t a au à deà eà hapit eà o tà d’a o dà o t à u’ECT à possède les acides aminés 

essai esà à l’i te a tio àa e à lesà sidusàN6-méthyladénosines. En ce sens, les analyses in vivo 

menées par RIP o tàpuàd o t e à u’ECT à lieàdesà i lesàe dog esà th l es.àLa mutation des 

trois tryptophanes, montrés essentiels dans la liaison aux résidus méthylés chez les protéines à 

domaine YTH de mammifères, eà pe età plusà à ECT à deà lie à d’áRN à th l s. Ceci supporte 

ECT2 comme un lecteur de méthylation chez la plante avec un mécanisme d’i te a tio à au à

résidus m6A similaire aux protéines YTHDF de mammifères.  

 Ces données ont également montré ueà laà p ot i eà ECT à aà u à p ofilà d’e p essio à

sp ifi ueà età ’està pasà d te t à da sà lesà tissusà s es e ts,à la graine et les siliques juvéniles ou 

atu es.à Bie à u’ECT à soità e p i e de façon ubiquitaire dans les stades de développement 

végétatif, aucun défautàdeàd eloppe e tàg alà ’aà t ào se àe àl’a se eàd’ECT .àPuis u’ilà

existe au total 11 protéines ECT avec un domaine YTH de type F, ceci laisse supposer des 
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edo da esàfo tio ellesà uiàpou aie tà o pe se àl’a se eàd’ECT .àN a oi s,àl’i pli ation 

d’ECT àda sà leàd eloppe e tàdesàt i ho esàaàpuà t eà iseàe àa a t.à Ilàaàai sià t à o t à ueà

l’a se eàd’ECT à o duità àdesàd fautsà si ilai esà àu eà du tio àduà fa teu àMTá,à à sa oi àu eà

augmentation des branches sur les trichomes. En comparaison aucu àd fautà ’aà t ào se àe à

l’a se eàd’ECT ,à à ouà à suppo ta tàu à leà sp ifi ueàpou àECT .àDeàplus,à esàd fautsào tà t à

directement reliés à la capacité de lecteur de méthylation d’ECT à puis u’u eà e sio à d’ECT à

mutée sur les trois tryptophanes essentiels du domaine YTH résume ce phénotype. Ces données 

montrent ainsi pou à laàp e i eàfoisà leà leàph siologi ueàd’u à le teu àdeà th latio àda sàu eà

étape du développement. Finalement, sur un aspect moléculaire, la localisation de la protéine a 

été étudiée. Alors que la protéine est majoritairement diffuse dans le cytoplasme en situation 

o ale,àelleàestà lai e e tà elo alis eàda sàlesàg a ulesàdeàst essàauà ou sàd’u àst essàthe i ue.à

Puisque cette localisation est dépendante de la dissociation des polysomes,à elaàsupposeà u’ECT à

s’ag geà da sà desà fo ià o te a tà desà áRN à t adu tio elle e tà p i s.à Cette observation 

pou aitàsugg e à u’ECT àsoitài pli u eàda sàleà o t leàdeàlaàt adu tio àouàleàsto kageàd’áRN à

auà ou sàd’u àst ess.à 
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CHAPITRE II – IDENTIFICATION DES PARTENAIRES PROTÉIQUES D’ECT2  

 U à desà o e sà pou à e seig e à lesà fo tio sà d’u eà p ot i eà passeà pa à l’ tudeà deà sesà

partenaires protéiques. Dans le cas des protéines à domaine YTH humaines, il a ainsi été montré 

que YTHDF1 stimule la traduction des ARN méthylés par le biais de ses nombreuses interactions 

a e à desà fa teu sà d’i itiatio à deà t adu tio  (Wang et al., 2015). De même, YTHDF2 favorise la 

dégradation de ses cibles en recrutant le complexe de déadénylation par une interaction directe 

avec NOT1 (Du et al., 2016). Ces études illustrent également que les protéines à domaine YTH ont 

pour fonction de e ute à d’aut esà fa teu sà uià vont agir directement su à l’áRNà th l .à

L’ide tifi atio à desà pa te ai esà deà esà p ot i esà le t i esà deà m6A est donc indispensable pour 

comprendre leurs fonctions.  

 Da sà etteàd a he,à ousàa o sà hoisiàdeàdo u e te àlesàpa te ai esàp ot i uesàd’ECT à

en condition normale pour étudier sa fonction constitutive mais également en réponse à un stress 

thermique en lien avec les résultats précédents. En effet, ECT2 est majoritairement relocalisée 

dans les granules de stress pouvant suggérer une régulation de sa fonction. La question se pose 

su à l’i pa tà de cette relocalisation sur les interactions protéine-p ot i eà d’ECT . De plus, des 

do esà p li i ai esà o tà d o t à u’ECT à està u à pa te ai eà deà LáRP à e à dou leà h ideà

(Résultats préalables I). L’ide tifi atio à desà pa tenaires en situation de stress permettrait donc 

d’ tudie àsiàECT ài te agità gale e tàa e àLáRP àauà ou sàd’u àst essàthe i ueàpou àalle àda sà

l’h poth seà u’ECT à pou aità i te e i à da sà leà a is eà deà dégradation des transcrits en 

réponse au stress.  

I – APPROCHE DE PROTÉOMIQUE QUANTITATIVE 

 Dans ce cadre, u eà olla o atio àaà t ài iti eàa e àl’ uipeàduàp ofesseu àGo do à“IMP“ONà

uià ’aà a ueillià à se ai esà auà sei à deà l’U i e sit à deà Du deeà en Ecosse pour accomplir 

l’ide tifi atio à desà pa te ai esà d’ECT2. La démarche a consisté à analyser en spectrométrie de 

masse des fractions co-immunoprécipitées avec la protéine de fusion YFP-ECT2 à partir de plantes 

de 14 jours exprimant ce transgène dans un fond mutant ect2-2 et incubées 30 min à 38°C ou 

20°C. Précédemment, il a été montré que ces plantes expriment le transgène dans un niveau 

équivalent à la protéine endogène. De plus, ces plantes complémentent le défaut des trichomes 

observé dans un mutant ect2 (voir chapitre I), ce qui suppose que la protéine de fusion YFP-ECT2 

est fonctionnelle. L’a al seà LC-MS/MS a été menée en triplicat biologique et des plantes Col0 
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Figure 22 : Identification des partenaires protéiques d’ECT2 en condition normale et en situation de stress

thermique

Volcano plot montrant l’e i hisse e t de chaque protéine en abscisse en fonction de la significativité (-log p-

value, test de Student) en ordonnée. Données obtenues à partir d’u e co-immunoprécipitation de YFP-ECT2 en

triplicat biologique à partir de plantes de 14 jours cultivées en condition normale (A) ou après 30 min de stress à

38°C (B). L’e i hisse e t est calculé selon le logarithme du ratio de l’i te sit des protéines co-

immunoprécipitées avec YFP-ECT2 par rapport à Col0 (log2[Intensité YFP-ECT2/Intensité Col0]). Une courbe

hyperbolique sépare les candidats significatifs du bruit de fond selon le seuil fixé pour une p-value de 0.05 avec le

test de Student (FDR = 0.05; s0 = 2). Le seul candidat spécifique de la condition 38°C (B) est indiqué en gras.
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traitées dans les mêmes conditions ont été utilisées comme contrôle négatif. Afin de stabiliser les 

complexes et réduire le bruit de fond, les plantes utilis esàpou àl’e p ie eào tàsu i un crosslink 

auà fo ald h deà età au u à t aite e tà RNáseà ’aà t à effe tu .à Pou à l’a al se,ànous avons opté 

pour une démarche de protéomique quantitative sans étiquetage avec un isotope  permettant de 

mesurer desàpa a t esà elatifsà à l’i te sit à deà ha ueàp ot i eàpou àd te i e à lesà a didatsà

significatifs (Hubner et al., 2010).à Cetteà e p ie eà aà ai sià pe isà d’ide tifie à à pa te ai esà

d’ECT àe à o ditio à o aleàetà àe à situatio àdeà st essà the i ueà testàdeà“tude t,àp-value < 

0.05) (Figure 22 + Tableau 2).à E à o pa a tà l’i te sit à desà p ot i esà e i hiesà da sà lesà

échantillons YFP-ECT2 par rapport au contrôle Col0, la protéine ECT2 est la plus enrichie dans les 

deux conditions testées. E à o ditio à o ale,à àpeptidesàd’ECT ào tà t àide tifi s au total des 

à pli atsà età ECT à p se teà u à e i hisse e tà d’u à fa teu à à pa à appo tà auà o t le.à E à

situatio àdeàst ess,à eàso tà àpeptidesàd’ECT à uiàso tà e e s s au total des 3 réplicats et ECT2 

est enrichie environ 9 fois plus dans les échantillons YFP-ECT2 par rapport au contrôle. Ces 

do esà d o t e tà ueà l’effi a it à d’i u op ipitatio à deà YFP-ECT2 est relativement 

similaire entre les deux conditions. 

 Les partenaires en condition normale 

 Concernant les partenaires protéiques à 20°C (Figure 22-A), un premier constat est que la 

p es ueà totalit à desà fa teu sà ide tifi sà aà u eà a ti it à deà liaiso à à l’áRN.à U eà tudeà e teà aà

pe isàdeà o fi e àouàd’ide tifie àdeà o eusesàp ot i esàdeàliaiso àau àáRNà à ueueàpol á à à

l’ helleà duà p ot o eà hez Arabidopsis thaliana (Reichel et al., 2016). Selon cette source de 

données, à desà à fa teu sà d’i te a tio sà d’ECT à so tà lass sà o eà p ot i esà deà liaiso à à

l’áRN.àái siàseule e tà àpa te ai esàd’ECT à eàse le tàpasàa oi àdeà apa it àdéfinie de liaison à 

l’áRN.à Cetteà p e i eà o se atio à g aleà d o t eà u’ECT à s’i t g eà ien dans des réseaux 

protéiques impliqués dans le métabolisme des ARN messagers.  

 Les partenaires d fi isà d’ECT  sont des protéines majoritairement localisées dans la 

f a tio à toplas i ue.à E à s’i t essa tà à leu à fo tio ,à o à e a ueà ueà laà pa tà laà plusà

importante des partenaires est impliquée dans le contrôle de la traduction et/ou de la stabilité des 

ARN messagers (Tableau 3 .àO à et ou eàtoutàd’a o dàlaàp se eàdeàLáRP ,à eà uià o fi eà osà

données préliminaires où ECT2 avait été identifiée comme partenaire de LARP1 en système double 

hybride (Résultats préalables I). On note ensuite la présence de facteurs canoniques comme les 

protéines PAB2, 4 et 8 aisà aussià leà fa teu à d’i itiatio à deà t adu tio à eIF G.à E à deho sà deà esà

facteurs 



Tableau 2 : Comparaison des partenaires protéiques d’ECT2 en condition normale et en situation de stress

Liste des partenaires d’ECT2 à partir de l’a alyse protéomique. Pour chaque protéine est indiqué : le nombre de peptides dans chacun des réplicats (R1, R2, R3),

la couverture de séquençage, la significativité (-log2(p-value); test de Student) ainsi que la différence (Intensité YFP-ECT2/Intensité Col0). La capacité de liaison à

l’ARN de chaque protéine est classifiée en tant que AtRBP ou candidate selon les données de Reichel et al., 2016. ND : Non détectée.

20°C 38°C

# AtG Gène Nom

Classification 

Reichel et al 

2016

Nombre de peptides
Couverture 

Seq. (%)

-log 

(p-value)
Différence Significatif

-log

(p-value)
Différence

Nombre de peptides
Couverture 

Seq. (%)
Col0 YFP-ECT2 Col0 YFP-ECT2

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

- At3g13460 ECT2 Evolutionarily conserved C-terminal region 2 AtRBP 1 6 12 37 44 44 65.3 2.479 10.369 Oui 2.096 8.984 6 6 17 33 41 34 64

1 At3g02830 ZFN1 / PNT1 Zinc finger CCCH domain containing protein 33 AtRBP 0 1 0 13 12 12 51.9 4.981 9.686 Oui 2.979 4.877 0 0 1 5 7 5 24.4

2 At5g21160 LARP1a LA-related protein 1a AtRBP 0 0 0 18 25 25 42.3 3.481 7.997 Oui 3.014 5.054 1 1 0 10 14 13 24.8

3 At4g03110 BRN1 RNA-binding protein Bruno like 1 AtRBP 0 0 0 16 17 16 37.2 3.683 7.903 Oui 2.459 3.609 0 0 0 4 6 6 12.2

4 At2g23350 PAB4 Polyadenylate-binding protein 4 AtRBP 15 12 9 34 37 36 52.6 3.906 7.851 Oui 3.613 7.838 1 6 6 29 34 31 52.7

5 At3g07810 F17A17.15 - AtRBP 1 0 0 14 14 16 52 3.461 7.552 Oui 1.851 4.255 0 0 0 5 8 8 24

6 At4g34110 PAB2 Polyadenylate-binding protein 2 AtRBP 10 10 9 35 38 36 61.8 4.544 7.425 Oui 2.837 6.535 3 9 6 30 34 32 59

7 At3g13060 ECT5 Evolutionarily conserved C-terminal region 5 AtRBP 1 0 1 23 23 23 50.9 4.090 7.399 Oui 3.471 6.006 1 0 1 13 19 17 46.1

8 At1g48110 ECT7 Evolutionarily conserved C-terminal region 7 AtRBP 0 0 1 16 18 20 39.4 3.170 7.374 Oui 2.551 4.306 1 0 1 6 15 12 32.9

9 At2g33410 - - AtRBP 0 1 0 9 11 10 38.9 3.611 7.046 Oui 1.884 3.897 0 3 0 5 8 5 31.9

10 At1g47500 RBP47C' Polyadenylate-binding protein RBP47C AtRBP 0 0 1 8 9 10 47 3.518 6.907 Non 0.537 1.962 0 0 0 1 3 3 15.5

11 At2g34160 - Alba DNA/RNA-binding protein Candidate 2 2 1 12 13 11 66.9 3.110 6.721 Oui 2.028 4.442 1 1 0 8 9 9 60

12 At1g49760 PAB8 Polyadenylate-binding protein 8 AtRBP 15 12 10 33 36 35 54.8 4.499 6.441 Oui 2.118 4.412 5 8 4 20 22 20 46.5

13 At1g11650 RBP45B Polyadenylate-binding protein RBP45B AtRBP 4 4 3 11 10 10 42 4.269 6.196 Oui 1.688 3.961 0 4 2 6 8 7 32.3

14 At4g26650 T15N24 - AtRBP 0 0 0 11 13 13 41.8 3.466 6.192 Non 0.589 1.789 0 0 0 1 4 4 13.5

15 At1g17370 UBP1B Oligouridylate-binding protein 1B AtRBP 1 0 3 8 10 10 31.5 3.457 6.192 Non 0.985 2.093 0 0 2 4 4 3 10.3

16 At1g5500 ECT4 Evolutionarily conserved C-terminal region 4 AtRBP 2 1 1 20 21 21 44.6 4.052 6.078 ND

17 At1g79270 ECT8 Evolutionarily conserved C-terminal region 8 AtRBP 1 1 0 10 11 11 22.9 3.355 6.054 Non 0.256 1.044 2 1 1 2 4 3 9.5

18 At5g47010 UPF1 Regulator of nonsense transcripts 1 AtRBP 0 0 0 16 26 27 34.3 3.614 5.998 Oui 2.775 4.393 0 0 0 11 20 13 25.2

19 At1g29250 F28N24.7 Alba DNA/RNA-binding protein AtRBP 1 5 1 11 12 11 66.9 2.003 5.996 Oui 2.797 5.000 2 1 0 8 9 8 53.8

20 At3g14100 UBP1C Oligouridylate-binding protein 1C AtRBP 1 0 2 11 13 11 50.4 2.078 5.939 Oui 1.830 4.099 0 0 1 4 6 6 21.3

21 At1g48410 AGO1 Protein Argonaute 1 AtRBP 4 8 3 18 24 23 28.6 4.059 5.924 Non 1.609 3.264 3 2 3 16 20 13 23.1

22 At5g61020 ECT3 Evolutionarily conserved C-terminal region 3 Candidate 1 2 2 18 21 18 51.9 2.008 5.856 Oui 2.714 3.266 0 0 2 7 8 7 24.5

23 At3g60240 eIF4G Eukaryotic translation initiation factor 4G AtRBP 1 2 2 23 28 31 28.9 1.962 5.851 Non 1.336 2.454 0 0 0 3 12 4 11.8

24 At4g00660 RH8 : DHH2 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 8 AtRBP 4 4 3 7 9 11 25.9 3.852 5.845 Non 0.425 1.116 0 1 0 1 4 4 10.3

25 At2g32080 PURA1 Transcription factor Pur-alpha 1 AtRBP 5 4 5 13 12 12 51.4 4.376 5.831 Oui 2.210 4.026 4 5 3 6 11 10 44.3

26 At1g32790 CID11 Poly(A)-binding protein-interacting protein 11 AtRBP 0 0 0 8 8 9 33.5 3.691 5.796 Non 0.011 -0.041 0 0 0 1 2 1 7.8

27 At1g20880 F9H16.14 - AtRBP 0 0 0 8 7 8 40.9 4.566 5.767 Non 1.793 2.144 0 0 0 2 4 3 18.2

28 At5g18550 AtC3H58 / PNT4 Zinc finger CCCH domain-containing protein 58 AtRBP 0 0 0 7 7 5 25.2 3.114 5.597 Non 0.757 1.879 0 0 0 2 2 1 8.8

29 At5g04430 BTR1 Binding to TOMV RNA 1 AtRBP 6 9 7 19 19 19 73.8 4.488 5.529 Oui 3.189 5.439 5 5 1 10 14 10 55.9

30 At5g60980 - Nuclear transport factor 2 (NTF2) family protein AtRBP 4 4 2 11 14 14 42.7 4.050 5.447 Oui 4.248 5.575 0 0 0 7 7 7 22.9

31 At1g76010 - Alba DNA/RNA-binding protein AtRBP 4 3 3 13 14 14 55.4 4.055 5.427 Oui 1.663 4.397 1 4 2 8 10 9 44.9

32 At4g25880 APUM6 Pumilio homolog 6, chloroplastic AtRBP 1 0 0 12 15 15 20.8 3.400 5.392 ND

33 At3g19130 RBP47B Polyadenylate-binding protein RBP47B AtRBP 3 1 1 8 8 9 32.4 2.151 5.391 Non 0.095 -0.203 0 0 0 0 2 2 7.8

34 At4g02940 ALKBH10B Oxidoreductase, 2OG-Fe(II) oxygenase family protein Candidate 0 0 1 8 8 8 18.5 3.443 5.385 Non 0.257 0.757 1 0 0 1 2 2 5.4

35 At1g01320 REC1 Reduced chloroplast coverage 1 Candidate 6 8 7 30 40 40 31.7 3.844 5.334 Oui 3.170 4.793 1 3 0 14 24 13 20.3

36 At3g20250 APUM5 Pumilio homolog 5 AtRBP 0 2 1 10 15 12 19.9 4.114 5.315 Non 0.614 1.541 0 0 0 3 6 1 9.2

37 At1g20220 T20H2.2 Alba DNA/RNA-binding protein AtRBP 3 0 1 8 7 8 33 1.547 5.267 Non 0.625 2.365 1 1 0 3 3 3 22.2

38 At1g78260 - RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein AtRBP 0 0 0 7 6 7 28.8 2.869 5.200 ND

39 At2g47850 AtC3H32 / PNT5 Zinc finger CCCH domain-containing protein 32 AtRBP 2 0 1 5 6 7 23.8 1.799 5.182 Non 0.725 1.473 0 0 0 2 3 1 8.8

40 At4g24680 MOS1 Protein MODIFIER OF SNC1 1 AtRBP 0 2 1 22 27 26 30.7 1.705 5.100 Oui 2.220 3.403 0 0 1 4 7 5 8.9

41 At4g27000 RBP45C Polyadenylate-binding protein RBP45C AtRBP 1 1 4 5 6 5 24.3 2.050 5.077 Non 0.958 2.048 0 1 2 2 2 2 4.8

42 At5g54900 RBP45A Polyadenylate-binding protein RBP45A AtRBP 0 0 0 8 8 7 33.9 3.247 5.032 ND

43 At5g58190 ECT10 Evolutionarily conserved C-terminal region 10 AtRBP 0 0 0 6 8 8 20.5 2.855 4.916 Non 0.332 0.774 0 0 0 1 1 1 2.7



Tableau 2 (suite)

20°C 38°C

# AtG Gène Nom

Classification 

Reichel et al 

2016

Nombre de peptides
Couverture 

Seq. (%)

-log

(p-value)
Différence Significatif

-log

(p-value)
Différence

Nombre de peptides
Couverture 

Seq. (%)
Col0 YFP-ECT2 Col0 YFP-ECT2

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

44 At3g17330 ECT6 Evolutionarily conserved C-terminal region 6 AtRBP 0 1 0 6 8 7 22.1 2.844 4.901 ND

45 At1g54080 UBP1A Oligouridylate-binding protein 1A AtRBP 1 0 1 7 10 8 37.3 2.907 4.662 ND

46 At4g14300 RNP1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 1 AtRBP 0 0 0 6 6 6 25.8 3.058 4.652 Non 0.813 2.153 0 0 0 1 3 3 12.4

47

At2g29200 

APUM1/2/3 Pumilio homolog 1, 2 and 3 AtRBP 1 1 1 6 9 9 14.4 3.923 4.626 Non 0.616 -0.558 0 0 0 0 2 0 3.5At2g29190

At2g29140

48 At1g47490 RBP47C Polyadenylate-binding protein RBP47C AtRBP 0 0 1 8 9 9 39.6 2.368 4.625 Non 0.537 1.962 0 0 0 1 3 3 15.5

49 AT2g33845 - - AtRBP 0 1 1 4 6 5 49.5 2.788 4.534 ND

50 At2g26280 CID7 Poly(A)-binding protein-interacting protein 7 AtRBP 0 0 0 6 7 7 17.5 3.788 4.482 ND

51 At2g39260 UPF2 Regulator of nonsense transcripts UPF2 AtRBP 0 0 0 4 7 6 7.5 3.958 4.465 Non 0.025 -0.054 0 0 0 1 2 1 2.1

52 At3g07030 F17A9.19 Alba DNA/RNA-binding protein AtRBP 0 0 0 5 3 3 15.3 3.197 4.391 Non 0.459 1.251 0 0 0 1 2 2 7.2

53 AT2g25970 F17H15.1 KH domain-containing protein AtRBP 3 2 2 12 13 13 26.6 3.579 4.381 Oui 2.817 4.237 1 1 1 9 11 11 24.5

54 At1g14710 - Hydroxyproline-rich glycoprotein-like protein AtRBP 1 2 0 10 11 12 23.8 2.026 4.284 Non 1.699 2.467 0 0 0 3 4 3 10.5

55 At5g40490 HPL1 hnRNP A1 like protein 1 AtRBP 0 0 1 6 6 7 24.1 1.966 4.177 Non 0.127 0.413 0 0 0 0 2 2 9.9

56 At1g49600 RBP47A Polyadenylate-binding protein RBP47A AtRBP 3 3 2 7 7 7 20.2 3.134 4.149 ND

57 At3g06410 AtC3H34 / PNT3 Zinc finger CCCH domain-containing protein 34 AtRBP 0 0 0 4 5 4 19.3 2.352 4.137 Non 2.020 1.831 0 0 0 2 3 2 13.9

58 At4g26480 - KH domain-containing protein Candidate 0 0 0 7 7 7 34.7 3.283 4.042 ND

59 At1g27090 T7N9.15 Uncharacterized glycine-rich protein AtRBP 1 2 0 5 5 4 18.3 3.588 3.972 Non 0.313 0.592 1 0 0 1 3 1 10.2

60 At3g14010 CID4 Poly(A)-binding protein-interacting protein 4 AtRBP 1 2 2 7 9 9 17.9 2.850 3.929 Non 1.049 1.590 1 0 0 1 3 3 7.5

61 At1g79090 PAT1 Arabidopsis Homolog of yeast PAT1 AtRBP 0 0 0 6 7 7 14.2 2.565 3.886 Non 0.029 -0.129 0 0 0 0 2 2 3.5

62 At2g38610 - KH domain-containing protein AtRBP 1 0 0 4 5 4 27.3 3.579 3.883 ND

63 At4g28440 - - AtRBP 6 5 5 9 10 10 71.2 2.528 3.723 Non 1.724 1.637 4 3 2 4 7 4 59.5

64 At1g26110 DCP5 Protein decapping 5 AtRBP 2 1 3 9 9 9 21.4 2.282 3.646 Oui 1.778 3.796 0 1 0 6 6 5 14.2

65 At3g13990 - Dentin sialophosphoprotein of unknown function AtRBP 0 0 0 3 4 3 8.1 2.487 3.372 Non 0.185 0.534 0 1 0 1 2 1 3.5

66 At1g31280 AGO2 Protein Argonaute 2 AtRBP 1 1 1 5 7 6 10.4 2.407 3.323 Non 0.613 1.467 0 0 0 0 2 1 3.6

67 At3g61240 RH12 : DHH3 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 12 AtRBP 4 4 4 7 10 11 32.9 3.647 3.293 ND

68 At1g10170 NFXL1 NF-X1-type zinc finger protein NFXL1 AtRBP 0 0 0 3 6 6 5.9 3.306 3.258 Oui 2.688 3.388 0 0 0 2 4 3 18.2

69 At2g45810 RH6 : DHH1 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 6 AtRBP 5 4 3 11 12 11 43.6 3.615 3.242 Non 2.061 3.137 0 1 0 3 5 5 17.2

70 At1g13730 F21F23.16 Nuclear transport factor 2 (NTF2) family protein AtRBP 0 0 0 3 2 2 15 2.695 3.224 Non 0.071 -0.220 0 0 0 0 1 0 7.7

71 At2g35920 DExH1 DExH-box ATP-dependent RNA helicase DExH1 Candidate 0 0 0 2 5 6 8.2 2.836 3.209 ND

72 At2g43970 LARP6B La-related protein 6B AtRBP 0 2 1 6 7 7 19.3 1.628 3.175 ND

73 At2g03640 F19B11.9 Nuclear transport factor 2 (NTF2) family protein AtRBP 0 1 0 4 4 5 16.8 1.800 3.172 ND

74 At1g32200 ATS1 Glycerol-3-phosphate acyltransferase, chloroplastic - 0 2 2 2 4 3 16.1 2.353 3.047 Non 1.761 -1.865 1 1 1 2 1 1 6.3

75 At5g47620 - Putative RNA-binding protein Candidate 0 0 0 3 4 4 15.3 2.555 2.982 ND

76 At1g15280 F9L1.22 CASC3/Barentsz eIF4AIII binding protein AtRBP 0 0 0 3 3 3 8.6 1.848 2.928 Non 0.057 0.202 0 0 0 0 2 1 6.8

77 At1g76460 F14G6.6 RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein AtRBP 0 0 1 6 6 6 23.9 2.124 2.876 ND

78 At1g02140 Mago nashi Protein mago nashi homolog Candidate 1 2 3 4 4 3 34 1.931 2.766 Non 0.040 0.073 1 1 1 1 1 1 7.3

79 At1g69250 F23O10.17 Nuclear transport factor 2 (NTF2) family protein AtRBP 1 0 0 3 3 4 18.3 3.086 2.717 ND

80 At5g61780 Tudor 2 TUDOR-SN protein 2 AtRBP 12 12 11 23 28 31 41.4 3.471 2.596 Oui 1.869 3.759 2 8 4 17 22 19 29.5

81 At5g01750 - Protein LURP-one-related 15 Candidate 1 1 1 3 2 3 17.5 4.459 2.590 Non 0.460 1.017 2 2 1 2 3 2 30.9

82 At4g28080
TSS TPR-domain suppressor of STIMPY 

- 10 14 16 27 32 30 26.7 3.268 2.588 Non 1.633 3.697 3 6 1 15 26 18 24.8
REC2 Reduced chloroplast coverage 2

83 At2g42520 RH37 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 37 Candidate 8 7 5 10 9 10 17.1 3.507 2.313 Non 1.365 1.963 2 3 0 6 8 4 17.1

Spécifique 38°C

At2g35880 WDL4 Protein WVD2-like 4 Candidate 1 0 0 1 1 1 2.8 0.421 -0.648 Oui 3.427 3.561 1 1 0 5 9 9 32.2



Cytoplasmique

Fonctions non renseignées - Domaine RRM : 7 protéines

- Domaine YTH : ECT3 à 10 sans ECT9 - Nuclear transport factor 2 (NTF2) : 4 protéines 

- Domaine Alba : 5 protéines - Motif TPR : 2 protéines 

- Domaine KH : 4 protéines - Autres : 5 facteurs + ALKBH10B + LARP6b

Contrôle de la stabilité et de la traduction

Facteurs canoniques 

PAB2 / PAB4 / PAB8

eIF4G

Voie du decapping

DCP5

DHH1/2/3

PAT1 

Non-sens Mediated

Decay

UPF1 / UPF2 

RNA silencing

AGO1 / AGO2 

Contrôle négatif de la 

stabilité

BRN1

APUM1/2/3 + APUM5

Répresseur de traduction 

LARP1

ZNF1 (PNT1) 

APUM1/2/3 + APUM5

Activité hélicase 

DHH1/2/3

DExH1

RH37

Formation des granules 

cytoplasmiques 

Tudor2

Nucléaire

Maturation des ARN

UBP1a/b/c

HPL1 / RNP1

RBP45 A/B/C

RBP  A/B/C/C’
MAGO

Fonctions non renseignées

PNT3 / PNT4 / PNT5 (Zinc finger) 

CID4 / CID7 / CID11 (partenaires des PABP)

Facteurs de transcription? 

PURA1

NFXL1

Modification de la 

chromatine

MOS1

Autres

Chloroplastique

APUM6

ATS1

LURP1-Related 15

20°C (83 partenaires)

30 min 38°C (27 partenaires)
Cytoplasmique

Fonctions non renseignées

- Domaine YTH : ECT3, 5 et 7 - Domaine RRM : 3 protéines 

- Domaine Alba : 3 protéines - Nuclear transport factor 2 (NTF2) : 1 protéine 

- Domaine KH : 2 protéines - Motif TPR : 1 protéine

Formation des granules 

cytoplasmiques 

UBP1c

RBP45b 

Tudor2

Nucléaire ? pas d’ vide es e p i e tales e  st ess

Facteurs de transcription ? 

PURA1

Modification de la 

chromatine

MOS1

Microtubules 

WDL4

Tableau 3 : Classification des partenaires d’ECT2 suivant leur rôle moléculaire

Les facteurs sont classés en fonction de leur rôle décrit ou prédit selon la banque de données TAIR ou UniProtKB.

Contrôle de la stabilité et de la traduction

Facteurs canoniques 

PAB2 / PAB4 / PAB8

Voie du decapping

DCP5

(Tudor2)

Non-sens Mediated

Decay

UPF1 

Contrôle négatif 

de la stabilité

BRN1

Répresseur de traduction 

LARP1

ZNF1 (PNT1) 



 

111 

canoniques, des protéines évolutivement conservées et impliquées dans la voie du decapping sont 

identifiées comme DCP5,à l’o thologueàduà p esseu àdeà t adu tio à“ d àdeà le u eà (Rajyaguru et 

al., 2012), mais aussi les protéines DHH1, 2 et 3, orthologues à la protéine DHH1 de levure (Sweet 

et al., 2012) ou encore PAT1 (Marnef and Standart, 2010). Chez les eucaryotes, les orthologues de 

esàfa teu sàfo tàpa tieàd’u à eà o ple eà uià i hi eà laàt adu tio àdesàáRN àetàe le heàla 

supp essio àdeàlaà oiffeàe à ’àe t aî a tàalo sàlesà i lesà e sàlesà oiesàdeàd g adatio .àLaàlisteàdesà

pa te ai esàd’ECT à o t eàd’aut esàfa teu sài pli u sàda sàleà o t leà gatifàdeàlaàt adu tio àetà

de la stabilité comme la protéine BRN1. Ce facteur fait partie de la famille des protéines Bruno 

dont de nombreux membres sont identifiés chez les eucaryotes. Chez la mouche Drosophila 

melanogaster, leàfa teu àB u oà p i eà laàt adu tio àdeàl’áRN àoskar en bloquant l’asse lageà

duà o ple eà d’i itiatio à deà t adu tio à (Nakamura et al., 2004; Chekulaeva et al., 2006). Chez 

Arabidopsis, BRN1 stimule la dégradation du transcrit SOC1 e ài te agissa tàa e àsaà gio à ’-UTR 

mais le mécanisme de déstabilisatio à ’està pasà o u (Kim et al., 2013). Il y a également les 

facteurs APUM qui sont les orthologues des protéines PUF ou Pumilio. Chez les mammifères et les 

levures, ces facteurs so tà gale e tà apa lesàd’e e e àu à o t leà gatifàsu àla traduction et la 

stabilité des ARNm en recrutant le complexe de déadénylation CCR4/POP2/NOT (Quenault et al., 

2011). On retrouve ensuite la protéine ZNF1, acteur plus spécifique de la plante possédant des 

motifs doigts de zinc. Ce facteur interagit avec la région ’UTR du transcrit PORA et recrute le 

phytochrome B pour inhiber sa traduction (Paik et al., 2012). Le mécanisme de répression est 

inconnu mais lesàauteu sàdeàl’ tudeàsugg e tà ueàleàph to h o eàBàpou aitài a ti e àlesàfa teu sà

d’i itiatio àeIFàe àlesàphospho la t.àLesàpa te ai esàd’ECT àpe ette tà gale e tàdeàfai eàu àlie à

a e à leà o t leà ualit à desà áRN à puis u’o à et ou eà lesà fa teu sà UPF  et 2 largement 

documentés pour leur rôle dans le « Non-sens mediated decay » (Arciga-Reyes et al., 2006) mais 

également un lien avec le silencing des ARNm avec les partenaires AGO1 et 2. Outre les 

pa te ai esà toplas i uesà do tà lesà fo tio sà so tà do u e t es,à ilà à aà d’aut esà p ot i esà deà

liaiso à àl’áRNà oi sà o uesà aisàp ditesà toplas i uesà selo  la banque de données de TAIR, 

The Arabidopsis Information Resource). Même si leurs fonctions sont peu documentées, ces 

protéines possèdent néanmoins des domaines évolutivement conservés incluant 7 protéines à 

domaine RRM, 5 à domaine Alba (Goyal et al., 2016), 4 avec des domaines KH (Valverde et al., 

2008) ou encore 2 protéines à motifs TPR (Roberts et al., 2015). Parmi celles avec un domaine KH, 

des travaux sur le facteur BTR1 ont été publiés pou à o t e à u’il participe à bloquer la 

multiplication du i usà deà to ateà ToMV à e à e e ça tà u à o t leà gatifà su à l’áRNà duà i usà

(Fujisaki and Ishikawa, 2008). Curieusement, 7 protéines ECT sur les 11 à domaine YTH de type F 
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so tà ide tifi esà o eà desà pa te ai esà d’ECT ,à à sa oi à d’ECT à à à e à e lua tà ECT .à Ceci 

suggère que les lecteurs de m6A pourraient agir dans les mêmes complexes. Chezà l’ho e,à ilà aà

également été montré que les protéines YTHDF1 à 3 interagissent entre elles de façon directe et 

que YTHDF3 semble coopérer avec les deux autres (Shi et al., 2017).  

 D’aut eàpa t,àparmi ces partenaires, une minorité est prédite ou présente des évidences de 

localisation nucléaire. Ces partenaires sont surtout impliqués dans les étapes de maturation des 

ARNm comme HLP1 (Zhang et al., 2015), UBP1 et les RBP45 et 47 Lo ko ićà età al.,à . Ces 

dernières sont les plus proches orthologues de la famille TIA-1 (T-cell Intracellular Antigen 1) et 

TIAR (TIA-1- elated .à Chezà l’hu ai ,à e à o ditio à o aleà esà fa teu sà so tà à laà foisà

cytoplasmiques et nucléaires, oùà ilsà pa ti ipe tà à l’ pissageà deà e tai sà t a s itsà (Waris et al., 

2014). Néanmoins, leur rôle est plus connu en situation de stress où ils sont majoritairement 

cytoplasmiques et répriment la traduction de leurs cibles en participant directement à la 

formation de granules de stress cytoplasmiques (Mazan-mamczarz et al., 2006). Chez Arabidopsis, 

UBP1c participe à la séquestration de certains transcrits dans les granules de stress en réponse à 

un stress hypoxique (Sorenson and Bailey-Serres, 2014).à Puis u’ilà s’agità i ià d’u à partenaire en 

condition normale, il est difficile de dire si ECT2 interagit avec la version cytoplasmique ou 

nucléaire des homologues de TIA-1 et TIAR. Cependant, de façon plus étonnante le facteur MOS1 

est retrouvé et celui-ci est exclusivement nucléaire (Li et al., 2011). Ce facteur agit dans le contrôle 

deàlaàt a s iptio àdeà e tai sàg esàd’i u it àe à o t la tàlaàst u tu eà h o ati ie eà (Li et 

al., 2010). On note aussi des facteurs dont les fonctions ne sont pas renseignées mais dont les 

localisations sont prédites nucléaires comme les facteurs CID4, 7 et 11 (CTC-Interacting Domain). 

Lesà seulesà do esà pu li esà su à esà fa teu sà o t e tà u’ilsà i te agisse tà a e à leà do ai eà C-

terminal des PAB en système double hybride (Bravo et al., 2005). Fi ale e t,à d’aut esà facteurs 

PNT à doigts de zinc de la même famille que le partenaire cytoplasmique ZNF1 sont retrouvés mais 

leurs fonctions sont inconnues (Paik et al., 2012).àL’o se atio àdeà esàfa teu sà u l ai es suggère 

u’u eàpo tio àd’ECT  pourrait être nucléaire.  

 En résumé pour les partenai esàd’ECT àe à o ditio à o ale,àilàappa aîtà lai e e tà ueàlaà

grande majorité des candidats est impliquée dans le contrôle de la traduction et/ou de la stabilité 

des ARNm et laisse supposer u’ECT àpourrait agir dans les mêmes voies. Plus précisément, une 

tendance semble apparaître vers un contrôle négatif au vu des nombreux facteurs qui sont 

impliqués dans la répression de la traduction ou dans le contrôle négatif de la stabilité des ARNm.  
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 Les partenaires en situation de stress 

 Concernant ensuite les partenaires en condition de stress, le premier constat est la 

di i utio à ajeu eà duà o eà d’i te a ta ts.à Alors que 83 partenaires sont recensés en 

condition normale, en situation de stress thermique seulement 27 partenaires significatifs ont été 

identifiés alo sà ueà l’effi a it à d’i u op ipitatio à deà YFP-ECT2 est similaire entre les deux 

conditions (Figure 22-B et Tableau 3). À l’e eptio àd’u àseul,àtousàlesàfa teu sài te agissa tàa e à

ECT2 en condition de stress sont également des interactants en condition normale. En comparant 

l’e i hisse e tàdeà ha ueàpa te ai eà ide tifi à da sà lesàdeu à o ditio s,à u eà du tio à glo aleà

est observée en situation de stress (Tableau 2). Ceci semble indiquer ueà l’e positio à auà st essà

thermique a pour conséquence de diminuer laàplupa tàdesà i te a tio sàd’ECT . Les résultats du 

hapit eàp de tào tàpuà o t e à u’ECT às’ag geàda sà lesàg a ulesàdeàst ess.àE à eàse s, les 

interactions avec les PAB2, 4 et 8, LARP1, RBP45b, UBP1c et Tudor2 sont maintenues. Tous ces 

facteurs sont connus pour être accumulés dans les granules de stress. Chez Arabidopsis, Tudor 2 

participe également à la formation des granules cytoplasmiques et semble requise pour le 

decapping en situation de stress (Gutierrez-Beltran et al., 2015). Au uàdeà laà lo alisatio àd’ECT à

dans les granules de stress, cela pouvait impliquer de retrouver une quantité importante de 

o ple esàetàdeàfa teu sà o usàpou às’ag ge àda sà esà o pus ulesàd’auta tàplusà ueàdesàtissusà

crosslinkés ont été utilisés. Néanmoins, pour garantir la dissolution des agrégats cytoplasmiques, 

la méthode de purification des partenaires a été très stringente en combinant des étapes de 

sonication et des conditions de lyse avec 1 % de SDS mais aussi une capture des complexes en 

présence de 0,5% de SDS et 0,5 % de Triton X-100. En situation de stress il ’ àaàpasàdeà ou eauà

partenaire d’ECT à uiàestàconnu pour être associé aux granules de stress fa teu sàd’i itiatio àpa à

exemple), ce qui peut supposer que les complexes des granules cytoplasmiques ont pu être 

séparés. Par ailleurs, la majorité des interactions avec les acteurs du decapping et de la 

dégradation est perdue hormis DCP5 et UPF1. La présence de DCP5 a été démontré dans les p-

bodies chez Arabidopsis mais les orthologues Scd6 de levure et RAP55 humaine sont retrouvées à 

la fois dans les granules de stress et les p-bodies (Rajyaguru et al., 2012; Yang et al., 2006). Le 

facteur UPF1 est quant à lui prédominant dans les p-bodies chez les eucaryotes (Sheth and Parker, 

2007). Enfin, ECT2 interagit toujours avec BTR1, BRN1 et ZNF1 mais aussi les autres facteurs dont 

les rôles ne sont pas connus comme les protéines à domaines Alba, KH ou RRM mais aussi trois 

ECT (ECT3, 5 et 7).  

   



Classes des partenaires YTHDF1 YTHDF3
Communs 

YTHDF1/3
ECT2

Facteurs spécifiques des YTHDF

Protéines ribosomales

40S 27 29 27 -

60S 23 16 13 -

Facteur d'initiation eIF

eIF3 6 3 1 -

eIF2 - 1 - -

eIF4 - 1 (eIF4AI) - 1 (eIF4G)

Facteur d'élongation de traduction -

eEF1A1 1 1 1 -

Structure cellulaire 

Chaines tubulines 4 6 4 -

Chaines kératines 7 12 6 -

Actines 2 1 1 -

Vimentine 1 1 1 -

Déadénylation 

PAN3 - 1 - -

CNOT1 - 1 - -

Chaperonnes 

Protéines HSP 4 5 2 -

Sous-famille DnaJ 2 1 - -

Facteurs d'épissage

Protéines SRSF 1 5 1 -

Protéines U2AF - 2 - -

Autres 

Sous-unités Histones 3 1 1 -

Protéines de liaison Y-Box 2 2 2 -

Protéines à répétitions ankyrines 1 1 - -

Autres 33 39 14 -

Facteurs communs avec ECT2

Protéines HNRNP 6 6 5 2

ARN Hélicases ATP-dépendantes 4 7 4 5

Protéines à doigts de zinc - 1 - 4

Protéines à domaine YTH - 1 - 7

LARP1 1 1 1 1

PABP 2 2 2 3

PURA-alpha - 1 - 1

Facteurs spécifiques pour ECT2

Répresseurs de traduction

Co-facteurs du decapping - - - 4

Autres répresseurs - - - 3

Contrôle négatif de la stabilité 

Complexe NMD - - - 2

RNA silencing - - - 2

Autres - - - 44

Total 130 148 86 83

Tableau 4 : Comparaison des partenaires définis par protéomique pour YTHDF1, YTHDF3 et ECT2

Les facteurs sont regroupés selon leurs fonctions et s’ils sont spécifiques des YTHDF, communs

avec ECT2 ou spécifiques à ECT2. Les partenaires de YTHDF1 ont été définis dans Wang et al. 2015

et ceux de YTHDF3 dans Shi et al. 2017.
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 Le seul interactant spécifique de la condition 38°C est WDL4. Très peu connu, ce facteur 

faitàpa tieàd’u eà fa illeàdeàp ot i esàpou a tàs’asso ie àau à seau àdeà i otu ulesà (Liu et al., 

2013). Néanmoins, ce facteur est également recensé comme une protéine candidate de liaison à 

l’áRNàselo àune étude protéomique (Reichel et al., 2016). Les seules données publiées de cette 

p ot i eà ’ ta lisse tà au u à lie à a e à u à st essà e i o e e tal.à Cepe da t,à o à peutà ett eà

l’h poth seà ueà etteàp ot i eàpuisseàaide àECT à às’ag ge àda sàlesàg a ulesà toplas i uesàpa à

le biais des réseaux de microtubules. Il est en effet publié que ce type de réseau gouverne la 

dynamique des granules de stress (Nadezhdina et al., 2010; Chernov et al., 2009) et des p-bodies 

(Sweet et al., 2007). 

II – COMPARAISON AVEC LES DONNÉES DES PROTÉINES À DOMAINE YTH DE 

MAMMIFÈRES  

 Pour faire le lien avec les protéines à domaine YTH de mammifères, les données 

d’i te a to eà d’ECT à o tà t à o pa esà a e à lesà pa te ai esà ide tifi sà e à o ple eà a e à les 

protéines à domaine YTH des mammifères. Néanmoins, comme ECT2 fait partie des lecteurs de 

type YTHDF, la comparaison a été concentré sur les partenaires des YTHDF plutôt que les YTHDC. 

Seuls les partenaires de YTHDF1 et YTHDF3 ont été définis par une approche similaire de 

pu ifi atio àe àta de àpa àaffi it àsui iàd’u eàa al seàdeàspe t o étrie de masse (Shi et al., 2017; 

Wang et al., 2015). Ainsi, 130 partenaires pour YTHDF1 et 148 pour YTHDF3 ont été identifiés dont 

86 en commun. En lien avec la fonction commune de YTHDF1 et 3 comme stimulateur de 

traduction, leurs partenaires communs sont majoritairement des protéines ribosomales (sous-

u it sà “à età “ à età desà fa teu sà d’i itiatio à deà t adu tio à p i ipale e tà eIF .à D’aut esà

partenaires communs concernent également des fonctions liées à la structure cellulaire comme 

des chaines de tubulines ou de kératines. Très majoritairement, les partenaires de YTHDF1 et 3 

sont différents de ceux définis pour ECT2 (Tableau 4). Leàp e ie à o statàestà u’aucune protéine 

i oso aleà ’aà t àide tifi eàpa iàlesàpa te ai esàd’ECT àalo sà u’u eà ua a tai eàestà et ou eà

en association avec les YTHDF. De même, au u àfa teu àd’i itiatio àeIF à ’està et ou àparmi les 

pa te ai esà d’ECT .à “eulà leà fa teu à eIF Gàduà o ple eà deà oiffeà aà t à ide tifi à avec ECT2 mais 

l’o thologueà ’estàpasà et ou àpa ià lesà i te a ta tsàdeàYTHDF àetà .à âà l’i e se,àdeà o eu à

pa te ai esàd’ECT àso tà i pli u sàda sà leà o t leà gatif de la traduction et de la stabilité des 

áRN .à áu u à p esseu à deà t adu tio à ’està et ou à pa ià lesà pa te ai esà desà YTHDF à età .à

YTHDF3 interagit avec deux acteurs de la déstabilisation des transcrits liés à la déadénylation 



Figure 23 : Interaction in vivo entre ECT2 et certains candidats par co-immunoprécipitation

Expérience d’i u op ipitatio contre une étiquette YFP menée à partir d’e t aits natifs de plantes de 14 jours

exprimant YFP-ECT2 (130 kDa) et incubées 30 min à 38°C ou 20°C. A l’aide d’a ti o ps spécifiques, la présence

des protéines PAB, AGO1, DHH1 et 3 ainsi que LARP1 est testée dans les fractions éluées avec YFP-ECT2.

L’app o he a été réalisée avec des billes magnétiques couplées à un anticorps monoclonal contre la GFP

(Miltenyi). Un anticorps contre l’UGP est utilisé comme contrôle négatif d’i te a tio avec ECT2. La quantité

déposée de chaque fraction (input, non fixée et éluat) est indiquée ainsi que le poids moléculaire des protéines en

kilodalton (kDa).
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(PAN3 et CNOT1) mais l’o thologueàdeàCNOT à ’aàpasà t à et ou àa e àECT àetàau u ào thologueà

deàPáN à ’està e e s à hezà laàpla te.àLes interactants de YTHDF2 ne sont pas connus dans leur 

ensemble mais au moins une interaction avec CNOT1 a été démontrée (Du et al., 2016),à uià ’està

donc pas retrouvée avec ECT2.  

 Certains classes de partenaires sont néanmoins similaires entre ECT2 et les YTHDF comme 

des protéines hnRNP, des hélicases ATP-dépendante, des protéines à doigts de zinc (dont une est 

retrouvée avec YTHDF3) et les protéines à domaine YTH (YTHDF2 est identifiée avec YTHDF3). Bien 

que des hélicases ATP-d pe da teà soie tà ide tifi sà a e à lesà YTHDF,à l’o thologueà deà DHH à eà

figu eàpasàpa iàlesà a didatsà àl’i e seàd’ECT à uiài te agitàa e àlesàt oisàho ologuesàdeàDHH à

od sàpa àleàg o eàd’Arabidopsis. Le facteur PURA est également retrouvé en association avec 

YTHDF3 comme ECT2. Un point commun concerne la présence de LARP1 et de protéines PABP 

parmi les interactants de ces trois protéines à domaine YTH. Néanmoins, le nombre de peptides de 

LARP1 reste très faible dans les données de protéomique de YTHDF1 (1 peptide) et YTHDF3 (3 

peptides .àDa sàl’e se le,àleà o eàdeàfa teu sà o u sàe t eàECT àetà esàdeu àYTHDFà esteà

minoritaire.àáuà uàdesàdiff e esà ajeu es,à esà sultatsàsuppo te tà u’ECT àaitàu à leàdistinct 

par rapport à YTHDF1 et 3 et ne soutiennent pas un rôle stimulateur de traduction pour ECT2. 

III – VALIDATION DE CERTAINES INTERACTIONS 

 L’a al seàde protéomique aàpe isàd’ide tifie àu àg a dà o eàd’i te a ta tsàp ot i uesà

d’ECT à e à o ditio à o ale et en situation de stress thermique permettant de faire des 

h poth sesà ua tà au à fo tio sà ol ulai esà deà laà p ot i eà ECT .à Toutefois,à l’a al seà aà t à

réalisée à partir de tissus fixés au formaldéhyde et sans traitement RNAse impliquant que 

certaines interactions pourraient être non spécifiques ou di esàpa àl’áRN. Il est donc nécessaire 

de d o t e àpa àu eàaut eàapp o heàl’e iste eàde ces interactions.  

 Ainsi, pour valider certaines interactions, des expériences de co-immunoprécipitation ont 

été répétées sa sà te i à o pteà deà laà p se eà deà l’áRN dans un premier temps. La lignée 

transgénique exprimant YFP-ECT2 a été utilisée et les fractions immunoprécipitées avec cette 

p ot i eà o tà t à a al s esà pa à este à lotà à l’aideà d’a ti o psà di ig sà o t eà des partenaires 

a didatsà d’ECT . Dans ces expériences, l’effi a it à d’i u op ipitatio à està d te i eà par 

l’appau isse e tàduàsig alà o espo da tà àYFP-ECT2 (130 kDa) dans les fractions non retenues 

par rapport aux fractions de départ (Figure 23, comparer les puits 3 et 4 aux puits 1 et 2). En 

condition normale, des interactions sont retrouvées pour les protéines PAB2, PAB4 et PAB8, 



118 

AGO1, DHH1, DHH3 et LARP1 (Figure 23, puits 5). À ote à ueà l’a ti o psàutilis à o t eà lesàPáBà

permet de reconnaître les trois protéines PAB2, 4 et 8 (Dufresne et al., 2008). En comparaison, 

au u à sig alà ’està d te t à pou à laà p ot i eà UGPà uià ’aà pasà t à ide tifi eà o eà i te a ta tà

d’ECT à d’ap sà laà spe t o t ieà deà asse.àD’aut eà pa t,à les interactions avec les PAB et LARP1 

sont maintenues ap sà à i àdeà st essà à °Càalo sà ueà l’i te a tio àestàpe dueàa e àDHH àetà

DHH3 (Figure 23, puits ,à eà uià ejoi tàlesàdo esàdeàp ot o i ue.àL’i te a tio àa e àáGO àestà

néanmoins toujours visible après un st essàthe i ueàalo sà u’elleà ’estàpasàsig ifi ati eàda sàlesà

do esà deà p ot o i ue.à Cetteà diff e eà pou aità s’e pli ue à pa à desà o ditio sà oi sà

st i ge tesàda sà etteàe p ie eàd’i u op ipitatio .àái si,àlesài te a tio sàa e à e tai sàdesà

candidatsàide tifi sàpa àl’app o heàdeàp ot o i ueào tàpuà t eà alid esàpar cette autre approche 

et sans utiliser de tissus fixés au formaldéhyde.  

 Néanmoins, ces expériences ne permettent pas de déterminer si les interactions sont 

dépendantes de la présence d’áRN.à Pou à ela,à ilà està essai eà deà p te à lesà e p ie esà e à

ajouta tàu eà tapeàsuppl e tai eàdeàt aite e tàRNáseàpou àd fi i àsià l’i te a tio àestàtoujou sà

d te ta leàe àl’a se eàd’áRN.àâà eàjou ,àseulsàlesàfa teu sàLáRP ,àDCP àetàlesàPáBPào tà t àtestés 

par cette approche (voir Chapitre suivant - Partie I).  

Conclusions du chapitre :  

 L’ide tifi atio à desà pa te ai esà p ot i uesà a aità pou à utà deà d te i e à lesà seau à de 

protéines dans lesquels ECT2 prend part pour émettre des hypothèses sur sa fonction moléculaire. 

Lesà sultatsà o tà o t à u’ECT à i te agità ajo itai e e tà a e à desà fa teu sà toplas i uesà

impliqués dans le contrôle de la traduction et/ou de la stabilité des ARNm. Ces deux voies sont 

donc cohérentes avec les fonctions connues des protéines à domaine YTH humaines. Néanmoins, 

u eàte da eàse leà o t e àu à leà gatifàpuis ueàlesàpa te ai esàd’ECT àso tà ajo itai e e tà

orientés dans un contrôle répressif de la traduction hezà laàpla teàouà hezàd’aut esào ga is es.à

C'est ainsi le cas de LARP1, DCP5, PAT1, DHH1/2/3, AGO, UPF1/2, APUM ou encore ZNF1. Ces 

résultats pourraient sugg e à u’ECT à e e eà u eà a tio à p essi eà su à laà t adu tio àdesàáRN à

méthylés en recrutant ces facteurs. Chez les mammifères, YTHDF1 et 3 ont une action positive sur 

laà t adu tio àdesàáRN à th l sàe à i te agissa tàa e àdeà o eu àfa teu sàd’i itiatio àetàdesà

sous-unités ribosomales (Li et al., 2017; Shi et al., 2017; Wang et al., 2015). Aucune de ces 

p ot i esà ’està et ou eà o eàpa te ai eàd’ECT .àCeci soutie tà u’ECT àagi aitàdiff e e tà

sur le contrôle de la traduction des ARNm méthylés par rapport aux protéines à domaine YTH des 

a if esàetà ’agi aitàpasàa e àu eàa tio àdeàsti ulateur de traduction.  
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 Cepe da t,à pa ià lesà pa te ai esà d’ECT ,à lesà PáBà età leà fa teu à eIF Gà so tà desà a teu sà

o usà hezàlesàeu a otesàpou àa oi àu à leàpositifàda sàl’i itiatio àdeàt adu tio .àN a oi s,àauà

moins eIF4G est une cible récurrente pour les fa teu sà p esseu sà deà t adu tio .à C’està

notamment le cas de plusieurs orthologues desàpa te ai esàd’ECT à incluant Scd6, orthologue de 

DCP5 chez la levure, qui e e eàso à leài hi iteu àe à lo ua tàeIF Gàetàl’asse lageàduà o ple eà

de pré-initiation de traduction (Rajyaguru et al., 2012; Poornima et al., 2016). Ainsi, dans 

l’h poth seàoùàl’i te a tio àd’ECT àa e àeIF Gàestài d pe da teàdeàl’áRN,à elaàpourrait également 

alle àda sàleàse sàd’u à leàrépresseur su àl’i itiatio àdeàt adu tio àpa àu à lo ageàduà o ple eàdeà

coiffe. Fi ale e t,à eàsiàleà leàd’ECT àda sàleà o t leàdeàlaàt adu tio àse leàdiff e tàdesà

protéines YTH humaines, on peut penser que comme elles, ECT2 agit principalement pour recruter 

d’aut esàfacteurs sur les ARNm méthylés et influencer leur devenir. À partir de ces conclusions, le 

leà d’ECT à da sà leà o t leà p essifà deà laà t adu tio à seà doità d’ t eà p is à età fait l’o jetà duà

prochain chapitre.  



Figure 24 : Nature de l’i te a tio entre ECT2, LARP1 et les protéines PAB

(A) Expérience d’i u op ipitatio contre une étiquette YFP menée à partir d’e t aits natifs de plantes de 14

jours exprimant ECT2 non étiquetée (Col0), YFP-ECT2 ou le mutant du domaine YTH d’ECT2 (YFP-ECT2***). (B)

Expérience d’i u op ipitatio contre une étiquette YFP menée à partir d’e t aits natifs de plantes de 14 jours

exprimant YFP-ECT2 et incubées 30 min à 38°C ou 20°C. Les extraits natifs ont été non traités ou traités avec un

mix de RNAse (400 µg RNAse A, 10 000u RNAse T1 et 100u Rnase I) pendant l’ tape d’i u op ipitatio . Pour

(A) et (B) : Les deux approches ont été réalisées avec des billes magnétiques nanotrap dirigées contre la GFP

(Chromotek). La quantité déposée de chaque fraction (input, non fixée et éluat) est indiquée ainsi que le poids

moléculaire des protéines en kilodalton (kDa). (C) Vérification de l’effi a it du traitement RNAse de l’e p ie e
en (B) par migration des ARN totaux sur gel de polyacrylamide (8M Urée – 6% Acryl-bisacrylamide). Une portion

correspondant à 12% de l’i put ou des fractions non fixées (NF) est déposée.
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CHAPITRE III – QUEL EST LE LIEN FONCTIONNEL ENTRE LA PROTÉINE 

ECT2 ET SES PARTENAIRES LARP1 ET DCP5 DANS LE CONTRÔLE DE LA 

TRADUCTION ? 

 áuà uà desà sultatsà deà p ot o i ue,à o à h poth seà està u’ECT à joue un rôle de 

répresseur de traduction en recrutant certains facteurs impliqués dans ce processus. Pour cela,àj’aià

hoisiàd’e plo e àplusàe àd tailsàleàlien avec deux partenaires particuliers que sont LARP1 et DCP5 

pou àplusieu sà aiso s.àToutàd’a o d,à esàdeu àfa teu sàso tà o se sàchez les eucaryotes et leurs 

fonctions sont largement documentées dans le contrôle de la traduction (Voir introduction). Le 

hoi à pou à esà deu à fa teu sà pou aità pe ett eà deà app o he à lesà fo tio sà d’ECT à deà LáRP à

et/ouàDCP àafi àdeàp ise àso à leà gatifàsu àleà o t leàdeà laàt adu tio .àDeàplus,à à l’oppos à

d’aut esà pa te ai es,à plusieu sà outilsà taie tà d j à dispo i les pour LARP1 avec notamment des 

lignées mutantes et un anticorps spécifique tout com eàDCP àa e à laàdispo i ilit àd’u à uta tà

hypomorphe (Xu & Chua, 2009) et de lignées transgéniques issuesà d’u eà olla o atio à a e à

l’ uipeàdeàDo i i ueàGaglia dià IBMP,à“t as ou g .à   

I – CARACTÉRISATION DES INTERACTIONS ENTRE ECT2, LARP1 ET DCP5  

I.1 – Natu e de l’i te a tio  e t e ECT  et LARP   

 Pour étudier plus spécifiquement le lien entre ECT2, LARP1 etàDCP ,àl’i te a tio àe t eà esà

p ot i esàaàd’a o dà t à tudi e. Les résultats du chapitre I ont démontré que la mutation de trois 

t ptopha esàesse tielsàduàdo ai eàYTHàd’ECT àa olità saà apa it à à fi e àdesàáRNà th l s.à Le 

premier l’o je tifà aà donc été de déterminer si les interactions sont toujours valables dans un 

contexte où ECT2 eà lieàplusàd’áRNà th l .àN a oi s,à seul le facteur LARP1 a été testé avec 

cette approche. Les résultats mo t e tà u’auà oi sà e à o ditio à o ale, la purification de la 

e sio à o aleàouà ut eàd’ECT àpe etàdeà o-immunoprécipiter LARP1 (Figure 24-A). Il reste 

a oi sàdiffi ileàd’ alue àsiàlesài te a tio sà a ie tàsu tile e tàe t eàlesàdeu à e sio sàd’ECT à

puisque le signal est saturant dans les éluats. Cependant, au niveau qualitatif, ceci semble indiquer 

que la capacité de liaison à la méthylation d’ECT à ’estàpasàu àp e uisàpou ài te agi àa e àLáRP  

eà uià pou aità sugg e à u eà i te a tio à o à d pe da teà deà l’áRN. Pour déterminer ce point, 

l’e p ie eàaà t à p tée avec une étape supplémentaire de traitement RNAse à partir de plantes 

de 14 jours exprimant YFP-ECT2 et exposées ou non à un stress thermique. Les résultats de 
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este à lotà o t e tà toutà d’a o dà ueà leà t aite e tà RNAse ’affe teà pasà l’effi a it à

d’i u op ipitatio àd’YFP-ECT2 puisque l’i te sit àduàsig alà o espo da tàda sàlesà luatsàestà

relativement similaire entre les différentes conditions testées (Figure 24-B, puits 3 à 6). 

L’interaction avec LARP1 est bien détectée dans les échantillons non traités en condition normale 

et en stress thermique (Figure 24-B, puits 3 et 5).à Da sà lesà ha tillo sà t ait s,à l’i te sit à deà

l’i te a tio à a e à LáRP à està si ilai eà pa à appo tà au à ha tillo sà o à t ait sà e à o ditio à

normale ou en situation de stress thermique (Figure 24-B, puits 4 et 6, signal LARP1). L’effi a it à

duàt aite e tàRNáseàaà t à ifi eàetàau u àáRNà ’està isi leàdans les échantillons incubés avec le 

mix de RNAse comprenant des RNAses A/T1, qui hydrolysent les ARN après les C, G et U, et une 

RNAse I qui hydrolyse les ARN simple brin (Figure 24-C). Ceci indique que le traitement ’affe teà

pasàl’i te a tio àentre ECT2 et LARP1 qui suppose une interaction non dépendante de la présence 

d’áRN.à E à lie à a e à lesà do esà p li i ai esà deà dou leà h ideà démontrant une interaction 

LARP1-ECT ,à esà sultatsà o tàda sàleàse sàd’u eài te a tio àdi e te.à 

 En comparaison, l’i te a tio à e t eà ECT à età lesà PáB à aà gale e tà t à test e dans ces 

conditions. En condition normale comme en situation de stress thermique, l’i te a tio àa e à lesà

protéines PAB diminue significativement avec le traitement RNAse mais ne disparaît pas 

complètement (Figure 24-B,à puitsà à età ,à sig alà PáB .à Puis u’au u à áRNà ’aà t à et ou à elaà

sugg eà ueà lesà i te a tio sà a e à lesà PáBPà so tà p i ipale e tà d pe da tesà deà l’áRNà aisà

curieusement u’une partie est toujours maintenue même sans ARN.  

I.2 – Natu e de l’i te a tio  e t e ECT  et DCP5 

 Concernant ECT2 et DCP ,à l’i te a tio à ’aà pasà t à tudi eà précédemment avec les 

expériences menées sur les plantes YFP-ECT à e à aiso à deà l’a se eà d’u à a ti o psà

spécifiquement dirigé contre DCP5. Pour résoudre ce problème, des approches de co-

immunoprécipitation réciproques ont été faites à partir d’u eà lig eà t a sg i ueà e p i a tà

DCP5-GFP. Ces analyses ont été faites dans un premier temps sur des plantes de 14 jours cultivées 

en condition normale ou exposées 30 min à 38°C sa sà te i à o pteà deà laà p se eàd’áRN. Les 

résultats de este à lotà o t eà u’e àpurifiant la protéine de fusion DCP5-GFP, le signal à 100 

kDa correspondant à ECT2 est retrouvé dans les fractions éluées, en condition normale comme en 

situation de stress thermique (Figure 25-A). On peut alors remarquer que ce signal est différent 

e t eà laà o ditio à o aleà età laà situatio à deà st ess.à E à effet,à plusieu sà fo esà d’ECT à so tà

détectées et leurs intensités semblent varier entre les deux conditions expérimentales. Ces 

observations seront plus amplement détaillées au cours du chapitre IV pour étudier la régulation 
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d’ECT à e à situatio à deà st essà the i ue.à N a oi s,à elaà d o t eà ueà DCP à i te agità a e à

toutesàlesàfo esàd’ECT àd te t esàpa à este à lot.àE à o pa aiso àau u àsig alà ’estàd te t à

pour le facteur UGP,àutilis à o eà t oi à gatif.àE à p ta tà l’e p ie eà àpa ti àdeàpla tesà

Col0 exprimant une version non étiquetée deàDCP ,àau u àsig alà ’estàd te t àda sàlesàf a tio sà

lu esà pou à ha u à desà fa teu sà test s,à soute a tà laà sp ifi it à deà l’i te a tio  détectée pour 

ECT .àPou à alide àl’i u op ipitatio ,àl’i te a tio àe t eàDCP àetàleàfa teu àDCP àaà gale e tà

été testée.à E à effet,à ilà està pu li à u’auà oi sà da sà desà tissusà deà à jou s,à DCP à i te agità

préférentiellement avec une forme phosphorylée de DCP1, qui augmente en condition de stress 

hydrique (Xu & Chua, 2012). Dans les plantes de 14 jours, deux formes sont bien détectées pour 

DCP àda sàlesàf a tio sàdeàd pa tà aisàilàestàdiffi ileàdeàdisti gue àu à ha ge e tàd’i te sit àvers 

la forme supérieure entre la condition normale et le stress thermique puisque le signal est saturé 

(Figure 25-A, signal DCP1). Dans les fractions éluées, aucun signal correspondant aux deux formes 

deàDCP à ’està et ou .à“eulàu àfai leàsig alàestàd te t à àu àpoidsàsup ieu àau àdeu àfo esàdeà

DCP1 et donc probablement non spécifique. Ceci semble indiquer que dans des plantes de 2 

se ai es,à l’i te a tio à e t eà DCP à età DCP à està inexistante au moins dans ces conditions 

expérimentales contrairement à celle entre DCP5 et ECT2.  

 Puis ueàl’i te a tio àe t eàDCP àetàDCP àaàauà oi sà t àd o trée dans des tissus de 6 

jours (Xu & Chua, 2009), les expériences ont été répétées à ce stade développemental. Cette fois, 

l’i te a tio àe t eàDCP àetàDCP àestà lai e e tàd te ta leàen condition normale ou en situation 

de stress pour les mêmes conditions de réaction (Figure 25-B, signal DCP1). De plus, cette fois 

l’aug e tatio àdeà laàquantité de la forme phosphorylée de DCP1 en situation de stress est très 

distincte dans les fractions de départ tout comme dans les fractions éluées. L’i te a tio à e t eà

DCP5 et ECT2 est également détectée à ce stade développemental (Figure 25-B, signal ECT2). 

Co eà à àjou s,ào à et ou eà gale e tàplusieu sàfo esàd’ECT2 dans les fractions éluées ce qui 

suggère encore une fois que DCP5 interagit avec toutes ces formes. Pour rappel, il a été montré 

dans le chapitre 1 que la protéine ECT2 est plus fortement exprimée dans les plantes de 2 et 7 

jours. Cette observation pourrait proposer un rôle pour ECT2 dans les étapes précoces du 

développement potentiellement en lien avec cette interaction avec DCP5.  

 Dans un second temps, pour déterminer si l’i te a tio àe t eàECT àetàDCP àestàd pe da te 

deà laà p se eà d’áRN,à lesà e p iences ont été répétées avec ou sans traitement RNAse. Les 

expériences ont été menées à partir de tissus de 14 jours pour faire le lien avec les données de 

p ot o i ueà età leà stadeà oùà l’i te a tio à e t eà ECT à età LáRP à aà t à alid e.à Les résultats de 
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Figure 25 : Caractérisation de l’i te a tio entre ECT2 et DCP5 par co-immunoprécipitation

(A-B) Expériences d’i u op ipitatio contre une étiquette GFP menées à partir d’e t aits natifs de plantes de

14 jours (A) ou 6 jours (B) exprimant DCP5-GFP (130 kDa) et incubées 30 min à 38°C ou 20°C. La lignée Col0 est

utilisée comme contrôle négatif d’i u op ipitatio . La protéine UGP est utilisée comme contrôle négatif

d’i te a tio avec DCP5. La quantité déposée sur gel de chaque fraction (input, non fixé et éluat) est indiquée

ainsi que la taille des protéines en kilodalton (kDa). L’app o he a été réalisée avec des billes magnétiques couplées

à un anticorps monoclonal contre la GFP (Miltenyi). (C) Analyses des co-immunoprécipitations avec DCP5-GFP

menées avec des extraits natifs non traités ou traités avec un mix de RNAse (150 µg RNAse A, 5000u RNAse T1 et

100u Rnase I) sur des plantes de 14 jours. L’app o he a été réalisée avec des billes magnétiques nanotrap dirigées

contre la GFP (Chromotek). (D) Vérification de l’effi a it du traitement RNAse de l’e p ie e (C) par migration

des ARN totaux sur gel de polyacrylamide (8M Urée – 6% Acryl-bisacrylamide). Une portion correspondant à 12%

de l’i put ou des fractions non fixées (NF) est déposée.
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l’a al seàpa à este à lotà o t e tà u’au u àsig alà o espo da tà àECT à ’estàd te t àda sàlesà

fractions éluées avec DCP5-GFP et cela même dans les échantillons non traités à la RNAse en 

condition normale ou en situation de stress (Figure 25-C). L’a se eàd’i te a tio àpa à appo tàau à

sultatsàp de tsàpou aità s’e pli ue àpa à lesà o ditio sàe p i e talesàdiff e tes.àE àeffet,à

les expériences présentées dans la figure 25-A et B ont été menées avec des billes couplées à un 

anticorps contre la GFP et des conditions de lavage peu stringentes (3 fois avec un tampon 

contenant 50 mM Tris-HCl et 0,1 % de Triton X-100). À l’i e se,àda sàl’e p ie eàp se t àda sà

la figure 25-C, ce sont des billes nanotrap (sans intermédiaire protéine A ou IgG entre les billes et 

l’a ti o ps àqui ont été utilisées et les conditions de lavages ont été plus stringentes (6 fois 5 min 

avec un tampon contenant notamment 0,5 %àd’Igepalàetà à MàdeàNaCl .àDa sà esà o ditio s 

stringentes,à ilà se leà do à ueà l’i te a tio à e t eà ECT2 et DCP5 ne soit pas maintenue et ce 

alg à laà p se eà d’áRNà da sà les échantillons non traités. En résumé, ces expériences ont 

confirmé que des complexes ECT2-DCP à e iste tà aisà laà d pe da eà deà l’áRNà vis-à-vis de leur 

formation reste toujours à être déterminée.àPa à a ueàdeàte ps,àlesàe p ie esà ’o tàpasà t à

répétées pour mettre au point de nouvelles conditions expérimentales. 

II.3 – Natu e de l’i te a tio  e t e LARP  et DCP5 

 Co e a tà LáRP à età DCP ,à l’i te a tio à aà seule e tà t à test eà da sà l’e p ie eà

précédente avec un traitement RNAse dans des tissus à 14 jours. Dans ces conditions où 

l’i te a tio àECT -DCP à ’aàpasà t àd te t e, un signal correspondant à LARP1 est détecté dans 

les éluats immunoprécipités avec DCP5-GFP et de façon similaire entre les échantillons traités ou 

non avec le mix de RNAse (Figure 25-C, signal LARP1). Ce résultat indique que DCP5 interagit avec 

LARP1 en condition normale et en situation de stress thermique indépendamment de la présence 

d’áRN et ueà l’i te a tio àDCP5-LáRP àse leàplusà sista teà ueà l’i te a tio àDCP -ECT2. Une 

hypothèse à considérer serait que LARP1 puisse agir comme intermédiaire dans l’i te a tio àe t eà

ECT2 et DCP5. Ces résultats proposent donc une relation e t eàDCP à età LáRP à uià ’a pas été 

documentée à ce jour chez les eucaryotes. 

II- ÉTUDE D’UN LIEN DÉVELOPPEMENTAL ENTRE ECT2, LARP1 ET DCP5 

II.1 – Analyse du phénotype des trichomes 

 áuà ou sà duà hapit eà I,à j’aià puà d o t e à u’ECT à està di e te e tà i pli u eà da sà leà

développement des trichomes de façon dépendante à sa capacité de lecteur de méthylation. 



Nb branches 3 4 5

SD p-value SD p-value SD p-value

Col0 6,4 - 6.4 - - -

ect2-1 5,4 2,7.10-4 4.3 2.10-3 1.6 <1.10-4

ect2-2 6,6 2.10-3 6.2 9,5.10-3 1.6 <1.10-4

larp1-1 15,2 0,68 15.0 0,7 0.3 0,97

ect2-1/larp1-1 5,5 0,15 7.3 0,38 1.8 5.10-4

Figure 26 : Observation des trichomes sur des plantes mutantes pour ECT2 et/ou LARP1

Pour chaque observation, les trichomes ont été observés sur la première paire de feuilles de 4 plantules de 3

semaines pour chaque génotype. Les données représentées proviennent de n=8 observations indépendantes

hormis ect2-1/larp1-1 où seulement 2 observations ont été faites. (A) Représentation de la moyenne des

trichomes avec plus de 3 branches. Les astérisques désignent la significativité par rapport à Col0, selon le test de

Dunnett. Le nombre total de trichomes observé (quel que soit le nombre de branches) pour chaque génotype est

indiqué dans l’histog a e. (B) Représentation de la moyenne de trichomes par feuille dans chaque génotype.

(C) Répartition des différentes populations de trichomes selon le nombre de branches (3, 4 ou 5) dans chaque

génotype. Le pourcentage de chaque population provient de la moyenne de toutes les observations. Un tableau à

droite indique les écart-types mesurés pour chaque population ainsi que la significativité selon le test de Dunnett.
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Puisque ECT2 semble interagir de façon directe avec LARP1 qui elle-même i te agitàa e àDCP ,àj’aià

ensuite cherché à savoir si ces deux autres facteurs pourraient également être impliqués dans ce 

même aspect développemental. Ainsi, des mutants larp1-1 et une lignée hypomorphe dcp5-1 ont 

été utilisés pour y observer les trichomes en comparaison des mutants pour ECT2.  

Dans le simple mutant larp1-1, leà atioà desà t i ho esà à plusà deà à a hesà ’està pasà

significativement différent des plantes Col0, contrairement aux mutant ect2 pour lesquels il y a 

une augmentation (Figure 26-A). Pour déterminer si des effets pourraient être cumulatifs en 

l’a se eà d’ECT à età LáRP ,à un double mutant ect2-1/larp1 a été généré. Dans ces plantes, le 

niveau de trichomes avec plus de 3 branches est proche de celui observé dans les mutants ect2. 

Ceci sembleà i di ue à ueà l’a se eà deà LáRP à eà o duità pasà à desà d fautsà suppl e tai esà età

u’i iàlesàd fautsào se sàda sàu àdou leà uta tàect2-1/larp1-1 sont majoritairement causés par 

l’a se eàd’ECT .àDa sà ha u àdesà as,àleà o eà o e àdeàt i ho esàpa à feuille ne change pas 

significativement excluant un problème de densité (Figure 26-B .àE às’i t essa tà à laà pa titio à

des populations de trichomes en fonction du nombre de branches, le mutant larp1-1 présente 

néanmoins des trichomes à 5 branches (Figure 26-C). Cependant, ils représentent seulement 0,3 % 

desàt i ho es,à ’est-à-dire que seulement 5 trichomes à 5 branches ont été observés sur un total 

de 1 à t i ho es.à “tatisti ue e t,à etteàpopulatio à ’estàpasà sig ifi ati e e tàdiff e teàdesà

plantes Col0 même si au u àt i ho eà à à a hesà ’aà t à e e s àsu àplusàdeà à à t i ho esà

observés dans Col0. En comparaison, la portion de trichomes à 5 branches dans les plantes ect2-

1/larp1-1 est équivalente à celle observée dans les mutants ect2-1 et ect2-2. Ces premières 

o se atio sàsuppo te tàdo à ueà o t ai e e tà àECT ,àl’a se eàdeàLáRP à eà o duitàpasà àdesà

défauts de branchage des trichomes.  

 La même analyse des trichomes a ensuite été effectuée sur des plantes dcp5-1 présentant 

une réduction par 5 de la quantité de protéine DCP5 (Xu and Chua, 2009)(Figure 4 de 

l’i t odu tio àetàXu and Chua, 2009). Dans ces plantes, curieusement les trichomes à plus de 3 

branches diminuent par rapport aux plantes sauvages (Figure 27-A). Ainsi, environ 14 % des 

trichomes de dcp5-1 ont plus de 3 branches contre 25 % dans Col0 pour ces observations. Avec 6 

observations différentes, cette diminution apparaît significative. Néanmoins, cette réduction 

pourrait être une conséquence de la diminution globale de trichomes sur les feuilles du mutant 

dcp5-1. En effet, en moyenne 21 trichomes sont comptés sur chaque feuille des mutants dcp5-1 

contre 31 pour les plantes Col0 (Figure 27-B). À noter que le mutant dcp5-1 présente une très 

faible portion de trichomes à 5 branches (0,2%) de façon similaire au mutant larp1-1 (Figure 27-C) 



Nb branches 3 4 5 6

SD p-value SD p-value SD p-value SD p-value

Col0 4.4 - 4.4 - - - - -

ect2-1 4.6 <1.10-4 4.2 1.10-4 1.2 0,15 - -

ect2-2 6.2 <1.10-4 4.7 <1.10-4 1.7 0,34 - -

larp1-1 13.5 1 13.1 1 0.4 1 - -

dcp5-1 4.6 2.10-2 4.6 3.10-3 0.3 1 - -

DCP5-GFP 4.7 1 4.9 1 - - - -

larp1-1/dcp5-1 4.7 2.10-2 5.4 3,7.10-3 1.1 0,4 - -

ect2-1/dcp5-1 1.8 <1.10-4 5.6 <1.10-4 4.7 6.10-6 2.8 2,8.10-3

ect2-2/dcp5-1 1.8 <1.10-4 12.1 <1.10-4 7.7 2,7.10-3 3.8 0,16

ect2-1/larp1-1/dcp5-1 2 <1.10-4 6.1 <1.10-4 2.9 <1.10-4 5.5 <1.10-4

Figure 27 : Observation des trichomes dans des plantes mutantes impliquant ECT2 et/ou LARP1 et/ou DCP5

Pour chaque observation, les trichomes ont été observés sur la première paire de feuilles de 4 plantules de 3

semaines pour chaque génotype. Les données représentées proviennent de n=6 observations indépendantes

hormis les génotypes larp1-1, ect2-2/dcp5-1, larp1-1/dcp5-1 et DCP5-GFP où 3 observations ont été faites.

(A) Représentation de la moyenne des trichomes avec plus de 3 branches. Les astérisques désignent la

significativité par rapport à Col0, selon le test de Dunnett. Le nombre total de trichomes observé (quel que soit le

nombre de branches) pour chaque génotype est indiqué dans l’histog a e. (B) Représentation de la moyenne

de trichomes par feuille dans chaque génotype. (C) Répartition des différentes populations de trichomes selon le

nombre de branches (3, 4 ou 5) dans chaque génotype. Le pourcentage de chaque population provient de la

moyenne de toutes les observations. Un tableau à droite indique les écart-types mesurés pour chaque population

ainsi que la significativité selon le test de Dunnett. NS : non significatif.
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aisà uià ’estàpasàsig ifi ati e e tàdiff e tàdeàCol .àLo s ueà lesàpla tesà uta tesàdcp5-1 sont 

complémentées du transgène DCP5-GFP, aucune différence du nombre de trichomes à plus de 3 

a hesà ’estào se àtoutà o eàleà o eà o e àdeàt i ho esàpa àfeuilleà Figu eà 7-A et B). 

Ceci supporte que les défauts observés dans les mutants dcp5-1 sont bien une conséquence de la 

réductio àd’e p essio àdeàDCP .  

 Par ailleurs, les trichomes ont été observés sur plusieurs mutants multiples impliquant 

ECT2, LARP1 et DCP5. Curieusement, alors que le mutant larp1-1 ne présente pas de défaut 

significatif et que dcp5-1 affiche une réduction de trichomes, le double mutant larp1-1/dcp5-1 

montre une augmentation du nombre de trichomes à plus de 3 branches (Figure 27-A). De plus, 

comme dcp5-1, ce double mutant possède également moins de trichomes (Figure 27-B). Ainsi, 

même si les plantes dcp5-1 et larp1-1/dcp5-1 affichent une réduction similaire du nombre de 

trichomes, les deux présentent des effets différents sur le ratio des trichomes à plus de 3 

branches. Une portion de trichomes à 5 branches est également détectée sur les plantes larp1-

1/dcp5-1 dans un niveau équivalent aux mutants ect2. L’a se eà deà LáRP à cumulée à la faible 

expression de DCP5 affecte donc davantage et différemment le développement des trichomes par 

rapport aux mutants simples larp1-1 et dcp5-1. Puisque LARP1 et DCP5 interagissent de façon 

probablement directe, ces observations supportent que ces deux facteurs puissent agir dans une 

même voie développementale.  

 D’aut eàpa t,àdesàdou lesà uta tsàpou àECT àetàDCP ào tà t àg sàetào se s.àDa sàlesà

plantes ect2-1/dcp5-1 et ect2-2/dcp5-1, le niveau de trichomes à plus de 3 branches est 

relativement similaire aux simples mutants ect2-1 et ect2-2 (Figure 27-A). Néanmoins, même si 

aucune diff e eà sig ifi ati eà ’estào se eà su à leà atioàdesà t i ho esàpa à appo tàau à lig esà

ect2-1 et ect2-2, la répartition des populations de trichomes est différente. En effet, dans ces 

lignées, une nouvelle population de trichomes à 6 branches est observée età ’aà t à e e s e dans 

aucune des autres lignées précédentes (Figure 27-C). Cette population représente une faible 

po tio à d’e i o à  % des trichomes. En parallèle, des trichomes à 5 branches sont également 

retrouvés dans une portion de 6.4 et 6.9 % pour ect2-1/dcp5-1 et ect2-2/dcp5-1 respectivement, 

’est-à-dire légèrement plus important que dans les simples mutants ect2-1 et ect2-2. Ainsi, 

l’a se eà d’ECT à età la réduction de DCP5 semble conduire à des modifications subtiles dans la 

répartition des populations des trichomes. Cetteào se atio àsugg eà u’ECT àetàDCP àpou aie tà

agir dans desà oiesàdisti tesàda sàleàd eloppe e tàdesàt i ho esàpuis ueàda sàleà asàd’u à leà

épistatique, il ne devrait pas y avoir de différence de pénétrance du phénotype.  
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Figure 28 : Comparaison développementale de lignées mutantes multiples concernant ECT2, LARP1 et DCP5

(A) Croissance de différents génotypes à 7, 14 et 21 jours après semis sur terre. (B) Comparaison de toutes les

feuilles de rosettes portées par des plantes de 24 jours. (C) Rosette de 21 jours. (D) Plantes adultes de 5

semaines. Vue de profil (panneau supérieur) et vue aérienne (panneau inférieur). (E) Plantes adultes de 8

semaines.

A

B

C

D

E

1 cm

Col0

dcp5-1



 

131 

 Finalement, un triple mutant ect2-1/larp1-1/dcp5-1 a été étudié. Dans ces plantes, près de 

65 % de trichomes ont plus de 3 branches (Figure 27-A) ce qui est significativement différent de 

Col0 mais aussi de la lignée ect2-1.àCu ieuse e t,àleà o eà o e àdeàt i ho esàpa àfeuilleà ’està

pas significativement différent des plantes Col0 alors que les mutants dcp5-1 et larp1-1/dcp5 

affichaient une réduction (Figure 27-B .à Da sà esà pla tesà ’està do à u i ue e tà leà o eà deà

branches qui est affectée et qui montre une aggravation générale par rapport aux lignées simples 

ect2-1, larp1-1 et dcp5-1. De même, des trichomes à 6 branches sont également observés dans 

cette lignée et la population des trichomes à 5 branches augmente considérablement (Figure 27-

C). Dans chacun des as,à l’e i hisse e tàdesà t i ho esà à ,à àetà à a hesàse leàseàfai eàauà

détriment des trichomes à 3 branches qui eux diminuent pour atteindre environ 31 % des 

trichomes totaux. Ainsi, la triple mutation provoque des effets additionnels sur le nombre de 

branches des trichomes et suggère que les trois facteurs pourraient agir dans ce même aspect 

développemental avec néanmoins des implications différentes. En effet, au vu des résultats, il est 

lai à u'ECT à està leà fa teu à a e à l’i pa tà leà plusà i po ta tà dans ce phénotype. Par ailleurs, les 

défauts du double mutant larp1-1/ect2-1 sont similaires à ceux dans ect2-1 alors que les doubles 

mutants ect2/dcp5-1 p se te tà u eà populatio à deà à a hesà uià ’està pasà o se e dans les 

mutants ect2. Ceci pourrait donc indiquer que DCP5 a une fonction plus importante que LARP1 

dans le trichome. Même si les rôles de LARP1 ou DCP5 semblent différents dans ce processus 

d eloppe e tal,à esà sultatsàsoutie e tà u’ilsàso tàreliés àl’a tio àd’ECT .àààà 

II.2 – Comparaison développementale des mutants multiples  

 Les observations précédentes suggèrent un lien entre ECT2 et LARP1/DCP5 dans le 

développement des trichomes. Pou às’i t esse à àu àaspe tàplusàg al,àleàd eloppe e tàdesà

mutants multiples impliquant ECT2, LARP1 et DCP5 a été étudié. Concernant les mutants simples, 

au u àp o l eàd eloppe e talàflag a tà ’estài duitàe àl’a se eàd’ECT à o eàl’attestent les 

do esàduà hapit eàI.àDeà e,à à eàjou àau u àph ot peà ’aà t àdo u e t àda sàu à uta tà

larp1. À l’inverse, un mutant RNAi « knockout » pour DCP5 conduit à un arrêt dans le 

développement post-embryonnaire des plantes (Xu & Chua, 2009). Dans le cas de la lignée 

hypomorphe dcp5-1, les plantes présentent un développement racinaire réduit (Figure 4 de 

l’i t odu tio àet les feuilles sont plus courtes et plus dentelées que les plantes sauvages (Figure 

28-A et B,  plantes dcp5-1).  

 Concernant les doubles mutants, les plantes ect2-1/larp1-1 se développent de façon 

similaire aux mutants simples ect2-1 et larp1-1 et ne présentent pas de différence par rapport aux 
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plantes Col0. Leur développement est illustré dans la figure 28 áàetàBàjus u’ à àse ai esà aisàau-

del à au u eà diff e eà ’està o se eà jus u’ à laà fi à deà ieà desà pla tes.à D’aut eà pa t,à leà dou leà

mutant ect2-1/dcp5-1 présente un développement post-embryonnaire similaire à dcp5-1 avec des 

feuilles plus courtes et plus dentelées que des feuilles de plantes Col0. Ceci semble indiquer que 

l’a se eà d’ECT à da sà esà pla tesà dcp5-1 ’affe teà pasà davantage le phénotype induit par la 

réduction d’e p essio àde DCP5. Néanmoins, de façon flagrante, il apparaît que les plantes larp1-

1/dcp5-1 présentent un développement très affecté par rapport aux plantes Col0 mais aussi par 

rapport à la lignée dcp5-1 (Figure 28-A, B et C). Dans ces plantes, les feuilles sont encore plus 

petites que celles de plantes dcp5-1 et les serrations (dentelures) y sont plus prononcées (Figure 

28-B). La morphologie générale de ces plantes apparaît très « compacte » dû au raccourcissement 

des feuilles qui ont également tendance à être plus recourbées. Sachant que LARP1 et DCP5 

interagissent entre eux de façon ARN-indépendante, ce phénotype renforce le lien entre ces deux 

facteurs et suggère que la coopération entre LARP1 et DCP5 a une fonction essentielle dans le 

développement de la plante. Ceci supporte également que LARP1 et DCP5 puissent réguler des 

transcrits liés au développement.  

 Finalement, le triple mutant ect2-1/larp1-1/dcp5-1 présente également les mêmes défauts 

développementaux mais semble être légèrement plus affecté que les plantes larp1-1/dcp5-1 

(Figure 28-D et E). En effet, le développement des rosettes apparaît plus réduit en raison des 

feuilles plus petites que les plantes larp1-1/dcp5-1. En conséquence, le développement apical du 

triple mutant est réduit par rapport au double larp1-1/dcp5-1. Cette observation suggère alors que 

l’a se eàd’ECT àagg a eàe o eàdavantage le phénotype induit pa àl’a se eàdeàLáRP àetàDCP .à

Curieusement, comme au u àd fautà suppl e tai eà ’aà t à et ou àda sà lesàdou lesà uta tsà

ect2-1/larp1-1 et ect2-1/dcp5-1, ceci se leà i di ue à u’ECT àestàprobablement impliquée dans 

des fonctions où à la fois LARP1 et DCP5 sont requises.àCeàph ot peàsugg eà u’ECT àp e dàpa tà

au moins en partie au réseau de transcrits régulés par LARP1 et DCP5. 

III – IMPACT MOLÉCULAIRE SUR LE TRANSLATOME    

 À laàsuiteàdeàl’approche de protéomique,àj’aiàp opos àl’h poth seà u’ECT àpou aitàa oi àu à

rôle répressif sur la traduction en recrutant des partenaires impliqués dans cette fonction comme 

DCP à età pote tielle e tà LáRP .àM eà sià l’i te a tio à di e teà e t eà ECT à età DCP à ’aà pasà t à

d o t e,à ilà està lai à u’ECT2 interagit de façon ARN-indépendante avec LARP1 qui elle-même 

interagit de la même façon avec DCP5. L’o se atio à duà ph ot peà desà pla tesà larp1-1/dcp5-1 
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suggère fortement que des transcrits clés sont régulés par LARP1 et DCP5. Il apparaît donc 

i dispe sa leàdeàd te i e à uelsàt a s itsàso tàaffe t sàpa àLáRP àet/ouàDCP àafi àd’e pli ue à

les défauts développementaux observés. Par ailleurs, le phénotype engendré dans le triple mutant 

ect2-1/larp-1/dcp5-1 est légèrement plus sévère que celui observé dans larp1-1/dcp5-1 ce qui 

suggère u’ECT à pou aità p e d eà pa tà auà oi sà e à pa tieà auà seauà deà t a s itsà gul sà pa à

LARP1 et DCP5. Ces observations supposent alo sà u’ilà e isteà auà oi sà u eà populatio à deà

transcrits régulée spécifiquement par LARP1 et DCP5 et une autre population régulée par ECT2, 

LARP1 et DCP5.  

III.1 – Stratégie de séquençage et qualité des données 

 Pour étudier ces hypothèses, une approche de transcriptomique a été développée pour 

d te i e àl’i pa tàd’ECT àsu àlaà ua tit àd’áRN à àl’ uili eàtoutà o eàl’i pa tàdeàLáRP àetà

DCP .à Da sà l’h poth seà oùà ECT2 et ces facteurs agiraientà su à l’e gage e tà t adu tio el des 

ARNm,à laà st at gieàd elopp eàaà t àdeà e e à l’app o heà àpa ti àdeàpopulatio sàd’áRNàtotaux 

mais également à pa ti à d’áRNà asso i sà au à f a tio sà desà pol somes qui sont représentatifs de 

transcrits en cours de traduction active. Les ARN totaux ont été extraits à partir de plantes 

uta tesà pou à lesà fa teu sà d’i t tà e à pa all leà deà pla tesà sauvages Col0 et des gradients de 

sucrose ont été réalisés pour séparer les ARNm associés aux fractions des polysomes. Puisque les 

mutants multiples ’ taie tà pasà e o eà a he sà a a tà laà iseà e à pla eà deà etteà app o he,à

l’a al seàaàai sià t à o duiteàsu à lesà uta tsàsi plesàect2-2 et larp1-1 et la lignée hypomorphe 

dcp5-1 pour y déterminer les effets respectifs de chacun de ces facteurs. Dans le cadre de cette 

analyse, d’aut esà uta tsà o tà t à i lusà comme ota e tà u à uta tà pou à l’e o i o u l aseà

XRN4 qui sera exploité dans le chapitre IV.   

 Te h i ue e t,à pou à ha ueà uta tà o sid ,à l’a al seà aà t à effe tu eà e à à pli atsà

biologiques à partir de lots différents de plantes âgées de 17 jours exposées ou non à un stress 

thermique (15 min à 38°C). Pour le mutant larp1-1, seule la condition normale a été considérée. Le 

séquençage a été effectué avec des banques orientées en utilisant des lectures simples de 50 

u l otidesà si gleà eadà à età aàpe isàd’o te i à e t eà àetà à illio sàdeà le tu esà utesà e à

fo tio àdeàl’ ha tillo .àAprès un contrôle de qualité et un filtrage, seuls les transcrits présentant 

u eà aleu àd’auà oi sà à pk à eadàpe àkilo aseàpe à illio àda sàauà oi sàu eàli ai ieào tà t à

considérés afin de se concentrer sur les gènes significativement accumulés. Avec ce seuil 

relativement élevé, ce sont 16 699 transcrits qui ont pu être identifiés soit plus de 60 % du nombre 

de transcrits codants prédits chez Arabidopsis. À ote à u’e à o sid a tàu àseuilà lassi ueà > 1 



Figure 29 : Fiabilité des réplicats des données de transcriptomique

Droites de régression établies à partir des deux réplicats biologiques pour les ARN de la fraction totale ou associés

aux polysomes dans Col0 et les mutants ect2-2, larp1-1 et dcp5-1. La pente Y de la courbe de tendance ainsi que le

coefficient de détermination R² sont indiqués dans chacun des graphiques. En ordonnées : valeurs en rpkm des

lectures du réplicat 1. En abscisses : valeurs en rpkm des lectures du réplicat 2.
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rpkm), on retrouve 21 065 transcrits, soit plus de 76 % des transcrits prédits, ce qui est 

o pa a leàau àde i esàdo esàpu li esàdeàl’ uipeà(Merret et al., 2015, 2013).  

 Pour vérifier la fiabilité des réplicats biologiques, les jeux de données de chaque réplicat 

ont été comparés entre eux en construisant des droites de régression. Les droites obtenues pour 

l’e se leàdesà pli atsàdesàg ot pesàetàdesàpopulatio sàd’áRNàaffichent des pentes qui varient 

entre 0,945 et 1,008 pour des coefficients de détermination R² compris entre 0,975 et 0,998 

(Figure 29). Les réplicats présentent donc peu de variabilité entre eux, ce qui soutient la fiabilité de 

l’a al se.à E à o s ue e,à le jeu de données a été simplifié en prenant pour chaque valeur en 

rpkm la moyenne des deux réplicats.  

III.2 – Identification des transcrits réprimés en traduction potentiellement 

i les d’ECT    

 Da sàu àp e ie àte ps,àl’i pa tàd’ECT àsu àlaà ua tit àd’áRNm à l’ uili eàaà t àd fi ià à

partir des données du mutant ect2-2. Une hypothèse développée initialement concernait 

l’i pli atio àd’ECT àda sàleà a is eàdeàd g adatio àdesàáRN àe àsituatio àdeàthe i ue,àe à

lien avec son interaction avec LARP1. Ce point sera traité plus tard (Chapitre IV – Partie I.2) et seul 

l’i pa tàd’ECT àsu àl’e gage e tàt adu tio elàdesàt a s itsàse aài ià tudi .àDa sàl’h poth seàoùà

ECT2 agirait comme répresseur de traduction en condition normale, cela suppose que ces cibles 

aient u àe gage e tàt adu tio elàdiff e tàe àl’a se eàd’ECT .àE àeffet,àles facteurs ayant une 

a tio àd’i hi iteu àdeàt adu tio àpeu e tàe e e àleu à leàsu àplusieu sà tapes : avant ou pendant 

l’i itiatio à e à lo ua tà l’asse lageà duà o ple eà d’i itiatio à à l’i ageà deà “ d à hezà laà le u eà

(Rajyaguru et al., 2012) ou encore auà ou sà deà l’ lo gatio à pou à ale ti à laà p og essio à desà

ribosomes comme pour le facteur Dhh1 de levure (Sweet et al., 2012). Dans chacun des cas, 

l’a se eà duà fa teu à p esseu à pe età au à t a s itsà i lesà d’ t eà ieu à t aduits et donc 

potentiellement plus abondants dans les fractions des polysomes. Ainsi, si ECT2 agit de façon 

si ilai e,à elaà supposeà ueà sesà t a s itsà i lesà aie tàu eà ua tit à à l’ uili eà plusà i po ta teà

da sàlesàpol so esàe àl’a se eàd’ECT .à 

 Dans cette démarche, les valeurs en rpkm obtenues pour chaque transcrit dans les mutants 

ect2-2, larp1-1 et dcp5-1 ont été comparées à celles obtenues dans les plantes sauvages Col0 (les 

données concernant larp1-1 et dcp5-1 seront utilisées par la suite dans la partie III.3). Néanmoins, 

pou àseà o e t e àu i ue e tàsu àl’effetàdans le contrôle traductionnel des transcrits, seuls les 

transcrits ne variant pas significativement dans la fraction totale entre Col0 et les différents 
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mutants ont été retenus pe etta tà d’ a te à lesà effetsà li sà à u eà a u ulatio à diff e tielleà

initiale. En ce sens, seuls les transcrits dans la fraction totale présentant un rapport mutant/Col0 

compris entre 0,66 et 1,5 pour les trois mutants à la fois ont été considérés (différence inférieure 

d’u àfa teu à , . Avec ces critères, le jeu de données a été restreint à 13 960 transcrits, définis 

o eàa a tàu eà ua tit à à l’ uili eàsta leàe t eàtous les génotypes. Pou àd fi i àd’a o dàlesà

i lesà ajeu esàd’u à leà p essifàd’ECT ,àlesàt a s itsàaffichant un rapport ect2-2/Col0 supérieur 

à 1,5 dans la fraction des polysomes ont été sélectionnés (Figure 30-A). Avec ce seuil, 567 

transcrits ont été définis comme cibles potentielles majeures d’ECT  puisque leur engagement 

traductionnelàaug e teàe àl’a se eàd’ECT .  

 Pour évaluer les fonctions de ces transcrits sur-accumulés dans les polysomes e àl’a se eà

d’ECT ,à u eà a al seà GOà Ge eà O tolog à deà at go iesà deà g es aà t à e eà à l’aideà deà laà

plateforme AgriGo V2 (Tian et al., 2017). Parmi ces 567 transcrits, la catégorie des processus 

biologiques la plus enrichie concerne la réponse aux stimuli (p-value : 3,93.10-15) qui comprend des 

facteurs impliqués dans la réponse au stress abiotiques, aux stimuli externes et endogènes (Figure 

30-B .à D’aut esà at go iesà o e e tà desà p ocessus métaboliques (p-value : 3,48.10-13) ou 

cellulaires (p-value : 1,85.10-13), des fonctions de localisation et de transport de protéines (p-

value : 1,95.10-8) mais également des processus développementaux liés au développement post-

embryonnaires (p-value : 7,57.10-9). Ceci suggère u’ECT à pou aità réprimer la traduction de 

transcrits assurant des fonctions constitutives mais également des transcrits des voies de réponses 

aux stress. Dans cette approche de translatomique,àj’aiàd id àde me concentrer uniquement sur 

les transcrits sur-accumulés dans les polysomes pou à tudie à leà leà pote tielà d’ECT à o eà

répresseur de traduction. Néanmoins, 974 transcrits sont également sous-accumulés dans les 

polysomesàe àl’a se eàd’ECT à Figu eà -A), soit presque le double par rapport aux transcrits sur-

accumulés.àCepe da t,àpou à lesà esà it esàd’a al seàGO (test hypergéométrique, p-value < 

0,01),à au u eà at go ieà deà p o essusà iologi ueà ’està sig ifi ati e e tà e i hieà da sà esà à

transcrits. Ceci soutient que ces transcrits sur-accumulés pourraient plutôt être une conséquence 

i di e teàdeàl’a se eàd’ECT àpuis u’au u eàfo tio àpa ti uli eà ’est affectée.  

 “a ha tà u’ECT àestàu à le teu àdeà th latio à in vivo (Chapitre I), la question suivante a 

été de déterminer si ces 567 transcrits définis comme cibles ajeu esà d’ECT à so tà

préférentiellement méthylés. Trois études ont établi un profil de méthylome chez Arabidopsis 

thaliana (Luo et al., 2014; Shen et al., 2016; Wan et al., 2015) mais aucune ne peut être exploitée 

e à o latio àdeà ot eàa al seàpou àplusieu sà aiso s.àToutàd’a o d,àau u eà ’aà t àfaiteàda sàleà
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stade développemental considéré dans notre analyse. Les données ne sont donc directement pas 

comparables avec notre jeu de données puisque certains transcrits pourraient ne pas être 

exprimés ou même ne pas être méthylés au stade de notre analyse. Ensuite, les nombres de 

transcrits méthylés définisà da sà ha ueà tudeà està elati e e tà diff e t,à alla tà jus u’ à à à

pour Wan et al.à ,àsupposa tà ueàlesàpi sàdeà th latio à ’o tàpasà t àdéfinis avec la même 

stringence. Enfin, seuls les travaux de Shen et al. o tàpe isàd’ ta li à leàp ofilàdeà th lo eàe à

o pa aiso à d’u à uta tà duà o ple eà deà th lt a sf aseà FIP à pou à li iner les faux 

positifs mais les données transcriptomiques disponibles sont de très faible profondeur. Il est donc 

i possi leàa tuelle e tàd’estimer réellement la part de transcrits méthylés parmi les 567 cibles 

d fi iesàd’ECT . 

III.3 – Identification des transcrits traductionnellement réprimés et 

potentiellement co-régulés par ECT2, LARP1 et DCP5 

 áp sàa oi à tudi àplusàsp ifi ue e tàlesàt a s itsà uiàso tà i lesà ajeu esàd’ECT ,àl’id eà

sui a teàaà t àd’ide tifie àdeàlaà eàfaço àl’e se leàdesà i lesà ajeu esàdesàfa teu sàLáRP àetà

DCP5 pour définir les transcrits communs aux trois facteurs. Ainsi, avec une différence 

d’a u ulatio àfi eàà un seuil de 1,5 fois dans les polysomes par rapport à Col0, 1 859 transcrits 

ont été définis comme cibles potentielles de LARP1 et 944 de DCP5 (Figure 31-A). Bien que seul le 

facteur DCP5 soit caractérisé comme inhibiteur de traduction chez la plante, on remarque que la 

mutation de LARP1 entraîne une accumulation de deux fois plus de transcrits dans les polysomes 

par rapport à la lignée dcp5-1 ce qui supporte également un rôle de répresseur de traduction pour 

LARP1. La lignée dcp5-1 est néanmoins hypomorphe ce qui implique donc u’u à e tai à o eà

de transcrits sont toujours réprimés par la faible présence de DCP5. En confrontant ces transcrits 

avec les cibles majeures définies pour ECT2, on remarque que 435 sont communes entre LARP1 et 

ECT ,à ep se ta tà à%àdesà i lesà ajeu esàd’ECT ,àetà àso tà o u esàe t eàDCP àetàECT ,à

soitàe i o à à%àdesà i lesàd’ECT .àAinsi seule une portion de 67 transcrits, soit environ 12 % des 

i lesà d’ECT ,à està affe t e spécifiquement dans le mutant ect2-2. Parmi l’e se le des cibles 

majeures, 258 transcrits sont communs aux trois facteurs (Figure 31-A), ce qui suggère u’ECT à

pourrait agir de concert avec LARP1 et/ou DCP5 pour réprimer leur traduction. 

 Pour évaluer quel facteu à poss deà l’i pa tà leà plusà fo tà su à l’a u ulatio à deà esà à

t a s its,à lesà ua tit sà à l’ uili eà o tà t à o pa esà deu à à deu à da sà ha u à des mutants 

(Figure 31-B). Majoritairement, les différences entre les mutants ne dépassent pas un facteur 

supérieur à 1,5. Néanmoins il semble y avoir une légère tendance montrant un effet moins 
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Figure 32 : Analyse GO des catégories de processus biologiques parmi les cibles définies pour LARP1 et/ou DCP5

Représentation des catégories de processus biologiques enrichies parmi les transcrits sur-accumulés dans les

polysomes de façon spécifique dans larp1-1 (A), communément dans larp1-1 et dcp5-1 (B) et spécifique dans

dcp5-1 (C). Un diagramme de Venn présente les populations concernées de transcrits. Les cadres oranges

désignent des catégories non retrouvées parmi les cibles spécifiques de DCP5 (affectées dans la portion A

spécifique de larp1-1 et B commune à larp1-1 et dcp5-1); les cadres verts des catégories non retrouvées parmi les

cibles spécifiques de LARP1 (affectées dans la portion C spécifique à dcp5-1 et la portion B commune à larp1-1 et

dcp5-1); le cadre bleu désigne la catégorie uniquement retrouvée dans la portion B commune entre larp1-1 et

dcp5-1. Les catégories sont classées selon leur significativité (-log10(p-value)) d’ap s un test hypergéométrique

avec une valeur seuil de p-value inférieure à 0,01. Analyse GO réalisée à partir de l’outil AgriGo V2

(systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2).
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i po ta tà d’ECT à pa à appo tà à LáRP à età DCP .à E à effet,à lesà aleu sà desà appo tsà

log2(Pect2-2/Plarp1-1) et log2(Pect2-2/Pdcp5-1) sont majoritairement négati es.à âà l’i e se,à laà a iatio à

entre le mutant larp1-1 par rapport à la lignée hypomorphe dcp5-1 ne montre pas de tendance 

particulière. Bien que les trois facteurs semblent contribuer à réprimer la traduction de ces 

t a s its,à leàfaità u’ECT àait un effet légèrement moins important suggère u’elleàagi aità àplut t 

comme cofacteur de LARP1 et DCP5.  

 Concernant les fonctions de ces 258 transcrits communément affectés dans les polysomes 

des trois mutants, une analyse GO a permis de montrer un enrichissement pour 23 catégories de 

processus biologiques (test hypergéométrique, p-value < 0,01). Ces catégories sont 

ep se tati esàdesà esàfo tio sàaffe t esàpa iàlesà i lesà ajeu esàd’ECT ,à ’est-à-dire que 

les premières catégories concernent la réponse aux stimuli abiotiques (p-value : 1,1.10-9), les 

processus cellulaires (p-value : 5,8.10-9) et des processus développementaux (p-value : 1,4.10-7) 

incluant le développement post-embryonnaire  (p-value : 8,6.10-6). La présence de transcrits liés 

au développement parmi les cibles communes pourrait donc contribuer à expliquer les défauts 

développementaux dans le triple mutant ect2-1/larp1-1/dcp5-1 puis ueà l’a se eà u ul eà desà

trois facteurs pourrait augmenter leur dérégulation. 

III.4 – Identification des transcrits spécifiquement réprimés par LARP1 et 

DCP5  

 Le phénotype des plantes ect2-1/larp1-1/dcp5-1 d o t eà ueàl’a se eàdeàLáRP àetàECT à

additionnée à la version hypomorphe de DCP5 conduit à de sévères défauts développementaux. 

Néanmoins, la majorité du phénotype est résumée dans les plantes larp1-1/dcp5-1 supposant que 

déjà LARP1 et DCP5 régulent des fonctions essentielles au moins en partie de façon indépendante 

àECT àpuis ueàleàt ipleà uta tà ’est que légèrement plus affecté. En ce sens, 273 transcrits sont 

spécifiquement sur-accumulés dans les polysomes de larp1-1 et dcp5-1 sa sà l’ t eà da sà ect2-2 

(Figure 31-A),à ’est-à-dire une portion équivalente à celle qui semble régulée par les trois acteurs. 

Cette observation soutient donc que LARP1 et DCP5 pourraient agir comme répresseurs de 

t adu tio à su à u eà populatio à deà t a s itsà sa sà fai eà i te e i à ECT .à L’a u ulatio à deà esà

transcrits est similaire dans les polysomes des deux mutants (Figure 31-C), supportant que LARP1 

etàDCP ào tàleà eàeffetàsu àl’e gage e tàt adu tio elàdeà esà i lesà ajeu es.  

 Ces 273 transcrits communément sur-accumulés dans les polysomes dans larp1-1 et dcp5-1 

ne représentent néanmoins que 15 % des cibles définies de LARP1 et 29 % de celles de DCP5. Le 



6 jours 17 jours

(Xu & Chua 2009) (cette étude)

Gène Nom dcp5-1/Col0 dcp5-1/Col0 Col0 (rpkm) Description

AT4G25140 OLEO1 97.6 2.12 0.0178 Oleosin

AT5G40420 OLEO2 14.2 3.17 0.1041 Oleosin

AT3G27660 OLEO4 15.1 1.15 4.8983 Oleosin

AT3G01570 OLEO2L 42.3 1.62 1.0312 Oleosin

AT4G27140 43.5 - 0 2S seed storage protein 1

AT4G27150 251.2 - 0 2S seed storage protein 2

AT4G27160 389.2 - 0 2S seed storage protein 3

AT4G27170 305.2 - 0 2S seed storage protein 4

AT5G44120 CRA1 259.5 11.96 0.2174 12S seed storage protein

AT1G03880 CRB 149.1 - 0 12S seed storage protein

AT4G28520 CRC 1377 6.37 0.0817 12S seed storage protein

AT1G32560 8.5 0.89 0.4561 Late embryogenesis abundant 

AT2G35300 9.8 2.04 0.3505 Late embryogenesis abundant 

AT1G48130 10.7 - 0 Rehydrin

AT2G41260 33.8 6.85 0.8629 Late embryogenesis abundant

AT3G17520 6.7 0.56 0.6968 Late embryogenesis abundant

AT3G15670 6.1 1.46 0.3883 Late embryogenesis abundant

Tableau 5 : Variation de la quantité à l’ uili e des cibles connues de DCP5 dans notre analyse

Les données issues de Xu & Chua 2009 ont été déterminées par qRT-PCR et montrent

l’e i hisse e t des transcrits dans dcp5-1 par rapport à Col0. Cette variation est indiquée pour

nos données générées à partir de plantes de 17 jours et à partir des valeurs en rpkm des

transcrits considérés dans la fraction totale. Les valeurs en gras montrent une accumulation dans

dcp5-1 supérieure à 2 par rapport à Col0.
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phénotype engendré dans le double mutant larp1-1/dcp5-1 pourrait donc être une 

conséquence de la dérégulation de ces 273 communes et/ou de la dérégulation des transcrits 

spécifiques à chaque protéine. Pour relier les transcrits affectés à leur fonction, une analyse GO a 

été menée. Parmi les 1 328 transcrits spécifiques de LARP1 par rapport à DCP5, 50 catégories sont 

enrichies dans des fonctions diverses concernant les processus cellulaires, les réponses à 

différents stimuli mais également plusieurs catégories liées au développement (Figure 32-A). À 

partir des 413 transcrits spécifiquement affectés dans dcp5-1, seulement 11 catégories sont 

enrichies mais u ieuse e tàau u eà ’estàli eàauàd eloppe e t (Figure 32-C). Néanmoins, parmi 

les 273 cibles communes entre LARP1 et DCP5, trois catégories sont spécifiquement liées au 

développement (Figure 32-B). Cette observation indique que les transcrits réprimés en traduction 

par DCP5 et liés au développement sont également régulés par LARP1. La dérégulation de ces 

t a s itsà e à l’a se eà deà LáRP à età DCP à pou aità do à o t i ue à auà ph ot peà desà pla tesà

larp1-1/dcp5-1. Il est néanmoins étonnant de voir que LARP1 et DCP5 ont des effets similaires sur 

laà ua tit à à l’ uili eà deà esà t a s itsà da sà lesà pol so es alors que le mutant larp1-1 ne 

présente pasàdeàph ot peà àl’i e seàdesàpla tesàdcp5-1. Il faut cependant considérer que le rôle 

de DCP5 a surtout été démontré dans les étapes du développement post-embryonnaire (Xu & 

Chua, 2009) et que la quantité de DCP5 diminue au cours de la germination. Ainsi, cette étude 

propose que le phénotype des plantes dcp5-1 s’e pli ueà p i ipale e tà pa à u eà le eà deà

l’i hi itio à su à e tai sà t a s itsà li sà auà sto kageà desà lipidesà auà ou sàdu développement post-

embryonnaire. Parmi les cibles connues de DCP5, plusieurs sont également sur-accumulées dans 

les ARNm de la fraction totale de notre jeu de données comme OLEO1, OLEO2 ou CRA1 mais dans 

un moindre effet par rapport aux données publiées à 6 jours (Tableau 5). Da sà l’e se leà esà

transcrits sont très faiblement exprimés dans Col0 à 17 jours et certains ne sont même pas 

détectés. Ces observations supportent donc que les dérégulations pouvant contribuer au 

phénotype des plantes larp1-1/dcp5-1 ne sont pas toutes détectables dans le stade 

développemental o sid à pou à l’a al se,à à sa oi à à jou s.à Il est donc probable que la 

dérégulation traductionnelle des 273 transcrits identifiés ici ne reflète pas la totalité des transcrits 

affe t sà li sà à l’appa itio à duà ph ot peà desà pla tesà larp1-1/dcp5-1 aisà u’ilsà peu e tà à

contribuer au moins en partie.  
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Conclusion du chapitre :  

 Au travers de ce chapitre, le lien entre ECT2, LARP1 et DCP5 a été étudié dans le but de 

p ise àu à leà p essifàd’ECT àsu àlaàt adu tio .àLeàlie à ol ulai eàe t eàlesàfa teu sàaàd’a o dà

été déterminé en identifiant que les interactions entre ECT2 et LARP1 et entre LARP1 et DCP5 sont 

indépendantes deà laà p se eà d’áRN supposant des interactions directesà d’auta tà plusà ueà

l’i te a tio à LáRP -ECT2 est détectée en double hybride. Par la suite, un premier lien 

développemental a été exploré au travers des trichomes. Il a ainsi été montré que  les défauts 

induits dans des plantes dépourvues des trois facteurs sont plus prononcés que dans chacun des 

uta tsà espe tifs,àappu a tà u’ECT ,àLáRP àetàDCP ào tàu à lie àph siologi ue.àDans un aspect 

plusàg al,àilàaà t à o t à ueàl’a se eàdeàLáRP àetàDCP ài duitàdesàd fautsàdeàd eloppe e tà

sévères avec une réduction de croissance générale et des défauts morphologiques. En 

comparaison les doubles mutants ect2/dcp5 ou ect2/larp1 ne montrent pas de phénotype plus 

prononcé suggérant que le lien entre LARP1 et DCP5 est prépondérant. En revanche,à l’a se eà

suppl e tai eàd’ECT àda sà leàdou leà uta tà larp/dcp5 réduit encore la croissance des plantes 

soutenant que les fonctions d’ECT àsont liées à LARP1 et DCP5 au moins en partie et pourrait donc 

s’i t g e àda sàlesà seau àdeàt a s itsà gul sàpa à esàdeu àfa teu s.àDa sàl’h poth seàoùàECT à

agirait comme répresseur de traduction en coopération avec LARP1 et DCP5, une analyse 

translatomique a été e eàpou à esu e à l’i pa tàdeà esà fa teu sàsu à leà o t leàt adu tio elà

des ARNm. Les cibles majeures deà l’a tio à p essi eà d’ECT à o tà t à ide tifi esà et la plupart 

codent des facteurs impliqués dans le développement et les réponses au stress. En considérant 

ensuite les cibles potentielles de DCP5 et LARP1, il a été montré que la grande majorité est 

commune avec celles définies pour ECT2, supportant davantage que ces trois facteurs pourraient 

agir de façon similaire ou en coopération pour inhiber la traduction de mêmes transcrits. 

Fi ale e t,àu eàpopulatio à gul eàpa àLáRP àetàDCP ài d pe da e tàd’ECT àaà gale e tà t à

identifiée et concerne aussi des transcrits liés au développement. Cette observation est donc 

cohérente avec les défauts physiologiques engendrés dans le double mutant.    
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CHAPITRE IV – FONCTION ET RÉGULATION DE LA PROTÉINE ECT2 EN 

SITUATION DE STRESS THERMIQUE 

 áp sàa oi àdo u e t àleà leàd’ECT àe à o ditio à o ale,àdans un second temps je me 

suis intéressé à la fonction et la régulatio à d’ECT à dans la réponse des plantes face au stress 

thermique. En effet, ilà aà t à o t à u’ECT à i te agità a e à LáRP à e à o ditio à o ale mais 

également en situation de stress. Sachant que LARP1 est impliquée dans un phénomène massif de 

dégradation cytoplas i ueà d’áRN à e à st essà the i ue (Merret et al., 2013), j’aià he h à à

déterminer si ECT2 pourrait également prendre part à ce mécanisme. Par ailleurs, plusieurs points 

elatifsà au à hapit esà p de tsà suppo te tà ueà l’a ti it à d’ECT à pourrait être régulée en 

situation de stress thermique. E àeffet,à lesàdo esàp li i ai esàdeà olo eàd’affi it à àu àáRNà

méthylé montrent une plus fai leà ide tifi atio à d’ECT à à °C,à ce qui pourrait supposer une 

capacité modifiée de liaison à la méthylation. De même, en situation de stress thermique, la 

lo alisatio à su ellulai eà d’ECT à està odifi eà puis u’elleà s’ag geà da sà lesà g a ulesà deà st ess.à

Finalement, avec l’app o heà deà p ot o i ueà ua titati e, j’ai montré que le stress thermique 

odifieà o sid a le e tà à laà aisseà leà o eà deà pa te ai esà pote tielsà d’ECT .à M eà sià

e tai esà i te a tio sà peu e tà t eà di esà pa à laà p se eà d’áRN,à laà du tio à glo aleà deà

pa te ai esàsugg eà u’ilà àaà oi sàdeà o ple esài pli ua tàECT à ui sont formés en situation de 

stress alo sà ueà l’a u ulatio àd’ECT àe à o ditio àdeà st essà ’estàpasà odifi e. Ainsi, dans un 

p e ie àte ps,àl’i pli atio àd’ECT àda sàlesà oiesàdeà po sesàauàst essàthe i ueàa été étudiée 

puis des travaux ont été menés afin de déterminer si et comment ECT2 est régulée au cours du 

stress thermique.  

I – QUEL EST LE RÔLE D’ECT  DANS LA RÉPONSE AU STRESS THERMIQUE ?  

 Desà t a au à a t ieu sà deà l’ uipeà o tà isà e à ide eà u à ph o eà assifà deà

d g adatio à d’áRN à da sà lesà p e i esà po sesà ol ulai esà d’u à st essà the i ue,à faisa tà

i te e i à laà p ot i eà LáRP à età l’e o i o u l aseà XRN à (Merret et al., 2013 et 2015). Sachant 

u’ECT à i te agità a e à LáRP ,ào àpourrait alors envisager un modèle où ECT2 participerait à ce 

mécanisme en adressant les complexes LARP1-XRN4 vers les transcrits méthylés à dégrader. 



Avant le stress

Figure 33 : Les mutants ect2 ne semblent pas avoir de défaut de thermotolérance

(A) Plantules de 5 jours de génotype Col0, des mutants ect2-1, ect2-2 et de la lignée transgénique YFP-ECT2 #17,

cultivées sur milieu MS (1% Sucrose pour LAT, SAT et BT ou 0,1% sucrose pour TMHT). (B) Phénotype des

plantules après 7 jours de récupération suivant quatre régimes de thermotolérance différents. Les détails des

différent régimes sont schématisés à gauche de chaque photographie.
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I.1 – ECT2 ne semble pas requise pour la thermotolérance des plantes 

 Pou à ifie àtoutàd’a o dà l’i po ta eàph siologi ueàdeà laàp ot i eàECT àauà ou sàd’u eà

exposition à un stress thermique, des tests de thermotolérance ont été réalisés. Quatre régimes 

différents de thermotolérance (définis selon Liu et al., 2011) ont été choisis pe etta tàd’ tudie à

la réponse des plantes :àauà ou sàd’u àst essàdeàfo teài te sit àap sàu eàp e i eàe positio à àu à

stress modéré dans une fenêtre de temps courte (SAT : Short-term Acquired Thermotolerance) ou 

longue (LAT : Long-term Acquired thermotolerance) mais aussi la réponse basale en situation de 

stress de forte intensité (BT : Basale Thermotolerance) ou encore la réponse après un stress 

od à d’u eà du eà lo gueà TMHT : Thermotolerance to moderately high temperature). Il a 

notamment été montré que des plantes mutantes XRN4 survivent beaucoup moins bien que des 

plantes Col0 dans des régimes de stress thermique comme la TMHT ce qui supporte l’i po ta eà

de ce facteur da sàleà a is eàd’acclimatation au stress thermique (Merret et al., 2013). Pour 

cela, les tests ont été réalisés sur des plantules de 5 jours en comparant des plantes sauvages Col0 

aux deux lignées mutantes ect2-1 et ect2-2 ainsi que des plantes complémentées avec la version 

YFP-ECT2 (Figure 33-A). Après 7 jours de récupération, au u eàdiff e eàflag a teàdeàsu ieà ’aà

été observée entre les mutants et Col0 dans les 4 régimes de thermotolérance testés (Figure 33-

B). Bien que les e p ie esà ’aie tàpasà t à p t esàa e àu àaspe tà ua titatif,à ette première 

observation se leà e lu eà l’i pli atio à d’ECT à da sà lesà a is esà deà the otol a e.à

N a oi s,à ilà està diffi ileà deà pou oi à o lu eà sa ha tà u’ilà e isteà à p ot i esà ECTà a ec un 

domaine YTH de type F. Ilà està possi leà u’u eà aut eà p ot i eà ECTà puisseà o pe se à l’a se eà

d’ECT à eàpe etta tàpasàdeàfai eàappa aît eàdeàd fautsàph siologi ues.à 

I.2 – ECT2 ne semble pas impliquée dans la dégradation des ARNm en 

réponse au stress thermique 

 Pou à s’i t esse à e suiteà à u à aspe tà ol ulai e,à lesà do esà deà t a s ipto i ues 

établies précédemment ont été exploitées pour la condition stressée afin de déterminer si ECT2 

pourrait prendre part à la dégradation des transcrits en situation de stress thermique. Pour cela, 

l’o je tifàa t àd’ide tifie à lesàt a s itsà i lesàdeà laàd g adatio àda sàu àCol àdont la quantité à 

l’ uili eàestàd pe da teàdeàlaàp se eàd’XRN à àl’aide des données du mutant xrn4-5 puis de 

déterminer leur comportement dans le mutant ect2-2. Dans chacun des cas, la fiabilité des 

données de transcriptomique de chaque réplicat du mutant xrn4-5 ainsi que les réplicats de Col0 

et ect2-2 en situation de stress a été vérifiée en construisant des droites de régression. Les droites 
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obtenues ont montré une pente et un coefficient de détermination proche de 1 (données non 

o t es .àCo eàilà àaàpeuàd’ a tàe t eàlesà aleu sàdesà pli ats,àlaà o e eàdesàdeu àaàdonc 

t àutilis eàpou àl’a al se.àà 

 L’i pa tàduàst essàthe i ueàsu àl’a u ulatio àdesàt a s itsàaà t à esu àe àcalculant un 

indice de variation (V) obtenu en divisant le nombre de lectures à 38°C (Q38°C) par celui à 20°C 

(Q20°C) pour chaque transcrit.àPou àfai eàu àlie àa e àlesàdo esàp de tesàdeàl’ uipe, seuls 

les transcrits avec une variation inférieure (sous-accumulation) d’u àfa teu à2 ont été considérés, 

’est-à-dire présentant un indice V (Q38°C/Q20°C) inférieur à 0,5. Avec ce critère, dans la fraction 

totale du génotype Col0, le stress provoque la sous-accumulation de 2 066 transcrits. Il faut noter 

que ce chiffre est bien inférieur au àt a au àp de tsàdeàl’ uipe où environ 4 500 transcrits ont 

été identifiés comme sous-accumulés (Merret et al., 2013, 2015) car seuls les transcrits avec au 

minimum 5 rpkm dans au moins une librairie ont été considérés. âà ote à u’en considérant un 

seuilà lassi ueàd’auà oi sà à pk àda sàauà oi sàu eà li ai ie,à eà so tà3 440 transcrits qui sont 

sous-accumulés en condition de stress. Néanmoins, dans cette analyse, le temps de stress (15 min) 

est différent des analyses précédentes (30 min) ce qui peut expliquer que moins de transcrits sont 

affectés. Parmi les 2 066 transcrits sous-accumulés avec le stress thermique, plus de 70 %àd’e t e-

eux voient leur indice de variation évoluer e t eà , àetà , ,à ’est-à-dire une diminution de 2 à 3 

foisà i f ieu eà pa à appo tà à laà o ditio à o ale.à E à s’i téressant aux catégories GO de ces 

transcrits sous-accumulés, on retrouve dans les premières catégories les gènes associés aux voies 

de signalisations des protéines réceptrices (GO:0007167, p-value : 1,6.10-18, 44 facteurs/140), à la 

réponse aux stimuli liés à l’au i eà GO: ,àp-value : 1,8.10-13, 60 facteurs/360)  mais aussi à 

la réponse aux stimuli hormonaux (GO:0009725, p-value : 3,1.10-12, 109 facteurs/982). De 

nombreuses autres catégories sont associées à la régulation de processus métaboliques, ce qui 

suggère comme précédemment ueà leàst essà the i ueàaffe teà ajo itai e e tà l’e p essio àdeà

gènes de ménage.  

 En parallèle, 1 615 transcrits sont sous-accumulées dans xrn4-5 et 2 277 dans ect2-2 (Figure 

34-A). Une grande majorité des cibles, 1 095 transcrits pour être exact, est commune entre les 

trois génotypes illustrant que le stress affecte qualitativement la sous-accumulation des mêmes 

g oupesàdeàt a s its.àCe iàestàe àa o dàa e àlesàdo esàpu li esàdeàl’ uipeàoù il avait été mis 

e à a a tà u’XRN à taità i pli u eà da sà u à ontrôle quantitatif des cibles du stress plutôt que 

qualitatif. Ainsi, 60 % de transcrits sous-accumulés dans la fraction totale de Col0 (1 223 sur 2 066) 

sont également sous-accumulés dans la fraction totale du fond mutant xrn4-5. Néanmoins, sur un 
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Figure 35 : L’i te a tio d’ECT2 avec des ARN méthylés est modifiée en situation de stress thermique

(A) Analyse par western blot de l’i u op ipitatio de la protéine YFP-ECT2 à partir d’e t aits natifs de plantes

de 14 jours cultivées en condition normale ou exposées 30 min à 38°C. La lignée Col0 est utilisée comme contrôle

négatif. L’a ti o ps dirigé contre ECT2 permet de distinguer la protéine endogène à 100 kDa de la protéine de

fusion YFP-ECT2 à 130 kDa qui est exprimée dans un fond mutant ect2-2. (B) Analyse par dot-blot de la présence

de m6A dans les ARN des fractions de départ (Input) ou immunoprécipitées avec YFP-ECT2 ou Col0 comme témoin

négatif.
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aspect quantitatif, 1 579 (76,4 %) des 2 066 transcrits sous-accumulés sont plus abondants dans le 

mutant xrn4-5 par rapport à Col0 (Figure 34-B). Puisque la ua tit à à l’ uili eàdeà esàt a s itsà

aug e teà e à l’a se eà deà XRN ,à ilsà o tà t à d fi isà comme les cibles de XRN4. On remarque 

néanmoins que l’a se eàd’XRN à eàpe etàpasàdeà estau e àtotale e tàlaà ua tit à àl’ uili eà

de ces transcrits ce qui laisseà pe se à u’ilà e isteà auà oi sà u eà aut eà oieà deà d g adatio à

complémentaire encore inconnue à ce jour.  

 Pour se concentrer uniquement sur les cibles majeures de XRN4, laà ua tit à àl’ uili eàdeà

ces 1 579 transcrits a été étudiée dans le mutant ect2-2. Par rapport à xrn4-5 où tous ces transcrits 

sont plus abondants que dans Col0, ce sont ici 928 (60 %) transcrits qui ont une accumulation plus 

forte dans ect2-2 par rapport à Col0 (log2(ect2-2/Col0)>0) (Figure 34-C). Il ne semble donc pas y 

avoir un effet général de réaccumulation desà t a s itsà e à l’a se eà d’ECT  puisque 40 % est 

également moins abondant dans ect2-2 par rapport à Col0. De plus, en considérant les 1 579 

transcrits, il apparaît clairement que leur ua tit à àl’ uili eàestàplusàa o da teàdans le mutant 

xrn4-5 par rapport à ect2-2 (Figure 34-D à soute a tà u’ECT àaàu à t sàpeuàd’effet par rapport à 

XRN4 sur ces transcrits en situation de stress. Cesà sultatsà se le tàdo àe lu eà l’i pli atio à

d’ECT àda sàleà o t leàdeàlaàsta ilit àdesàt a s itsàe à po seàauàst essàthe i ue.  

II – INFLUENCE DU STRESS THERMIQUE SUR L’INTERACTION D’ECT  AVEC LES 

ARN MÉTHYLÉS  

 Lesàp e i esào se atio sà ’o tàpasàpe isàdeà o t e à u’ECT àpourrait être nécessaire 

aux mécanismes de thermotolérance ou de dégradation cytoplasmique induit par le stress 

thermique. Néanmoins, pour en revenir aux résultats préliminaires su à l’ide tifi atio à desà

protéines de liaison aux ARNm méthylés, il avait été observé que le nombre de peptides ECT2 était 

réduit en situation de stress thermique (Résultats préalables II). Ainsi, j’aià he h à àd te i e àsià

leà st essà the i ueà pou aità i flue e à laà apa it à d’ECT à à i te agi à a e à desà áRN à th l s 

sa ha tà ueà laà ua tit àdeà laàp ot i eà ’appa aitàpasà gul eàa e à leà st ess (Figure 25 et 35-A). 

Pour cela, des expériences de RIP ont été répétées à partir des plantes exprimant la protéine YFP-

ECT2 et exposées ou non à un stress thermique (30 min à 38°C). Après immunoprécipitation de la 

protéine de fusion en conditions natives, les ARN associés sont extraits et la présence de résidu 

m6A est étudiée par dot-blot à l’aideàd’u àa ti o psàsp ifi ueàa ti-m6A (Figure 35). En parallèle, 

l’app o heà aà t à alis eà su à desà pla tesà Col à utilis esà o eà o t leà gatifà puis u’elles 

’e p i ent pasà deà e sio à ti uet eà d’ECT .à Laà o ditio à deà st essà ’i flue eà pasà
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l’i u oprécipitation de la protéine de fusion puisque la protéine YFP-ECT2 est bien purifiée dans 

les deux conditions environnementales différentes (Figure 35-A). À l’i e se,à au u à sig alà ’està

enrichi dans les fractions éluées des plantes Col0. Lo s u’o à s’i t esse ensuite aux ARN 

immunoprécipités, les résultats du dot-blot montrent que la présence de m6A est bien détectée en 

condition normale parmi les ARN purifiés avec YFP-ECT2 (Figure 35-B, puits 7). En comparaison 

au u à sig alà ’està d te t à pou à lesà luatsà issus des plantes Col0 (Figure 35-B, puits 5 et 6). En 

situation de stress, curieusement aucun signal attestant de la présence de m6A n’està isi leàda sà

les ARN élués avec YFP-ECT2 (Figure 35-B, puits 8). La différence par rapport à la condition 

normale ne s’e pli ueàpasàpa àu eàdi i utio àglo aleàduà i eauàdeà 6A puisque la présence de 

m6A est relativement équivalente dans les ARN issus des fractions de départ (Figure 35-B, puits 3 

et 4). L’effi a it àd’i u op ipitatio àdeàlaàp ot i eàYFP-ECT2 est également similaire entre les 

deux conditions, excluant également un problème technique lié à cette étape. Ces résultats 

o t e tàdo à u’a e àl’e positio à àu àst essàthe i ue, ECT2 ne semble plus interagir avec des 

ARN méthylés. Cette différence entre les conditions environnementales pou aità s’e pli ue àpa à

deux hypothèses : soit que lesà i lesà e dog esà d’ECT à o tà u eà sta ilit à ouà u à i eauà deà

méthylation réduit en situation de stress, soit que la capacité de fixation au m6áàd’ECT àest revue 

à la baisse avec le stress. Cette deuxième hypothèse serait un fait totalement inédit puisque 

jus u’ à p se tà ie à ’i di ueà hezà lesà eu a otesà u’u eàp ot i eà à do ai eà YTHàpuisseà a oi à

une capacité lectrice de m6A modifiée en fonction de facteurs externes.  

III – MODIFICATION CHIMIQUE DE LA PROTÉINE ECT2  

 ái si,à da sà laà esu eà oùà laà apa it à deà liaiso à au àáRN à th l sà d’ECT à pou aità t eà

odifi eàauà ou sàd’u àst essàthe i ue,àl’ tapeàsui a teàaà t àdeàd te i e à o e tàu eàtelleà

régulation pouvait être mise en place. Les analyses précédentes de western blot ont révélé que le 

profil de la protéine ECT2 semble modifié au cours du stress thermique (Figure 25 et 35-A). Les 

travaux suivants ont donc eu pour objectif de mieux caractériser le profil de la protéine ECT2 au 

ou sàd’u àst essàthe i ue.à 

III.1 – Le profil dynamique de la protéine ECT2 au ou s d’u  st ess 

thermique 

 Pour étudier cette question, des plantes exposées ou non à un stress thermique de 30 min 

à 38°C ont été utilisées pour étudier leà p ofilà d’ECT à par western blot. Les résultats obtenus 

montrent que le signal à 100 kDa correspondant à ECT2 est différent entre la condition normale et 
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le stress (Figure 36-A). En condition normale, le signal ECT2 forme un doublet avec une bande 

basse plus intense,à ueàl’o à o e a « forme A », et une bande plus haute moins abondante que 

l’o à o e aà« forme B ».à L’e positio àdesàpla tesà à °Càpe da tà à in modifie le profil en 

diminuant drastiquement la quantité de la forme A tout en faisant apparaître une troisième forme 

(« forme C ») migrant plus lentement que les précédentes. En parallèle, la quantité de la forme B 

augmente également par rapport à la condition normale. Il y a donc un changement majeur de 

quantité avec une augmentation des signaux associés aux formes retardées (B et C) uiàs’op eàauà

détriment de la forme A, pourtant majoritaire en condition normale. Dans le but de mieux 

a a t ise àl’apparition de ces différentes formes, leàp ofilàd’ECT àaà t àd te i àauà ou sàd’u eà

cinétique en exposant les plantes de 15 min à 2 h à 38°C (Figure 36-B). La modification du profil 

vers les formes retardées s’op eàdeàfaço àt sà apideàetàestà isi leàd sà à i àd’e positio à à °C.à

L’i te sit àdesàfo esàB et C esteà elati e e tà o sta teàjus u’ àauà oi sà àhàdeàst essàalo sà ueà

la forme A disparaît presque complètement après 45 min de stress. Curieusement, àpa ti àd’une 

heure et demi de stress, la forme A o e eà àseà a u ule àdeàfaço à oissa teàjus u’ à  h de 

stress. En parallèle, les deux formes B et C diminuent progressivement et après 2 h de stress, la 

forme C està p es ueà sousà leà seuilà deà d te tio .à ái si,à ap sà à hà deà st ess,à leà p ofilà d’ECT à est 

pratiquement revenu à un niveau proche de la condition normale alors même que le stress 

demeure. Ces observations démontrent que le profil de la protéine ECT2 est très fortement 

modifié et répond de façon dynamique dans les premières étapes de réponse au stress thermique.  

 L’appa itio àdesàdifférents signaux d’ECT àpou aitàs’e pli ue àpa àlaàp se eàde nouvelles 

formes de la protéine traduites spécifiquement en réponse au stress, à la présence d’isofo esà

issus de a ia tsà d’ pissageà ouà e o eà pou aità t eà laà o s ue eà deà odifi atio sà post-

traductionnelles. Pour distinguer ces possibilités, les plantes ont été exposées à la même 

dynamique de stress thermique avec ou sans un traitement à la cycloheximide, une drogue utilisée 

pou à lo ue à l’ lo gatio à deà t adu tio .à Visi le e t,à eà t aite e tà ’affe teà pasà le profil de 

po seàd’ECT àauà ou sàduàst essà Figure 36-C). En effet, l’appa itio àdesàfo esàBàetàCàestà isi leà

dès 30 min de stress dans les plantes traitées ou non. Cesà fo esà pe siste tà jus u’ à à hà

d’e positio à auà st essà oùà e suiteà la forme A s’a u uleà à ou eauà auà d t i e tà desà autres 

formes. Au-delà de 3 h, la forme A redevient la forme la plus intense. âà ote à u’ap sà à hà

d’e positio à à °C,à leà sig al ECT2 diminue drastiquement, ce qui constitue probablement une 

du eà l taleà pou à desà pla tesà deà à jou sà puis ueà eà laà ua tit à d’a ti eà di i ueà

considérablement. Comme aucune différence de profil ’està o se eà da sà desà pla tesà oùà laà

traduction est inhibée, cela démontre que les formes B et C d’ECT à eà so tà pas des formes 



Figure 36 : ECT2 est dynamiquement modifiée en réponse à un stress thermique

Analyses par du profil d’ECT2 par western blot à partir d’e t aits totaux de protéines extraites en condition

dénaturantes sur des plantules entières de 14 jours. (A) Profil d’ECT2 en condition normale (20°C) et après

exposition des plantes 30 min à 38°C. Les trois formes d’ECT2 sont désignées par A, B et C. Des extraits du mutant

ect2-2 ont été utilisés comme contrôle négatif dans une expérience parallèle. (B) Profil d’ECT2 dans des plantes

incubées entre 15 min et 2 h à 38°C. (C) Profil d’ECT2 dans des plantes incubées entre 30 min et 6 h à 38°C avec

un traitement en présence de 100 µM de cycloheximide (CHX) ou 0.1% de DMSO comme contrôle (Mock). L’a ti e
est utilisée dans chacun des cas comme contrôle de charge. Uniquement pour la figure (B), l’a ti e a été testée

sur une autre membrane traitée dans les mêmes conditions et avec la même quantité déposée que pour la

membrane incubée avec l’a ti-ECT2. Des gels avec 6.5% d’acryl/bis-acrylamide sont utilisés pour résoudre les

différents signaux d’ECT2.
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néosynthétisées au cours du stress. Ces formes d’ECT à semblent donc être le résultat de la 

modification de la forme A préexistante. Après 2 h de stress, la forme A s’a u ule à nouveau au 

détriment des formes B et C supposant que ces formes sont réversibles puisque la production de 

protéines est inhibée. Ilà està i po ta tà deà soulig e à u’ap sà à hà à °C,à laà lohe i ideà està

toujou sàa ti eàpuis u’au u àg a uleà toplas i ueà ’estàdétecté même après 3 h de traitement 

(voir Figure 41). Ces résultats suggèrent fortement que des modifications post-traductionnelles 

s’i stalle tà deà faço à d a i ueà su à laà p ot i eà ECT à auà ou sà duà st essà the i ueà da sà u à

système de vases communicants entre les différentes formes et sans nécessité de traduction 

active.  

III.2 – Nature des modifications post-t adu tio elles d’ECT  

 Comme lesà sultatsàsugg e tà l’ajoutàdeà odifi atio sàpost-traductionnelles sur ECT2 en 

réponse au stress, l’ tapeà sui a teà aà t à d’ide tifie à laà atu eà deà esà odifi atio s. Selon les 

données de littérature, plusieurs types de modifications peuvent induire un changement de 

ig atio à su à gelà d’ le t opho se.à C’està ota e tà leà asà deà laà phospho latio à a e à des 

démonstrations notamment pour le facteur VCS (Soma et al., 2017) et DCP1 chez Arabidopsis (Xu 

& Chua, 2012) ouà ERK à hezà l’ho eà Lahiri et al., 2016); de la sumoylation concernant par 

exemple le facteur humain p53 (Wu & Chiang, 2009) et MK2 (Chang et al., 2011) ou encore même 

deà l’a t latio à sur la protéine SOD1 humaine (Shi et al., 2012). Néanmoins, parmi les 

modifications post-traductionnelles, laàphospho latio às’a eà t eàu eàdesàplusàa o da tes. De 

ce fait, la présence de résidus phosphorylés sur ECT2 a été étudiée en premier lieu sachant 

également que la différence de migration entre les formes d’ECT àestàfaible. Dans cette optique, 

des extraits natifs de plantes cultivées en condition normale ou exposées 30 min à 38°C ont été 

incubées avec une phosphatase. Le signal obtenu dans les plantes stressées et non soumises au 

traitement montre bien la présence des trois fo esà a a t isti uesàd’ECT àe à po seàauàst essà

avec une intensité plus forte pour les formes B et C (Figure 37, puits 7). Suite au traitement 

phosphatase, seule la forme A est détectée (Figure 37, puits 8). En condition normale, un doublet 

està gale e tà isi leà da sà l’e t aità o à t ait à alo sà ue seule la forme A est visible avec le 

traitement à la phosphatase (Figure 37, puits 2 et 3). Ce résultat indique clairement que les deux 

formes B et C d’ECT àso tàdes formes phosphorylées. En parallèle, le facteur DCP1 a été testé dans 

les mêmes conditions. En effet, il est documenté que DCP1 existe en deux formes dont une 

version phosphorylée qui augmente en situation de stress hydrique (Xu & Chua, 2012) ou 

thermique (Motomura et al., 2015). En condition normale et en réponse au stress, la forme 
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Figure 37 : Les formes modifiées d’ECT2 sont le résultat d’ v e e ts de phosphorylation

Analyse par western blot d’e t aits natifs de protéines non traitées, traitées avec une phosphatase (λ-PPase;

400u) ou avec un mix d’i hi iteu s de phosphatase (50 mM EDTA, 50 mM NaF, 2 mM Na3VO4). Les échantillons

sont issus de plantules Col0 de 14 jours cultivées en condition normale et incubées 30 min à 38°C ou 20°C. DCP1

est utilisée comme contrôle de positif au traitement et l’a ti e comme contrôle de charge. Total : échantillon issu

d’u e extraction dénaturante. N. traité : non traité. L’ast is ue rouge désigne un bruit de fond reconnu par

l’a ti o ps contre DCP1. Ces données sont représentatives d’u triplicat biologique.
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supérieure de DCP1 disparaît avec le traitement à la phosphatase (Figure 37 signal DCP1), 

démontrant l’effi a it àduàt aite e t.à 

 Il est néanmoins étonnant de constater une différence de profil pour ECT2 entre un extrait 

natif non traité et un extrait total de protéines dans la condition normale et la condition de stress 

(Figure 37, comparer le puits 2 à 1 et le puits 7 à 6). En effet, l’a o da eàdesàfo esàBàet/ouàCàestà

plus faible dans les extraits natifs non traités par rapport aux échantillons de protéines extraites en 

conditions dénaturantes sur les mêmes plantes. Cette différence pourrait suggérer une 

d phospho latio à pa tielleà d’ECT à da sà l’e t aità atifà d’auta tà plusà ueà lesà ha tillo sà o à

traités à la phosphatase sont soumis à une incubation de 30 min à 30°C e àp se eàd’u àe sà

d’io sà M 2+,à essai eà à l’a ti it à de la majorité des phosphatases. J’aià do à alis  une 

expérience parallèle en ajoutant un mélange d’i hi iteu sàdeàphosphataseà EDTá,àNaF,àNa3VO4) à 

un extrait natif non traité. Dans ce contexte, les trois formes sont bien détectées et aucune 

diff e eà ’està isi leà a e à les échantillons obtenus par extraction dénaturante (Figure 37, 

comparer le puits 4 à 5 et le puits 9 à 10). Ceci suppo teà l’h poth seà ueà lesà diff e esà

précédemment observées sont la conséquence de phosphatase(s) endogène(s). En parallèle, 

au u eàdiff e eà ’aà t àobservée pour le profil de DCP1 dans ces deux conditions témoignant 

que leà a is eàdeàd phospho latio àdeàDCP àestàdiff e tàdeà eluiàd’ECT àetà faità i te e i à

desàa teu sà oi sàse si lesà àlaàp se eàd’io sàM 2+. À ce jour, la ou les phosphatase(s) agissant 

sur ECT2 demeure(nt) inconnue(s) (voir partie IV.1).  

III.3 – Recherche des positions phosphorylées par spectrométrie de masse 

 Puisque les résultats ont démontré l’e iste eà d’auà oi sà deu à fo esà phospho l esà

d’ECT à do tà l’a o da eà està odifi eà a e à leà st essà the i ue,à la question suivante a été de 

déterminer la position des acides aminés phosphorylés. Pou à ela,à à l’aideà d’u eà lig eà

transgénique exprimant YFP-ECT2, une approche de purification par immunoprécipitation couplée 

à une spectrométrie de masse a été choisie. Cette approche implique que la protéine de fusion 

YFP-ECT2 soit également phosphorylée en réponse au stress. Ainsi, dans un premier temps les 

plantes exprimant YFP-ECT2 ont donc été exposées à une cinétique de stress à 38°C pour y étudier 

le profil de la protéine. De façon similaire aux observations précédentes avec la protéine 

endogène, le signal autour de 130kDA correspondant à la protéine YFP-ECT2 montre 

l’a u ulatio à deà fo esà retardées en réponse au stress (Figure 38-A). La différence est 

a oi sà oi sà a u eà pa à appo tà à laà p ot i eà e dog eà e à aiso à d’u eà plusà fai leà

résolution à la taille de migration de la protéine de fusion. Cependant, ceci indique que la version 
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Figure 38 : Identification des résidus phosphorylés de la protéine ECT2

(A) Profil d’ECT2 dans des plantes transgéniques de 14 jous exprimant YFP-ECT2 et exposées entre 15 min et 2 h à

38°C. Un extrait issu de la lignée mutante ect2-2 est utilisé comme contrôle négatif et l’a ti e comme contrôle de

charge. (B) Coloration au bleu de Coomassie des produits de purification par immunoprécpitation obtenus à partir

de plantes exprimant YFP-ECT2 exposées ou non à un stress thermique (30 min 38°C). La cadre rouge délimite la

bande excisée pour l’a al se de spectrométrie de masse. (C) Représentation de la position des résidus

phosphorylés sur la protéine ECT2 en condition normale ou après un stress thermique de 30 min à 38°C. (D)

Enrichissement relatif (Quantité 38°C/Quantité 20°C) de l’i te sit totale de trois phosphopeptides sélectionnés

(normalisé à partir d’u enrichissement Q38°C/Q20°C de 6 peptides non phosphorylés aléatoires). Trois peptides

à 20°C et six à 38°C contenant phospho-S27 ont été identifiés, alors u’u peptide par condition a été compté

pour les deux autres positions (phospho-Y368 et phospho-Y461). La valeur de l’i te sit est basée sur la surface

du spectre m/z de chacun des peptides considérés.
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ti uet eà d’ECT à està gale e tà phospho l e.à Pou à ide tifie à lesà sidusà phospho l s,à laà

pu ifi atio àpa àaffi it àd’YFP-ECT2 a donc été faite à partir de plantes de 14 jours exposées ou 

non à un stress de 30 min à 38°C. La quantité obtenue de protéines YFP-ECT2 immunoprécipitées a 

pu être détectée par coloration au bleu de Coomassie (Figure 38-B), remplissant le critère de 

quantité demandé pour avoir suffisamment de phosphopeptides à identifier.  

 Les résultatsà deà spe t o t ieà deà asseà o te usà o tà pe isà d’ide tifie à à sitesà deà

phosphorylation différents en condition normale et 10 en situation de stress thermique (Figure 38-

C). Parmi ceux-ci, 8 positions sont communes entre les deux conditions. La position de ces 8 

positions est majoritairement centrale et en amontàduàdo ai eàYTHàpou à àd’e t e-elles, une est 

retrouvée en extrémité N-terminale et 2 en extrémité C-terminale. En dehors de ces 8 positions 

communes, on remarque donc une position spécifique de la condition normale, la tyrosine 368 

(Y368), mais surtout 2 résidus préférentiellement phosphorylés en réponse au stress : la sérine 27 

(S27) en position N-terminale et la tyrosine 461 (Y461) dans le domaine YTH. Les formes modifiées 

d’ECT à i duitesà e à ponse au stress ont été attribuées précédemment comme la conséquence 

d’auà oi sà à e e tsàdeàphospho latio àdiff e ts,àilàestàdo àt sài t essa tàdeà et ou e à

dans cette approche 2 résidus spécifiquement phosphorylés pour la condition stressée. La 

phosphorylation de la sérine 27 et/ou de la tyrosine 461 pourrait donc être responsable de 

l’appa itio àdesà fo esàmodifiées d’ECT .àDe même, ilà aà t àd o t à u’ECT à s’asso ieà oi sà

avec les ARN méthylés en situation de stress, ainsi il est donc intriguant deà oi à u’u eà

phospho latio à s’i stalleà da sà leà do ai eà YTHà uià està leà oduleà d’i te a tio à a e à lesà áRNà

méthylés. Une hypothèse à considérer serait donc que la phosphorylation de ce résidu pourrait 

t eà espo sa leàdeàlaà odifi atio àd’affi it àd’ECT àpou àun ARN méthylé (voir Discussion - Partie 

II). 

 Pour étudier plus en détails ces deux positions préférentiellement phosphorylées en 

situation de stress, une analyse bio-i fo ati ueà as eà su à lesà do esà d’i te sit à deà ha ueà

peptide a été me eà pou à esu e à l’e i hisse e tà desà phosphopeptidesà e à fo tio à deà laà

condition (Figure 38-D). D’ap sà etteàa al se,àlesàpeptidesàcontenant un résidu Y461 phosphorylé 

aug e te tàd’e i o à , àfoisàpa à appo tà àlaà o ditio à o aleàetà eu àa e àu eàphospho-S27 

plus de 2,6 fois. En parallèle, avec le stress, les résidus avec une phospho-Y368 diminuent presque 

de moitié par rapport à la condition normale. áuà uà deà esà aleu sà d’e i hisse e tà pour les 

résidus phospho-S27 et phospho-Y ,àilàestàte ta tàd’attribuer la forme B i te diai eàd’ECT à à

une forme contenant une phospho-Y461 et la forme C la plus retardée à celle contenant la 



Types de 
modifications

Nombre

20°C 38°C

Déamination 21 18

Acétylation 15 15

Phosphorylation 9 10

Carbamidométhylation 3 3

Gln -> pyro-glu 2 2

Di-/oxydation 2 2

Total 52 50

Types de 
modifications

Spécifique à 20°C Spécifique à 38°C

Nb Position Nb Position

Phosphorylation 1 Y368 2 S27; Y461

Déamination 6
N371; N382; N420 
Q429; N441; N560

3 N293; N347; Q479

Acétylation 2 G364; V648 2 L18; Y461

A B

Tableau 6 : Listes des différentes modifications post-traductionnelles identifiées sur YFP-ECT2

(A) Liste totale des modifications post-traductionnelles identifiées à 20°C et 38°C. (B) Liste des modifications

spécifiquement retrouvées à 20°C ou 38°C. Nb : nombre.
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phospho- ,à eà uià aàdeàse sàa e àleà ha ge e tàd’i te sit à isi leàe à este à lot.àN a oi s,à

elaà ’e lutàpas que les formes supérieures détectées en western blot soient issues de plusieurs 

combinaisons de phosphorylations. 

 L’a al seà deà spe t o t ieà deà asseà pou à l’ide tifi atio à desà phosphopeptidesà aà

gale e tà pe isàd’ide tifie àd’aut esà odifi atio sàpost-traductionnelles sur la protéine ECT2. 

M eàsiàl’app o heàaà t àu i ue e tàfo alis eàsu àlesàphosphopeptides,ào à e a ueà u’auàtotalà

environ 50 modifications différentes ont pu être identifiées dans les deux conditions (Tableau 6-A). 

Ainsi, en dehors des phospho latio sàs’i stalla tàsu àu eàdizai eàdeàsitesàdiff e ts,ào à et ou eà

ajo itai e e tàdesà e e tsàdeàd sa i atio à pe teàdeàg oupe e tàa i e àouàd’a t latio à

et plus minoritairement des carbamidométhylations, des conversions de glutamine en pyro-

glutamine et des oxydations. La plupart de ces modifications sont regroupées en position centrale, 

en amont du domaine YTH ou en extrémité C-terminale. Comme les phosphorylations 

précédentes, certaines désaminations ou acétylations surviennent spécifiquement dans une 

condition environnementale (Tableau 6-B). Même si les formes retardées ont été attribuées à de 

laà phospho latio ,à ilà està i t essa tà deà oi à ueà d’aut esà t pesà deà odifi atio sà post-

traductionnelles varient en réponse au stress pouvant également participer à réguler ECT2.  

IV – COMMENT LA PHOSPHORYLATION D’ECT  EST-ELLE RÉGULÉE ?  

IV.1 – Re he he de fa teu s i pli u s da s la phospho latio  d’ECT   

 Puis u’ECT àestàd a i ue e tàphospho l e,àl’i pli atio àdeà e tai esàki ases d’i t tà

da sà esà e e tsàaà t àtest e.àToutàd’a o d,àles seules données antérieurement publiées sur 

ECT2 i di ue tà u’auà oi sàe às st eàdou leàh ide, elle interagit avec CIPK1, un membre de 

la famille des sérines/thréonines kinases impliquées dans les voies de signalement au calcium (Ok 

et al., 2005). Ceàp e ie à a didatàaàdo à t à tudi àda sàlaà e he heàdeàki aseàd’ECT .àái si,àdes 

plantes mutantes cipk1-1 ont été soumises à un stress thermique pour déterminer si ECT2 y est 

toujours phospho l e.àáp sà à i àd’e positio à à °C,à ilà s’a eà ueà leàp ofilàd’ECT àda sà leà

mutant cipk1-1 està ide ti ueà à eluià o se à da sà Col à ouà desàpla tesàd’ ot peàWassile skijaà

(WS à uiàestàl’écotype utilisé dans le mutant cipk1-1 (Figure 39-A). Da sà ha u àdesà as,àl’i te sit à

des formes B et C augmente au détriment de la forme A. Cette observation démontre que la 

ki aseàCIPK à ’estàpasà espo sa leàdeàlaàphospho latio à i duiteàsu àECT àe àsituatio àdeàst essà

thermique. N a oi s,à elaà ’e lutà pasà ueà CIPK à pou aità t eà u eà ki aseà d’ECT à puis ueà à

positions phosphorylées ont été communément détectées entre la condition normale et la 



Figure 39 : Profil d’ECT2 en condition normale et après un stress thermique dans différentes lignées mutantes

L’ tat de phosphorylation d’ECT2 est testé par western blot à partir d’e t aits totaux de protéines issues de

plantes de 14 jours incubées à 20°C ou à 38°C. Tous les extraits ont été réalisés à partir de plantes homozygotes

pour chacune des mutations considérées. (A) Profil d’ECT2 dans le mutant cipk1-1 en comparaison de plantes

sauvage d’ ot pe Col0 ou WS (Wassilewskija, écotype de la mutation cipk1-1) et de la lignée transgénique ABI3-

MTA. (B) Profil d’ECT2 dans des mutants de kinase MPK3, 4 et 6 en comparaison de Col0. (C) Profil d’ECT2 dans un

mutant hsfa1 (quadruple mutant hsfa1a/b/d/e) en comparaison de Col0. Dans chacun des cas, L’a ti e est utilisée

comme contrôle de charge. Le temps de stress est spécifié dans chacune des figures.
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situation de stress, supportant que des évènements de phosphorylation peuvent être présent sans 

affecter la migration de la protéine. Dans tous les cas si CIPK1 phosphoryle ECT2, ce résultat 

o t eà u’elleà ’i duità pasà l’appa itio à desà fo esà modifiées détectables sur gel 

d’ le t opho se.à 

 Pa àailleu s,àsa ha tà ueàlaàphospho latio àd’ECT àestàsti ul eàen réponse au stress, cela 

i pli ueà l’i te e tio àde kinase(s) régulée(s) par les conditions environnementales. En ce sens, 

certaines MAPK kinases sont activées par différents stress environnementaux (pour revue 

Colcombet & Hirt, 2008) comme par exemple MPK3 par le stress osmotique (Droillard et al., 2002); 

MPK6 par le stress thermique (Evrard et al., 2013), la sécheresse (Xu & Chua, 2012) ou le stress 

osmotique (Droillard et al., 2002); et MPK4 par différents stress abiotiques (Ichimura et al., 2000). 

Ces MAPK sont connues pour être actives da sà lesàp e i esà i utesàd’e positio àauàst ess,à eà

qui serait cohérent avec l’o se atio à ueàlesàfo esàphospho l esàd’ECT àso tàd j à ajo itai esà

dès 15 minutes de stress. De plus, parmi les cibles connues de ces kinases, on retrouve la protéine 

PAT1, un des partenaires potentiel d’ECT à détecté par spectrométrie de masse, qui est 

phosphorylée par MPK4 (Roux et al., 2015), mais aussi DCP1, un interactant de DCP5, qui est 

phosphorylée par MPK6 (Xu & Chua, 2012). Ainsi, des mutants pour les facteurs MPK3, 4 et 6 ont 

donc t à utilis sà pou à à tudie à leà p ofilà d’ECT à e à po seà au stress thermique. Dans chaque 

mutant, lesà sultatsà deà este à lotà o t e tà ueà leà p ofilà d’ECT à età leà atioà desà diff e tesà

formes phosphorylées sont similaires à ceux observés dans des plantes Col0 (Figure 39-B). Ce 

résultat exclut également les MAPK kinases des évènements de phosphorylation sur ECT2 induits 

en situation de stress. Néanmoins, des travaux suggèrent que certaines MPK pourraient avoir des 

cibles communes notamment MPK3 et MPK6 qui font partie du même groupe évolutif (Wang et 

al., 2007). Leàp ofilàd’ECT à eàpeutà epe da tàpasà t eàtest àda sàu àdou leà uta tàpuis ueàdesà

plantes mpk3/mpk6 ne sont pas viables.  

 Finalement, comme aucune des kinases testées ne semblent être impliquées dans la 

phosphorylatio à d’ECT à e à po seà auà st ess,à u à egist eà plusà la geà aà t à o sid à pou à

s’i t esse à àlaà oieàdeà po seàauàst essàpote tielle e tài pli u e. En effet, la phosphorylation 

d’ECT àe à po seàauàst essà i pli ueà l’i te e tio àd’u eà oieàdeà po seàsp cifique. Parmi les 

oiesàdeà po seàauà st essà the i ue,à laàplusàdo u e t eà eposeà su à l’a tio àdesà« Heat Shock 

Factors » (HSF) qui vont servir de facteurs de transcription pour exprimer des protéines de 

réponses au stress incluant des « Heat Shock Proteins » (HSP). Parmi les 21 HSF différentes chez 

Arabidopsis, les 4 homologues HSFA1 (a, b, d, e) sont caractérisés comme les régulateurs centraux 
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Figure 40 : La phosphorylation d’ECT2 semble être influencée par la présence d’ARN méthylés et l’ tat général

de la traduction

Analyses par western blot réalisées à partir d’e t aits totaux de protéines extraites en condition dénaturantes sur

des plantules entières de 14 jours. (A) Comparaison du profil d’ECT2 dans des plantes transgéniques ABI3-MTA et

des plantes sauvages Col0 incubées entre 15 min et 2 h à 38°C. Un extrait de plantes non stressée est utilisé

comme contrôle négatif. Le profil Col0 est identique à la figure 36-B et provient d’u e expérience menée en

parallèle avec les plantes ABI3-MTA. (B) Profil d’ECT2 en condition normale ou après 30 min de stress à 38°C dans

des plantes Col0, ect2-2, ABI3-MTA et fip37. (C) Profil d’ECT2 dans des plantes incubées jus u’à 1 h à 38°C suivi

d’u e cinétique de récupération à 20°C jus u’à 2h avec un traitement CHX (100 µM) ou contrôle (0.1% DMSO).

(D) Profil d’ECT2 dans des plantes incubées entre 30 min et 6 h à 20°C traitées avec un traitement CHX (100 µM)

ou contrôle (0.1% DMSO). L’a ti e est utilisée dans chacun des cas comme contrôle de charge. Un extrait de

protéines issues de la lignée mutante ect2-2 est utilisé comme contrôle négatif en (A), (B) et (C).
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deàlaà po seàauàst essàthe i ueàe àe le ha tàdesà as adesàd’a ti atio àdeàg esà essai esà

à la thermotolérance (Liu et al., 2011; Yoshida et al., 2011). En utilisant un quadruple mutant 

hsfa1a/b/d/e, le même profil de phosphorylation est détecté sur ECT2 en réponse au stress par 

rapport aux plantes sauvages (Figure 39-C). Curieusement, cela indique que la voie modifiant ECT2 

est indépendante de la voie majoritaire activée par les facteurs HSFA1. On peut alors supposer 

l’i te e tio àd’aut esà oiesà o eàpa àe e pleà elleà di eàpa àH“Fá ,à uiàestàdisti teàdeà elleà

impliquant HSFA1 (Liu & Charng, 2013). Dans tous les cas, la ou les kinase(s) ainsi que la ou les 

phosphatase(s) e dog e s àd’ECT à este tàtoujou sà à t eàidentifiées. 

IV.2 – Co ditio s d’i stallatio  de la phospho latio   

 Co eà au u à fa teu à ’aà puà t eà app o h à deà laà iseà e à pla eà deà laà phospho latio à

d’ECT ,à lesà o ditio sà deà phospho latio à o tà t à tudi es da sà d’aut esà o te tes.à

P e i e e t,à puis u’ECT à s’asso ieà à desàáRNà th l s,à comment la protéine répond-elle au 

stress dans un contexte réduit en m6A ?à Cetteà uestio à aà t à tudi eà à l’aideà deà laà lig eà

transgénique ABI3-MTA présentant une réduction du niveau de m6A (Bodi et al., 2012). Ces 

plantes ont été exposées à différents temps de stress thermique pour y comparer le profil de 

phospho latio à d’ECT àpa à appo tà à desàpla tesà Col .à Lesà sultatsà deà este à lotà i di ue tà

que la vitesse d’appa itio àdesàfo esàphospho l es B et C ’est pas modifiée dans les plantes 

ABI3-MTA (Figure 40-A). En effet, esà fo esà odifi esà d’ECT2 apparaissent dès 15 min 

d’e positio à auà st essà età o e dans les plantes Col0, elles commencent à diminuer en 

a o da eà àpa ti àd’u eàheu eàetàde iàdeàst essàthermique. Néanmoins, la quantité des formes 

phospho l esàd’ECT ài duitesàe à po seàauàst essàestàt sàdiff e te dans les plantes ABI3-MTA. 

E àeffet,àl’a u ulatio àdeàlaàfo eàC est relativement faible par rapport à Col0 et la forme A reste 

majoritaire tout au long duà st essà alo sà u’elleàdispa aît presque complètement après 45 min à 

°Càda sàu eàlig eàCol .àIlà àaàdo àu eàg a deàpa tieàdeàlaà ua tit àdispo i leàd’ECT à uià ’està

pas phosphorylée auà ou sà deà l’e positio à à °C.à Par ailleurs, cette différence est également 

observée dans un mutant hypomorphe fip37 (Figure 40-B), un autre facteur impliqué dans 

l’i stallatio àdeà 6A (orthologue à la protéine humaine WTAP) (Shen et al., 2016). Il est difficile 

d’i agi e à ueàlesàfa teu sàMTáàouàFIP àsoie tàdi e tement responsables de la phosphorylation 

d’ECT à puis u’ilsà eà p se te tà pasà deà do ai eà asso i à à u eà a ti it à ki ase. Ces résultats 

pourraient donc suggérer que la quantité de phosphorylation installée sur ECT2 en réponse au 

stress est dépendante de la présence de m6A, paramètre réduit à la baisse dans les lignées ABI3-

MTA et fip37. Il a été montré précédemment qu’a e à leà st essà the i ue,à au u à áRNà th l à
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’està et ou àe àasso iatio àa e àECT .àUne hypothèse à considérer serait que la phosphorylation 

régulerait ou pourrait être régulée par la capacité de lecteur de méthylation d’ECT . Ainsi, en se 

plaçant dans un contexte faible en m6A (ABI3-MTA ou fip37), on peut penser que moins de 

phosphorylation est installée sur ECT2 en situation de stress puis u’elleà lieàdéjà moins de cibles 

méthylées en condition normale. Cette suggestion pourrait expliquer pourquoi les formes 

phosphorylées restent minoritaires dans les lignées ABI3-MTA et fip37 au cours du stress 

thermique.  

 Dans un autre contexte, le mécanisme de traduction est majoritairement inhibé en 

situation de stress thermique. Une hypothèse envisagée serait que l’appa itio à deà fo esà

phospho l esà d’ECT à en réponse au stress thermique pourrait être li eà à l’i hi itio à deà

t adu tio à s’op a tà dans les premières étapes de réponse au stress. Pour étudier ce point, le 

p ofilà d’ECT à aà t à défini auà ou sà d’u eà phaseà deà up atio à avec ou sans blocage de 

traduction.à E à effet,à lesà t a au à deà l’ uipeà o tà d o t à ueà leà a is eà deà t adu tio à

redémarre progressivement avec le retour aux températures normales (Merret et al., 2017). Ainsi, 

desàpla tesào tà t ài u esà àhà à °Càa a tàd’ t eà epla esà jus u’ à àhàen condition normale. 

E à l’a se eà deà t aite e tà lo ua tà laà t adu tio ,à lesà phospho latio sà d’ECT à so tà ie à

installées au cours du stress thermique et sont ensuite rapidement enlevées au cours de la phase 

de récupération (Figure 40-C, panneau supérieur). Dès 15 min de récupération à 20°C la forme C 

di i ueà auàp ofità deà laà fo eàáà uià s’a u uleà à ou eau.àáp sà à hàdeà up atio ,à leàp ofilà

d’ECT à està si ilai eà à laà o ditio à o aleà antérieure au stress thermique. Ce profil réversible 

peut faire écho au mécanisme de traduction qui redémarre progressivement avec le retour aux 

températures normales. Da sàl’e p ie eàpa all leàoùàlaàt adu tio àestài hi eà hi i ue e t,àlesà

fo esàphospho l esàs’a u ule tàdeàfaço àsi ilai eàauà ou sàduàst essàsuppo ta tàe core une 

foisà ueàlaàt adu tio à ’estàpasà essai eàpou àlaà iseàe àpla eàdesàphosphorylations (Figure 40-

C, panneau inférieur). N a oi s,àauà ou sàdeàlaàphaseàdeà up atio à à °C,àl’a o da eàdesà

formes phosphorylées reste constante et ne montre pas de diminution dans la fenêtre de temps 

considérée.à ái si,à laà fo eà Cà està toujou sà d te t eà ap sà à hà deà up atio à alo sà u’elleà està

presque sous le seuil de détection après seulement 30 min de récupération dans les plantes non 

traitées à la cycloheximide. Ceci suppose que le blocage de la traduction maintient les formes 

odifi esà d’ECT à eà a e à u à etou à à laà o ditio à o ale.à De plus, ceci suggère que les 

phospho latio sàd’ECT àpou aie t être liées àl’ tatàg alàdeàlaàt adu tio  età u’ellesàse aient 

favorisées dans une situation où la traduction est compromise.  
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 Da sà etteàh poth se,à leà p ofilà d’ECT à aà t à tudi à e à o ditio à o aleà aisà da sà desà

plantes soumises ou non au traitement chimique bloquant la traduction. Dans les plantes non 

traitées, ECT2 est surtout présente dans la forme A qui affiche une abondance relativement 

constante voire croissante dans une fenêtre de temps de 6 h (Figure 40-D, panneau supérieur). À 

l’i e seàlo s ueàlaàt adu tio àestà lo u e,àleàp ofilàestà elati e e tàdiff e t.àE àeffet,àlaàfo eàáà

d’ECT à ’estàpasàu i ue e tàd te t eàetàlesàfo esàphospho l esàBàetàCàappa aisse tàclairement 

à partir de 2 h d’e positio à àlaà lohe i ide et sont encore visibles ap sà àhàd’e positio .àIl est 

diffi ileà d’esti e à sià laà sta ilit à d’ECT à est affectée par la phosphorylation sur cette fenêtre de 

temps mais ce résultat indique clairement que le blocage de la traduction est suffisant pour 

induire des modifications post-traductionnelles sur ECT2. Au final, ces résultats soutiennent que 

l’i hi itio à deà laà t adu tio à soità deà faço à e dog eà pa à laà po seà auà st essà the i ueà soità deà

faço àe og eàpa àl’a tio àd’u àt aite e tà hi i ueàp o o ueàl’i stallatio àde modifications post-

traductionnelles sur ECT2. Il est néanmoins intrigant de constater que les modifications finissent 

pa à dispa aît eà ap sà à hà d’e positio à à °Cà (Figure 40-A) alors même que la traduction est 

normalement toujours réduite. Ceci pourrait pa àe e pleàs’e pli ue àpa àleàfaità u’u eàe positio à

à 38°C supérieure à 2 h serait une durée létale pour la plante qui enclencherait alors un 

mécanisme de mort cellulaire où les régulations sur ECT2 ne seraient plus maintenues.  

V – IMPACT DE LA PHOSPHORYLATION SUR LA LOCALISATION SUBCELLULAIRE 

D’ECT   

 Les données de littérature indiquent que la phosphorylation affecte de nombreuses étapes 

da sà leà ta olis eà desà p ot i esà e à gula tà desà aspe tsà o eà l’a ti it ,à laà lo alisatio à

subcellulaire, les interactions protéines-protéines, la stabilité, la structure, etc. (Humphrey et al., 

2015).à E à a o dà a e à e i,à plusieu sà pa a t esà d’ECT à so tà affe t sà auà ou sà d’u à st essà

thermique où elle est majoritairement phosphorylée. Toutà d’a o d,à laà p ot i eà està

majoritairement agrégée dans les granules de stress. De plus, le nombre de partenaires potentiels 

d’ECT à està e uà à laà aisseà a e à leà st ess.à Fi ale e t,à au u à áRN à th l à ’està et ou à e à

association avec la protéine en situation de stress thermique. La question se pose alors si la 

phospho latio àpou aità t eàu à o e àdeà gule àl’e se leàdeà esàpa a t es. 

 Plusieurs travaux démontrent que des modifications post-traductionnelles facilitent ou 

sont nécessaires pou àl’ag gatio àdeà e tai sàfa teu sà a a t isti uesàda sàlesàg a ulesàdeàst essà

ou les p-bodies (Ohn and Anderson, 2010).àC’està ota e tàleà asàdeàlaàphospho latio àa e àleà



Figure 41 : La phosphorylation ’e le he pas directement la formation des agrégats cytoplasmiques d’ECT2

Observation par microscopie confocale de la localisation subcellulaire de la protéine YFP-ECT2 dans des pointes de

racines de 7 jours issues de plantes transgéniques proECT2:YFP-ECT2 #17. Les observations ont été menées sur

des plantes soumises à un traitement témoin (Mock, 0,1% DMSO) ou un traitement à la cycloheximide (CHX, 100

µM) et incubées 30 min à 38°C (A), 3 h à 38°C (B) ou 3 h à 20°C (C). Barre d’ helle : 5 µm en A et B, 10 µm en C.
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facteur DCP2 chez la levure qui est requise pour sa localisation dans les granules de stress (Yoon et 

al., 2010) ou encore du facteur Tudor-“Nà hezà l’ho eà pou à uià laà phospho latio à fa iliteà le 

recrutement dans les granules de stress (Su et al., 2017). Dans cette optique, j’aià he h à àsa oi à

siàlaàphospho latio àpou aità t eà espo sa leàdeàl’ag gatio àd’ECT àda sàlesàg a ulesàdeàst ess.à

Pour cela, la localisation subcellulaire de la protéine transgénique YFP-ECT2 a été étudiée dans 

différentes conditions ou temps de stress pour lesquels le profil de phosphorylation est modifié. 

Dans un premier temps, il a t à o t à u’ECT à està la ge e tà p se teà da sà desà fo esà

phospho l esàap sà à i àdeàst essà à °Càalo sà u’ap sà àh,àlaàfo eàA redevient majoritaire 

(Figure 36-B). Malgré ce profil différent, la localisation de la protéine YFP-ECT2 est similaire entre 

ces deux temps de stress et des agrégats cytoplasmiques sont visibles après 30 min et 3 h de stress 

à 38°C (Figure 41-A et B, panneau de gauche). Par ailleurs, alors que le même profil de 

phosphorylation avait été observé entre les plantes traitées ou non à la cycloheximide, la 

localisation de YFP-ECT à està pou ta tà diff e teà a e à leà t aite e tà puis u’au u à g a uleà ’està

visible (Figure 41-A et B, panneau de droite). Ceci indique que la phosphorylation est 

indépendante de la formation desà g a ulesà età u’elleà ’està pas suffisante pour enclencher la 

formation des agrégats en condition de stress. Finalement, il a été montré qu’u à t aite e tà

prolongé à la cycloheximide en condition normale est suffisant pour induire les formes 

phosphorylées d’ECT . Néanmoins, au u eà diff e eà deà lo alisatio à ’està o se eà pou à YFP-

ECT2 dans des plantes exposées 3 h au traitement à la cycloheximide par rapport aux plantes non 

traitées (Figure 41-C). áu u àag gatà ’està isi leàetàlaàp ot i eàestà ajo itai e e tàdiffuseàda sàleà

cytoplasme. Cependant, dans chacun des cas, il faut rappeler que la cycloheximide bloque la 

formation des granules de stress puisque les ARNm en cours de traduction ne sont pas désengagés 

des polysomes.àDa sàu àse s,àilàestàdo à oh e tàdeà eàpasà et ou e àd’ag gatsà toplas i uesà

puis u’ilà aà t à o t à ueà leu à fo atio à està i duite par le désengagement de populations 

d’áRN àdepuisàlesàpol so es.à 

 En résumé, ces résultats mont e tà u’ECT à peutà t eà phospho l eà sa sà t eà p se teà

da sàlesàg a ulesàdeàst essàsugg a tà ueàlaàphospho latio àd’ECT àestàa t ieu eà àlaàfo atio à

desàg a ulesàdeàst ess.àDeàplus,àu eà e sio à o àphospho l eàd’ECT àpeutàtoujou sà t eàp se teà

dans les granules de stress,àsugg a tà ueàlaàd phospho latio àd’ECT à eàdisso ieàpasàlaàp ot i eà

des granules de stress.  
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Conclusions du chapitre :  

  Lesàt a au àa t ieu sà à eà hapit eào tàpuà o t e à u’e à o ditio àdeàst ess,àlaàp ot i eà

ECT2 est relocalisée dans les granules de stress et que la majorité des partenaires protéiques 

d’ECT àdi i ue.àDeà e,àilàa aità t àsugg à ueàlaà apa it àdeàliaiso àau àáRNà th l sàpeut 

t eà gul eà auà t a e sàd’e p ie esà p li i ai esà deà olo eà d’affi it à à u à áRN méthylé. Ce 

hapit eàa aitàpou ào je tifàd’ tudie àplusàp is e tàleà leàd’ECT àauà ou sàduàst essàthe i ueà

età saà gulatio .à áuà t a e sà d’a al seà deà the otol a eà età e à tudia tà desà do esà deà

t a s ipto i ue,àl’i pli atio àd’ECT àda sàlesà a is esàdeà po seàauàst essàthe i ueà ’està

pas apparue évidente aisà pou aità s’e pli ue à pa à u eà edo da eà fo tio elleà avec une ou 

d’aut esàprotéines ECT. Ensuite, ilà aà t à o t à ueà laàp ot i eà eà s’asso ieà effe ti e e tàplusà

avec les ARN méthylés en situation de stress. En parallèle, il a été montré que la protéine ECT2 est 

d a i ue e tà phospho l eà e à po seà auà st essà the i ue.à Bie à u’au u eà ki aseà ’aità puà

t eà ide tifi e,à l’appa itio à desà fo esà phospho l esà se leà t eà li eà d’u eà pa tà à u eà

perturbation de la traduction induite en condition de stress thermique ou par blocage chimique. 

D’aut eàpa t,àda sàdesàpla tesà duitesàe à 6A, la quantité de phosphorylation diminue sur ECT2, 

confortant un lien entre la fonction de lecteur de m6áà d’ECT à et sa régulation post-

traductionnelle. Finalement, deux positions préférentiellement phosphorylées avec le stress ont 

été identifiées dont une, la tyrosine 461, est inclue dans le domaine YTH et pourrait 

potentiellement influencer la conformation de la poche de liaison aux résidus m6A. Cette 

hypothèse serait alors un paramètre totalement inédit pour une protéine à domaine YTH.  
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

I – ECT2, UN LECTEUR DE M6A IMPLIQUÉ DANS LA RÉPRESSION DE LA 

TRADUCTION DES ARNM ?  

I.1 – La protéine ECT2 est-elle un lecteur de méthylation m6A ?  

Les travaux de cette thèse avaient pour objectif de caractériser la fonction du facteur ECT2 

en tant que protéine de liaison à la N6-méthyladénosine des ARNm chez la plante modèle 

Arabidopsis thaliana. Les premiers travaux ont été dédiés à confirmer sa capacité de liaison aux 

ARN méthylés. Par une approche in vivo de RIP, permettant de purifier les ARN associés à une 

version étiquetée d’ECT ,àilàaàai sià t àd o t àla présence de méthylation sur ces ARN. Bien que 

etteà app o heà eà d o t eà pasà u eà i te a tio à di e teà e t eà leà do ai eà YTHà d’ECT à età lesà

résidus m6A, ceci supporte u’ECT à lieà desàARN méthylés. E à p ta tà l’a al seà à pa ti à d’u eà

e sio àd’ECT àp se ta tàdes mutations sur les trois tryptophanes essentiels à la liaison au m6A, 

aucun ARN méthylé ’estàdétecté dans les f a tio sà lu es.àCe ià ’e lutàpasà ue la version mutée 

d’ECT2 lie toujours des ARN mais d o t eà ueàl’affi it àpou àlesàáRNàméthylés est grandement 

duite.àáuà uàdeàl’i po ta eàdeà esàt oisàt ptopha esàda s la reconnaissance des résidus m6A 

pour les protéines à domaine YTH des animaux et des levures (Luo and Tong, 2014; Xu et al., 2015; 

Zhu et al., 2014), ce résultat supporte ECT2 comme un lecteur de méthylation chez la plante avec 

u à odeàd’i te a tio à o se àpou àlesàáRNà th l s. Deà e,àl’o se atio à ueàl’e p essio à

deà laà e sio à ut eà d’ECT à pou à lesà t oisà t ptophanes dans une plante déficiente pour ECT2 

(ECT2*** dans ect2-2) ne peutà estau e àu àph ot peàt i ho eàsau age,àalo sà ueà l’e p essio à

d’u eàp ot i eàECT à o - ut eà leàpe et,àsuppo teà l’h poth seà u’ECT àestà ie àu à le teu àdeà

m6A in vivo. Néanmoins, ces sultatsà eàpe ette tàpasàd’affi e à u’ECT à lieàu i ue e tàdesà

résidus m6áàd’áRN àpuis ueàdesàe t aitsàd’áRNà totau ào tà t à utilis sàpou à lesà e p ie esàdeà

RIP. Une partie des cibles d’ECT à pou aità do à o e e  des ARN non codants comme le 

démontre les données chez les mammifères pour les YTHDF et YTHDC (Patil et al., 2016). 

Pour compléter ces résultats par une autre approche, des analyses in vitro ont été initiées 

da sàl’ uipeà isa tà à tudie àl’asso iatio àe t eàleàdo ai eàYTHà e o i a tàd’ECT àetàdesàáRNà

synthétiques porteurs ou non de résidus m6A. G eà àdesàe p ie esàdeàgelà eta d,àl’o je tifàse aà

deàd te i e àlaàdiff e eàd’affi it àduàdo ai eàYTHàpou àlesàdeu àt pesàdeà i les.àDeà e,àlesà
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expériences seront répétées à partir de la version mutée du domaine YTH pour confirmer 

l’i pli atio àdesàt oisà sidusàt ptopha esàpou àl’i te a tio àdi e teàa e àlaà i leà th l e.à 

I.2 – Les pa te ai es p ot i ues d’ECT  so t ajo itai e e t diff e ts de 

ceux des protéines YTHDF de mammifères 

 Une approche de protéomique quantitative a permis d’ide tifie à àfa teu sà interagissant 

avec ECT2 en condition normale. En faisant un lien avec les données concernant les partenaires 

des protéines YTHDF1 et 3, une différence conséquente dans les fonctions des partenaires est 

apparue. Il a été montré que YTHDF1 agit comme stimulateur de traduction en interagissant avec 

deà o eusesàp ot i esà i oso alesàetàdeàfa teu sàd’i itiatio àdeàt adu tio à(Wang et al., 2015). 

De même, YTHDF3 est proposée pour agir en coopération avec YTHDF1 pour stimuler la traduction 

etàpa tageàai siàdeà o eu àpa te ai esà o u sàdeà etteà oieàd’i itiatio à(Shi et al., 2017). En 

revanche, aucune protéine i oso aleà ià au u à fa teu à d’i itiatio à ho isà eIF G à ’ont été 

identifiés comme partenaire potentiel d’ECT . âà l’oppos ,à plusieu sà pa te ai esà d’ECT  : DCP5, 

LARP1, PAT1, DHH1 ou encore les facteurs APUM (pumilio) sont démontrés comme inhibiteurs de 

traduction chez les orthologues de mammifères (Goldstrohm et al., 2006; Nissan et al., 2010; Hong 

et al., 2017) ou chez Arabidopsis pour certains, incluant également ZNF1 (Paik et al., 2012; Xu & 

Chua, 2009). Hormis LARP1, aucun de ces facteursà ’està et ou àe àasso iatio àa e àYTHDF àetà ,à

soute a tà ueàleà leàd’ECT àda sàleà o t leàdeàlaàt adu tio àdes ARNm méthylés est différent. 

De ce fait, ces résultats proposent ECT2 comme un répresseur de traduction, une fonction qui 

pou à leà o e tà ’aà t à do u e t eà pou à au u à le teu à deà th latio à hezà lesà eu a otes.à

Concernant YTHDF2 qui est impliquée dans la déstabilisation des transcrits méthylés, ses 

pa te ai esà ’o tà pasà t à d fi isà da sà l’e se leà aisà elleà i te agità auà oi sà a e à NOT , un 

composant du complexe de déadénylation (Du et al., 2016). Malgré le fait que plusieurs 

partenaires d’ECT à ont une action négative sur la stabilité des transcrits, aucun facteur du 

o ple eà CCR /POP /NOTà ’està et ou  ce qui ne rapproche pas directement ECT2 du 

a is eà d’a tio à deà YTHDF .à Deà plus,à auà i eauà deà laà lo alisatio à su ellulai eà YTHDF à

s’a u uleà da sà lesà p-bodies (Wang et al., 2014b) alo sà u’au u eà ide eà eà o t eà u eà

localisation similaire pour ECT2 en condition normale. Actuellement, il reste encore difficile de 

app o he àlaàfo tio àd’ECT àdeà elleàdeàYTHDF .à 

 Comment pourrait-o à e pli ue à etteà diff e eà d’a tio à pa à appo t aux YTHDF de 

a if esà ?àDeà faço à u e te,à ilà aà t à o t à ueà ’està su toutà laà pa tieàN-terminale des 

YTHDF qui contribue aux rôles de ces protéines dans la stimulation de la dégradation ou de la 
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t adu tio àpuis u’elleà o stitueàlaàzo eàd’i te a tion avec leurs partenaires (Du et al., 2016; Shi et 

al., 2017; Wang et al., 2015). La partie C-terminale contenant le domaine YTH est proposée 

comme un simple module de reconnaissance de la méthylation permettant la sélection des cibles 

méthylées. Ainsi, o àpeutà ett eàl’h poth seà ueàlesàdi e ge esàe t eàlesàpa tiesàN-terminales 

d’ECT àetàdesàYTHDFàont pu contribuer à modifier le répertoire de leurs partenaires protéiques et 

ainsi leurs fonctions de lecteur.  

 La présence conservée de LARP1 comme partenaire des protéines YTHDF1 et 3 reste tout 

de même intrigante. Néanmoins, contrairement à la situation pour ECT2, le facteur LARP1 

’apparaît pas parmi les partenaires les plus enrichis avec YTHDF1 et 3 puis u’u àfai leà o eàdeà

peptides y a été identifié (Shi et al., 2017; Wang et al., 2015). De plus, chez les mammifères LARP1 

joue un rôle différent sur le contrôle de la traduction en fonction de son état de phosphorylation 

(Hong et al., 2017). Même si la version phosphorylée qui joue le rôle de stimulateur de traduction 

està laà plusà a o da teà e à o ditio à o ale,à ilà ’està pasà o uà a e à uelle s à fo e s à

interagi(ssen)t les YTHDF. On peut très bien imaginer que les YTHDF liées sur la méthylation des 

t a s itsà e à gio à ’-UTR puissent recruter la forme phosphorylée de LARP1, agisant 

i di e te e tà o eà sti ulateu à deà t adu tio à e à fa o isa tà leà e ute e tà età l’a ti it à deà

mTORC1 sur 4E-BP. Cette interaction pourrait donc également contribuer au rôle de stimulateur 

deàt adu tio àdeàYTHDF àetà .àâàl’i e se,àdans le cas où les YTHDF recruteraient une forme non 

phosphorylée de LARP1 agissant comme répresseur de traduction, on peut supposer un moyen 

pou à gule à su tile e tà l’a ti it à sti ulat i eà desà YTHDF1 et 3. Finalement, une troisième 

hypothèse pourrait concerner une association LARP1-YTHDF sur des transcrits non dépendants de 

la phosphorylation de LARP1. En effet, une population de cibles est liée par LARP1 

i d pe da e tà deà so à tatà deà phospho latio à aisà l’i pa tà deà etteà asso iatio à su à leà

contrôle de la traduction desàáRN à ’estàpasàdo u e t  (Hong et al., 2017).  

I.3 – Le ôle d’ECT  o e p esseu  de t adu tio  pa  u e oop atio  

avec LARP1 et DCP5 

 Les travaux menés sur les lecteurs de méthylatio à desà a if esà d o t e tà u’ilsà

exercent leur fonction sur les ARNm méthylés via le recrutement de facteurs effecteurs (Wang et 

al., 2015; Shi et al., 2017; Xiao et al., 2016). Ainsi, dans un modèle où la protéine ECT2 agirait 

comme un répresseur de traduction, cela suppose que cette fonction est établit par les facteurs 

u’elleà e uteà su à lesà t a s itsà th l s.à Pou à tudie à etteà uestio ,à u à lie à aà t à plusà

amplement développé avec les facteurs LARP1 et DCP5, deux acteurs connus pour leur rôle 



 

175 

évolutivement conservé dans le contrôle de la traduction (Hong et al., 2017; Rajyaguru et al., 

2012; Xu and Chua, 2009). Il a ainsi été découvert que l’interaction entre LARP1 et ECT2 ainsi que 

celle entre LARP1 et DCP5 està i d pe da teàdeà laàp se eàd’áRN, supposant dans les deux cas 

u eà i te a tio à di e te.à Pou à lesà esà o ditio sà e p i e tales,à au u eà i te a tio à ’aà t à

retrouvée entre ECT2 et DCP5 témoignant que si cette interaction existe, elle est plus faible que 

les deux autres ou que LARP1 pourrait agir comme intermédiaire dans l’i te a tio àe t eàECT àetà

DCP5.  

 Au niveau physiologique, les phénotypes de croissance observés dans les plantes mutantes 

larp1-1/dcp5-1 suggèrent une fonction essentielle pou à LáRP à età DCP à supposa tà u’elles 

régulent une population deà t a s itsà l sà pou à leà d eloppe e t.à L’a se eà suppl e tai eà

d’ECT àagg a eàe o eàlesàd fautsàdéveloppementaux ce qui supporte le lien entre ECT2, LARP1 et 

DCP5 et laisse supposer u’u eàaut eàpopulatio àdeàt a s itsàestà gul e par les trois facteurs. En 

eà se s,à u eà a al seà deà t a slato i ueà à pa ti à desà uta tsà si plesà aà pe isà d’ide tifie à desà

cibles potentielles dont la traduction serait inhibée par les trois facteurs. Pour faire le lien avec les 

phénotypes, deux populations différentes ont été mises en avant : 258 transcrits dont 

l’e gage e tàt adu tio elàestàaffe t àde façon similaire par ECT2, LARP1 et DCP5 et 273 autres 

dont la traduction est affectée par LARP1 et DCP5 i d pe da e tàd’ECT . À noter que très peu 

de transcrits sont spécifiquement affectés dans dcp5-1 et ect2-2 sa sàl’ t eàda sàleà uta tàlarp1-1, 

ce qui supporte ueà lo s u’ECT2 agit avec DCP5, LARP1 est aussi majoritairement impliquée et 

soutient sa présence comme intermédiaire de l’interaction ECT2-DCP5. Dans chacun des cas, il 

apparaît que les transcrits affectés codent majoritairement des facteurs du développement, 

pouvant contribuer à expliquer le phénotype développemental des plantes mutantes. De même, 

de nombreux transcrits affectés codent des facteurs de réponses aux stimuli et d’autres stress 

abiotiques pouvant supporter une implication coopérative des trois facteurs dans les voies de 

réponses aux stress.  

 E à supposa tà u à leà d’i hi iteu à deà t adu tio à pou à ECT ,à LáRP à età DCP ,à o e tà

agiraient-ils ?à U à od leà g alà da sà laà p essio à deà laà t adu tio à p oposeà l’i te e tio à deà

plusieurs facteurs pour configurer les transcrits réprimés en « boucle fermée » ne permettant pas 

l’asse lageà duà o ple eà deà p -initiation (Jackson et al., 2010). Classiquement, un premier 

fa teu à seà lieà e à e t it à ’UTRàg eà à laà p se eàdeà otifsàpa ti ulie sà etàd’aut esà fa teu sà

agissent comme intermédiaires pour un faire un lien avec le complexe de coiffe et inhiber 

l’i itiatio .à Ilà està do à p opos à ueà laà s le ti it à desà t a s itsà s’op eà p i ipale e tà pa à leà
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fa teu àli àe à ’UTRàalo sà ueàlesàaut esàfa teu sàse e tàplut tàdeà diateu sàa e àl’e t it à ’à

et la coiffe. Plusieurs exemples de ce cas de figure ont ainsi été démontrés pour des transcrits chez 

la drosophile (Nakamura et al., 2004; Chekulaeva et al., 2006; Nelson et al., 2004) et le xénope 

(Stebbins-Boaz et al., 1999).àChezàlaà ou heàpa àe e ple,àleàfa teu àBRUNOà uiàlieàlaà gio à ’UTRà

du transcrit oskar interagit avec la protéine CUP qui elle- eàlieàeIF Eàpou ài hi e àl’asse lageà

du complexe de coiffe (Nakamura et al., 2004). Plus récemment, il a été proposé que les protéines 

à motifs RGG agissent dans un modèle similaire où elles servent comme facteurs de liaison à 

eIF4G, grâce aux motifs RGG, pou à lo ue àl’asse lageàduà o ple eàdeàp -initiation (Rajyaguru 

et al., 2012). Chez la levure, plusieurs de ces protéines ont ainsi été démontrées comme 

inhibiteurs de traduction do tà leà fa teu à “ p ,à Npl à età “ d ,à l’o thologueà deà DCP .à Ceà odeà

d’a tio àimplique u à a is eàoùàl’i hi itio àdeàlaàt adu tio ài te ie d aitàsu àdesàáRN àd j à

liés par le complexe de coiffe. Selon Rajyaguru et al. (2012), ce genre de mécanisme répressif 

p se teà l’a a tageà d’i hi e à laà t adu tio à sa sà affe te à di e te e tà laà sta ilit à puis ueà laà

p se eàduà o ple eàeIF Fàp ot geàdeàl’a ti it àdesàe z esàdeàde appi g.àN a oi s,àchez la 

plante, DCP5 est un répresseur de traduction qui agit également dans la déstabilisation de ses 

cibles en favorisant leur decapping via une interaction avec DCP1 (Xu & Chua, 2009). Les quantités 

de protéines DCP1 et DCP5 diminuent i diate e tàap sàlaàge i atio àetàjus u’ àl’appa itio à

de la première paire de feuille supposant un rôle plus important au cours du développement 

embryonnaire et de façon précoce au niveau post-embryonnaire. DCP5 a été montrée essentielle 

dans la répression et la dégradation de certains transcrits codant des facteurs de stockage des 

lipides incluant OLEO1 et OLEO2 qui sont majoritairement exprimés au cours du développement 

post-embryonnaire précoce (6 jours). Leà a is eàd’a tio àdeàDCP àdans la déstabilisation des 

t a s itsà s’e pli ueà pa à son interaction avec DCP1 mais son action en tant que répresseur de 

traduction ’està pasà do u e t e. Néanmoins, la présence de motifs RGG en extrémité C-

terminale de sa séquence protéique suggère un mécanisme conservé en ciblant eIF4G. Par ailleurs, 

bien que les transcrits cibles de DCP5 à 6 jours codent pour des fonctions similaires, aucune 

séquence ou motif particulier ’a été identifié supposant l’i te e tio àd’aut esàRBPàpou àfa ilite à

l’a ageà deàDCP à su à sesà i les.àCes données illustrent ainsi un modèle où dans les étapes du 

développement post-embryonnaire précoce, DCP5 agirait en coopération avec des RBP 

particulières sur un sous-e se leà d’áRN à o duisa t au blocage de leur traduction en 

interagissant avec eIF4G et à leur déstabilisation en interagissant avec DCP1 (Figure 42-A). Les 

sultatsàduà hapit eàIIIào tà o t à ueàl’i te a tio àe t eàDCP àetàDCP à ’estàplus détectée dans 

des plantes de 14 jours à l’i e seà d’u à stadeà à jou s.à En accord avec cette observation, cela 
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pourrait suggérer u’ àu àstadeàdeàd eloppe e tàplusàta dif,àDCP à ’au aitàplusà laà apa it àde 

déstabiliser ses transcrits cibles e à pe da tà l’i te a tio à a e à DCP à aisà pou aità toujou sà

réprimer leur traduction. Par ailleurs, puisque les facteurs de stockage des lipides ne sont 

majoritairement plus exprimés à ce stade de développement, cela suppose également que DCP5 

agit su àd’autres cibles.  

 En me basant sur ces observations,àj’e isageàalo sàdeu àmécanismes pour expliquer le rôle 

deà p essio à ta lià pa à LáRP àetàDCP àdeà faço àd pe da teàouà i d pe da teàd’ECT  dans un 

stade de développement tardif (>14 jours). Dans un premier cas, une coopération entre les trois 

facteurs serait nécessaire pour une action principale sur des ARNm méthylés (Figure 42-B). C’està

donc ECT2 qui, une fois fixée sur les ARNm méthylés, pourrait recruter les complexes LARP1-DCP5 

via une interaction directe avec LARP1. Dans ce modèle, ECT2 assurerait donc en partie la 

sélectivité des cibles par son rôle de lecteur de méthylation. DCP5 et LARP1 auraient une action 

dou leàsu àl’e t it à ’àet/ouàleà o ple eàdeà oiffeàpou àe p he àleà e ute e tàduà o ple eà

de pré-initiation tout en stabilisant le transcrit réprimé. Chez les végétaux, leà odeàd’i te a tio à

de LARP1 avec les ARNm est peu connu mais o à peutà ett eà l’h poth seà d’u à a is eà

o se àa e àl’o thologueàdesà a if es,à ’est-à-dire une interaction sur la coiffe de certains 

transcrits présentant un résidu C en +1. C’estàe àeffetàsu à esà oiffesà ue, chez les mammifères, 

LARP1 peut se lier via le motif DM15 pour y déplacer eIF4E et inhiber la traduction (Lahr et al., 

2017). Ho isàlaà oiffeàetàleà siduàCàe à+ ,à esàt a au à o t e tà u’ilà ’ àpasàdeàp f e eàpou à

lesà u l otidesàsui a tsà eà uiàsugg eà ueàlesàs ue esà ’TOPà eàse aitàpasàu àd te i ant pour 

la liaison du motif DM15. Ainsi, la préférence de substrat de LARP1 pour les coiffes présentant un 

Càe à+ à ’estàp o a le e tàpasàe lusifàau àáRN à ’TOP.àChezàlesàpla tes,àilà ’estàpasàdo u e t à

siàl’a tio àdeàLáRP àestàd pe da teàdeàlaà oieàTORàetàd’ap sàlesà sultatsàdeàt a slato i ueàilà ’ à

aà pasà d’e i hisse e tà sig ifi atifà desà t a s itsà oda tà laà a hi e ieà deà t adu tio à pa ià lesà

cibles potentiellement réprimés en traduction par LARP1. Avec cette observation, le modèle 

développé ici est que chez la plante, LARP1 pourrait avoir un rôle de répresseur de traduction en 

se fixant sur les coiffes avec un C en +1 et bloquer laà liaiso à d’eIF E.à Pour rejoindre cette 

h poth se,à desàdo esàp li i ai esà issuesàd’u eà olla o atio ào tà o t àpa àu eàanalyse in 

vitro que le motif DM15 de LARP1 de plante est capable de lier la coiffe avec une préférence pour 

un C en +1 sans être influencé par les séquences suivantes (Dr. Co teàM.R.,àKi g’sàCollegeàLo do ,à

données non publiées). Dans la mesure où LARP1 pourrait lier la coiffe, cette interaction pourrait 

sta ilise à leà t a s ità p i à e à i hi a tà pa à e e pleà l’i te a tio à e t eà DCP à età DCP à pou à

empêcher la suppression de la coiffe.  
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 Finalement, sans ECT2, on peut très bien imaginer un mécanisme similaire faisant 

intervenir une autre RBP qui reconnaît aitàu à otifàpa ti ulie àe à ’UTRàet pourrait recruter les 

complexes LARP1-DCP àpou ài hi e àl’i itiatio àdeàt adu tio àd’aut esàt a s its (Figure 42-C). Au 

final, les deux systèmes permettraient de réguler le flux traductionnel de certains transcrits en 

contrôlant leur engagement traductionnel via LARP1/DCP5 ou ECT2/LARP1/DCP5. Puisque les trois 

semblent réguler des transcrits codant des facteurs du développement ou de la réponse aux 

st ess,à elaàsupposeà u’en condition basale les transcrits sont majoritairement réprimés mais lors 

deà e tai esà o ditio sà oissa e,à a iatio sàe i o e e tales ,ào àpeutài agi e à ueàl’a ti it à

d’ECT  et/ou LARP1 et/ou DCP5 pourrait être régulée. Un tel mécanisme diminuerait alors la 

répression de ces transcrits spécifiques pour permettre leur traduction lors de certaines 

conditions. Ce modèle coopératif pourrait cependant être différent dans le trichome puisque les 

observations des branches montrent que les lignées dcp5-1 ont un phénotype opposé à celui des 

mutants ect2. Leà od leàd’a tio àe àt i ho eàse aàdis ut àda sà laàpa tieà IIIàdeà laàdis ussio .àDe 

même, au vu des données de translatomique, on peut supposer également que DCP5 cible 

certains groupes de transcrits sans LARP àetàpou aitàdo àfai eàappelà àd’aut esàRBP.à 

I.4 – Perspectives  

 Pour consolider leà od leàd’a tio àfaisa tài te e i àECT ,àLáRP àetàDCP  pour réprimer la 

traduction des transcrits méthylés, plusieurs points restent à être étudiés. Le premier sera de 

d te i e àsiàLáRP àestàeffe ti e e tàu à i te diai eà à l’i te a tio àe t eàECT àetàDCP .àPou à

tester cette hypothèse, des expériences de co-immunoprécipitation pourront être menées à partir 

de différentes combinaisons de lignées mutantes et transgéniques permettant de tester 

l’i te a tio àe t eàdeu àfa teu sàe à l’a se eàduàt oisi e.àái si,àda sàdesàplantes mutées pour 

LARP1 et exprimant une version étiquetée de DCP5, une interaction entre ECT2 et DCP5 ne devrait 

pas être retrouvée si LARP1 agit comme intermédiaire. À l’i e seà ilà faud aità d o t e à ueà

l’i te a tio à ECT -LáRP à està d te ta leà e à l’a se eà deà DCP à toutà o eà l’i te a tio à e t eà

LARP1-DCP àe àl’a se eàd’ECT .à 

Pa àlaàsuite,àl’ tapeài dispe sa leàse aàdeàd fi i àleà leàdesàt oisàfa teu sàsur la traduction 

et démontrer leur coopération dans la répression et la stabilisation des transcrits méthylés. Dans 

cette optique, la première étape sera déjà de confirmer les résultats de translatomique à partir 

d’e p ie esàdeàPCRà ua titati eà su à lesàmutants respectifs pour ECT2, LARP1 et DCP5 afin de 

démontrer la sur-accumulation dans les polysomes de transcrits cibles des trois facteurs à la fois. 

Deà e,à l’e p ie eàpou aà t eà e eà àpa ti àduà t ipleà uta tà ect2-1/larp1-1/dcp5-1 pour 
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déterminer sià l’effetà est plusà fo tà e à l’a se eà desà t oisà fa teu s.à D’aut eà pa t,à u à s st eà deà

traduction in vitro préparé à pa ti à d’e t aitsà deà ge eà deà l  pourrait être envisageable pour 

esu e à l’effetà deà esà fa teu sà su à laà t adu tio .à Cesà e t aitsà o tie e t les composants 

essai esà pou à laà s th seà deà p ot i esà áRNt,à i oso es,à fa teu sà d’i itiatio ,à lo gatio à età

traduction) et sont couramment utilisés pou àteste àl’i pa tàdeàfa teu sàd’i t êt sur le contrôle 

de la traduction. C’està ota e tà pa à e système que DCP5 a pu être montrée comme un 

répresseur de la traduction des transcrits OLEO1 et OLEO2 (Xu & Chua, 2009). Avec ce système, 

l’o je tifà serait de tester différentes combinaisons en apportant ECT2 et/ou LARP1 et/ou DCP5 

produits par système recombinant pour déterminer leur impact respectif sur la synthèse de 

protéines. Néanmoins, cette approche présente deux inconvénients. Le premier est qu’elleà

nécessite la production des protéines ECT2, LARP1 et DCP5 par un système recombinant qui reste 

u eà t heà diffi ileà selo à e tai esà p ot i es.à Leà deu i eà està u’elleà i pli ueà laà s th seà de 

plusieurs transcrits cibles des trois facteurs qui devront être méthylés selo àl’h poth seà u’ECT à

exerce son rôle répresseur de traduction en recrutant les complexes LARP1-DCP5 sur les transcrits 

méthylés. Or, ilà ’estàpasàpossi leàdeàdi ige àlaà th latio àd’u àt a s itàp oduitàpa àt a s iptio à

in vitro, ce qui nécessiterait une synthèse complète du transcrit de façon artificielle avec des 

résidus m6A et donc très coûteuse.  

Une alternative serait d’e isage àu eàe p ie eàdeà« tethering »à ’est-à-dire de forcer la 

fixation d’ECT àsu àu àt a s ità appo teu àet mesurer la quantité produite de la protéine associée 

auàt a s it.àC’està ota e tàpa à etteàapp o heà ueàles rôles de YTHDF1 comme stimulateur de 

traduction et de YTHDF2 comme stimulateur de la dégradation ont pu être illustrés (Wang et al., 

2014b, 2015).à L’id eà està d’utilise à u à t a s ità appo teu à oda tà u eà p ot i eà ua tifia leà

(luciférase par exe ple àetà uiàpo teàdesà s ue esàd’affi it à Bo BàouàM“ -binding sites) pour 

une étiquette fusionnée à ECT2 (λ ou MS2). Dans cetteàopti ue,àlaàfi atio àd’ECT àsu àleàt a s ità

estài duiteà eàs’ilà eà o stitueàpasàu eà i leà atu elle.àPuis u’ilàaà t à o tré que les protéines 

à domaine YTH exercent principalement leur rôle de régulation via leur partie N-terminale, des 

e sio sà t o u esà d’ECT à poss da tà u i ue e tà laà pa tieà N-terminale ou C-terminale avec le 

domaine YTH pourraient être utilisées. Finalement,à da sà l’h poth seà oùà ECT à e uteà LáRP à età

DCP5 pour réprimer la traduction, ces approches pourront être réalisées dans des mutants larp1-

1, dcp5-1 ou larp1-1/dcp5-1 afi àdeàd o t e àl’i te e tio àdeà esàp ot i esàda sàleà a is eà

d’a tio àd’ECT . On peut s’atte d eà àa oi àu àeffetà i eu àe àl’a se eàdeàDCP ,àLáRP àouàdesà

deux si ECT2 régule effectivement la traduction par le biais de ces partenaires. De même, 

l’asso iatio à deà LáRP à et/ouà DCP à su à eà t a s ità pou aità t eà esu e pa à RIPà e à l’a se eà
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d’ECT à pou à d o t e à u’ECT à està essai eà auà e ute e tà desà o ple esà LáRP -DCP5. 

Ensuite, pou à d o t e à leà odeà d’a tio à deà LáRP à età DCP ,à lesà e p ie esà pou aie tà t eà

répétées avec des plantes exprimant de versions tronquées de ces deux facteurs. Concernant 

LáRP ,àl’h poth seàestà u’elleàpou aitàlie àlaà oiffeàdesàt a s itsàp se ta tàu àCàe à+ àetà ’estàauà

moins via leà do ai eà DM à ueà etteà i te a tio à s’op eà hezà lesà a if es.à Da sà etteà

optique, une version tronquée de LARP1 sans motif DM15 pourrait être utilisée et ces plantes 

transgéniques sont actuellement en construction. Concernant DCP5, après avoir testé son 

interaction avec eIF4G, une version sans motifs RGG pourrait être utilisée sur le même principe 

pour démontrer l’i po ta eà deà esà otifsà dans cette interaction et le pouvoir répresseur de 

DCP5.  

Pa à ailleu s,à da sà leà od leà d elopp à l’h poth seà està ueà LáRP à pou aità sta ilise à lesà

t a s itsàe ài hi a tàleàde appi g.àPuis ueàl’i te a tio àDCP -DCP1 diminue à 14 jours on peut se 

demander si LARP1 pourrait intervenir ici en bloquant cette interaction. Pour déterminer ce point, 

l’i te a tio àe t eàDCP àetàDCP àpou aità t eàtest eàda sàu à uta tà larp1-1 à 14 jours. Si LARP1 

joue un rôle négatif pour cette interaction, on devrait alors maintenir les complexes DCP5-DCP1 à 

14 jours. Da sà eà o te te,à o à peutà alo sà ett eà l’h poth seà ueà lesà i lesà deà DCP à seraient 

traductionnellement réprimées mais également encore déstabiliséesàpuis ueà LáRP à ’i hi e aità

plus le de appi g.à Desà a al sesà deà laà ua tit à à l’ uili eà deà i lesà o u esà e t eà DCP à età

LARP1 pourront donc être effectuées par PCR quantitative pour étudier cette hypothèse en 

comparant leur évolution dans un mutant larp1-1 par rapport aux plantes sauvages. Dans la même 

idée, l’i te a tio àe t eàLáRP àetàDCP àpou aà t eà test eàda sàdesàpla tesàCol à à à jou sàpou à

d te i e àsiàl’affi it àe t eàlesàdeu àfa teu sàpou aità t eà odifi eàauà ou sàduàd eloppe e t.à

Les résultats du chapitre III ont néanmoins dé o t àl’e iste eàdeà o ple eàECT -DCP5 à 6 jours 

laissant suppose à ueà l’i te a tio à LáRP -DCP5 existe également à ce stade si LARP1 agit 

effectivement comme intermédiaire entre ECT2 et DCP5. Cela pourrait suggérer u’auà oi sàda sà

le développement post-embryonnaire précoce,à LáRP à ’au aità pasà u à i pa tà ajeu à su à

l’i te a tio à DCP -DCP1 ce qui reste tout de même à être démontré expérimentalement. 

Cependant, elaà ’e lutàpasà u’ à à jou sà l’i te a tio àECT -DCP5 soit différente et ne nécessite 

pas LARP1. Au cours du développement post-embryonnaire, ECT2 pourrait par exemple participer 

au ciblage des transcrits méthylés en interagissant avec DCP5 pour faciliter leur dégradation. Dans 

un stade plus tardif, LARP1 se placerait alors comme intermédiaire entre DCP5-ECT2 pour bloquer 

le mécanisme de dégradation et stabiliser les transcrits réprimés. Pour tester cette hypothèse, cela 

implique de mieux caractériser les interactions entre ECT2, LARP1 et DCP5 à 6 jours. De même, les 
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expériences de tethering détaillées précédemment pourront être répétées dans un stade post-

embryonnaire précoce pou àd te i e à l’effetàdesà t oisà fa teu sà su à laà t adu tio à et la stabilité 

d’u àt a s ità appo teu .à 

 Par la suite, les cibles directes d’ECT2, LARP1 et DCP5 devront être définies dans leur 

ensemble par une approche de RIP-seq. Da sà l’h poth seàoùà l’a tio àdesà t oisà fa teu sàpou aità

être différente en fonction du stade développemental, les cibles pourront être définies dans un 

stade post-embryonnaire précoce (6 jours) mais également dans un stade plus tardif (14 – 17 

jours). Bien que des données aient été générées par RNA-seq sur des plantes de 17 jours pour 

l’i pa tàdeà ha u àdeà es facteurs sur le transcriptome et le translatome, les transcrits affectés 

pourraient être une conséquence i di e teàd’u eàd gulatio à li e à l’a se eàdeà esàp ot i es.à

L’a al seàdeàRIP-se àpe ett aitàdo àd’ide tifie àu i ue e tàlesà i lesàli esàpa àECT ,àLáRP àetà

DCP5 et ainsi distinguer les populations de transcrits communes entre chacun de ces facteurs. 

Da sàl’h poth seàoùàECT àpe ett aitàp i ipale e tàleà i lageàdesàt a s itsà th l es,àilàse aità

essai eàd’ide tifie à àl’ helleàduàt a s ipto eàlesàáRN àpo teu sàdeà 6A par une approche 

de m6A-seq. En ce sens, des travau à e sàda sàl’ uipeà ise tà à ta li àleàp ofilàdeà th latio à

chez Arabidopsis thaliana (Berlivet et al, données non publiées). Une fois établies, ces données 

pourront donc être comparées aux transcrits définis comme i lesàd’ECT ,àLáRP àetàDCP àpou à à

distinguer les ARNm méthylés. Da sàl’h poth seàoùàECT àse aità essai eàpou àad esse àLáRP àetà

DCP5 sur les ARNm méthylés, des analyses de PCR quantitative pourront être répétées à partir de 

plantes mutantes ect2-2 e p i a tàu eà e sio à ut eàd’ECT àda sàle domaine YTH (ECT2-YTH***) 

pou à esu e àlaà ua tit à à l’ uili eàda sàlesàpol so esàdesà i lesàdesàt oisàfa teu sàide tifi esà

o eà th l es.à“a sàleà i lageàpa àECT ,àl’e gage e tàt adu tionnel de ces transcrits devrait 

alors être favorisé.  

II – QUEL EST LE RÔLE DE LA PHOSPHORYLATION D’ECT  ?  

 En dehors des conditions basales, la fonction des lecteurs de méthylation est très peu 

documentée en situation de stress abiotiques. Seuls des travaux ont été menés sur YTHDF2 en 

réponse au stress thermique (Zhou et al., 2015) et ont montré que sa localisation subcellulaire est 

reprogrammée en passant du cytoplasme vers le noyau en réponse au stress. Alors que YTHDF2 

est surtout impliquée dans la déstabilisation des transcrits méthylés en condition normale, en 

situation de stress les données recueillies supportent que dans le noyau YTHDF2 protège les ARNm 

th l sà e à ’UTRàdeà l’a tio àd th laseàdeàFTO.àConcernant ECT2, les premiers résultats de 
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olo eàd’affi it àpour un ARNm méthylé ont suggéré u’elle s’asso ieà oi sà àu eà i leà th l eà

lo sàd’u àst essàthe i ue.àE àplusàduàfaità u’ECT ài te agitàa e àLáRP ,àu àa teu ài pli u àda sà

la réponse au stress thermique chez la plante, ces données ont orienté mes travaux vers la 

fonction et la gulatio àd’ECT àen condition de stress thermique.  

II.1 – Vers une inactivation des fonctions en situation de stress ?  

II.1.1 – Régulation de la capacité d’ECT  à lie  les ARN méthylés 

 Pour faire le lien avec les résultats préliminaires de olo eàd’affi it à àu àáRNà th l ,àilà

a été démontré par une approche de RIPà u’au u àARN méthylé ’està et ou à e à asso iatio à

a e à ECT à lo sà d’u à st essà the i ue.à Cetteà o se atio à suggère fortement que la capacité de 

lecteur de th latio à d’ECT à est régulée négativement en situation de stress. Pour explorer 

comment une telle régulation pourrait s’op e ,à ilà aà t àd ou e tà u’ECT àestàd a i ue e tà

phospho l eà auà ou sàd’u à st essà the i ue. Deux formes phosphorylées différentes induisant 

un changement de migration de la protéine su àgelàd’ le t opho seào tàai siàété identifiées. En 

recherchant les positions des phosphorésidus par spectrométrie de masse, une dizaine de sites 

phosphorylés a été recensée dont deux spécifiques au stress thermique : la sérine 27 et la tyrosine 

461. Visi le e t,à laàp e i eàpositio às’i t g eàda sàu eàzo eàN-terminale non conservée et ne 

présente pasàdeàp di tio àpa ti uli eàpou àu à uel o ueà otif.àâàl’oppos ,àlaàt osi eà ,àestà

quant à elle positionnée dans le domaine YTH. Plus précisément, cette position se trouve séparée 

pa à seule e tà à sidusà d’u à t ptopha eàesse tielà pou à laà liaiso à à laà th latio ,à à sa oi à laà

position W464 (Figure 43-A). U à od leà deà p di tio à deà laà st u tu eà duà do ai eà YTHà d’ECT  

permet d’illust e à ueàla tyrosine 461 fait face à la poche aromatique de liaison à la méthylation, à 

laà fi àd’u eàst u tu eàe àhélice (Figure 43-B). En se reportant à la structure publiée du domaine 

YTH de la protéine humaine YTHDC1 dans le même plan, cette positio à ’està a priori pas en 

o ta tàdi e tàa e àl’áRNà iàa e àl’ad osi eà th l eà Figure 43-C, cercle rouge). Les études de 

structures du domaine YTH chez les mammifères ont démontré que les ARNm méthylés 

interagissant avec la cage aromatique sont inclus dans une large surface chargée positivement 

(Zhu et al., 2014; Xu et al., 2014b, 2015). Bien que la tyrosine 461 ne semble pas impliquée 

di e te e tàda sà l’i te a tio àa e à lesà sidusàN6- th lad osi es,à l’ajoutàdeàphospho latio ,à

’est-à-di eà d’u à g oupe e tà PO3
2-, introduit une charge négative aux alentours de la cage 

aromatique. La différence de migration des formes phospho l esàd’ECT àsu àgelàd’ le t opho seà

eàpeutàpasàs’e pli ue àseule e tàpa à leàpoidsàd’u àg oupe e tàphosphateà àDa  et suppose 

ainsi une modification de la charge résiduelle de la protéine. Da sà l’h poth seà oùà laà



YTHECT2

(Prédit)

W526

W521

W464

Y461

YTHYTHDC1
B C

W464Y461 W521 W526
* **

A

Figure 43 : Visualisation de la position de la tyrosine 461 dans le domaine YTH d’ECT2

(A) Alignement des séquences des domaines YTH d’A a idopsis (ECT et CPSF30) et humaines (YTHDF1-3 /

YTHDC1-2). Les acides aminés essentiels pour la liaison au m6A sont marqués d’u astérisque rouge, les numéros

des positions étant basés sur la séquence d’ECT2. La position phosphorylée dans ECT2 est marquée d’u triangle

vert. La conservation des acides aminés est illustrée en fond bleu. (B) Modélisation du domaine YTH de la protéine

ECT2 générée à partir de l’outil Molecule Viewer (bar.utoronto.ca/eplant, Waese et al. 2016). Les feuillets-β sont

représentés en jaune et les hélices-α en rouge clair. Les trois tryptophanes nécessaires à la liaison à la m6A sont

colorés en vert (W464, W521 et W526). La position de la tyrosine 461 phosphorylée chez ECT2 est pointée par

une flèche rouge. (C) Structure générale du domaine YTH de la protéine YTHDC1 humaine en complexe avec un

ARN GG(m6A)CU. Le rond rouge indique la position théorique de l’a ide aminé phosphorylé chez ECT2. Extrait de

Xuo et al. 2014.

* **

1 2 3 41 2 5 6 7 83 4
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phosphorylation de la position Y461 induit à elle seule au moins une des deux formes B ou C 

isi lesàsu àgel,à ’est-à-di eà u’elleà odifieàsig ifi ati e e tàlaà ha geàdeàlaàp ot i eàetàle nombre 

de molécule SDS recouvrant ECT àe àgelàd’ le t opho se,ào àpeutàsuppose à u’elle a le potentiel 

deà di i ue à l’appa ie e tà desàáRN à th l s.àCes résultats suggèrent donc pour la première 

fois chez un eucaryote, ueà l’a ti it à deà liaiso à à laà th latio à desà p ot i esà à do ai eà YTHà

pourrait être régulée par la présence de modifications post-traductionnelles comme la 

phospho latio .àCelaàestàd’auta tàplusà i t essa tàsa ha tà ueà etteàt osi eàestà oluti e e tà

o se eà hezàlesàp ot i esà àdo ai eàYTHàdeàt peàFà hezàl’ho eàetàArabidopsis, excepté pour 

ECT9 (Figure 43-A) etàpou aitàt oig e àd’u à a is eàde régulation conservé. 

 Laà phospho latio à d’u à le teu à deà th latio à ’està pasà u à faità i dità puis ueà YTHDC1 

(YT521-B) est également régulée par des évènements de phosphorylation. Il a été démontré que 

sa version no à phospho l eà s’a u uleà da sà desà o pus ulesà u l ai esà YT-bodies/nuclear 

spe kles à eg oupa tà gale e tà desà fa teu sà d’ pissageà alo sà u’ à l’i e seà laà e sio à

phospho l eà eà s’a u uleà plusà da sà esà ag gatsà (Rafalska et al., 2004). En accord avec ces 

diff e es,àl’ pissageàalte atifàdesà i lesàdeàYTHDC1 està odifi àselo àl’ tatàdeàphospho latio à

de la protéine. En fonction des cibles testées, YTHDC1 favorise ou exclut certains exons suivant son 

état de phosphorylation, témoignant d’u eà gulatio àdeàsaàfo tio àpa àlaàphospho latio .àPar 

ailleurs, bien que YTHDF2 apparaît gul eàe àsituatio àdeàst essàthe i ue,àlesàauteu sà ’o tàpasà

étudié comment un tel mécanisme est mis en place et la capacité de YTHDF2 à lier les ARNm 

méthylés e à situatio à deà st essà ’aà pasà t à d o t e di e te e t.à Ce ià ’e lut donc pas la 

possi ilit à d’u eà gulatio à deà YTHDF à pa à des phosphorylations. En résumé, bien que des 

do esàaie tàd j à o t à u’u eàp ot i eà àdo ai eàYTHàpouvait être régulée en fo tio àd’u à

stress environnemental ou par phosphorylation, les résultats obtenus avec ECT2 suggèrent pour la 

première fois ueà laà apa it àdeà liaiso à à laà th latio àd’u eàp ot i eà àdo ai eàYTHàpourrait 

être régulée en situation de stress par une modification post-traductionnelle.  

II.1.2 – La localisation dans les granules de stress et la régulation des complexes 

protéiques 

 En dehors de sa capacité de lecteur qui semble être régulée avec le stress, la localisation 

su ellulai eà d’ECT à està gale e tà odifi eà auà ou sà d’u à stress thermique età elleà s’a u uleà

dans des agrégats cytoplasmiques. Cette observation est une caractéristique partagée avec les 

protéines YTHDF humaines. En effet, YTHDF1 et 3 sont également retrouvées parmi les facteurs 

identifiés dans les granules de stress (Jain et al., 2016) et YTHDF2 s’a u ule dans les p-bodies 



186 

(Wang et al., 2014b). Tous ces lecteurs de méthylation y compris ECT2 possèdent des régions de 

faible complexité en partie N-terminale, une caractéristique retrouvée dans les facteurs formant 

des phases de séparation liquide-li uideà àl’o igi eàdesàg a ulesà ellulai esàsa sà e a eà (Kato 

et al., 2012). Les trois YTHDF humaines sont d’ailleu s apa lesà deà s’ag ge à da sà desà g a ulesà

d’áRNàfo sàa tifi ielle e tàpa àh d ogelà(Kato et al., 2012).àDa sàleà asàd’ECT ,àtousàlesàag gatsà

formés avec un stress thermique se colocalisent avec ceux formés par PAB2, un facteur 

lassi ue e tàetàe lusi e e tà et ou àe àg a ulesàdeàst essàdeàpa àsaàfo tio àda sàl’i itiation 

de traduction (Anderson and Kedersha, 2008). Bien que la colocalisation avec les p- odiesà ’aitàpasà

t à test e,à lesà sultatsà ’o tà pasà faità appa aît eà d’ag gatsà ECT à en condition normale ni 

d’ag gatsàdistincts de ceux formés par PAB2 en situation de stress soutenant une localisation 

ajo itai eà oi eàe lusi eàd’ECT àda sàlesàg a ulesàdeàst ess. De plus, des travaux menés par un 

g oupeàdeà e he heà ’o tàpasàide tifi àdeà olo alisatio àsig ifi ati eàe t eàECT2 et un marqueur 

de p-bodies (VCS, orthologue de Hedls/Edc4) en situation normale ou en stress hydrique, 

supportant une localisation majoritairement exclue des p-bodies (Arribas-Hernández L., Brodersen 

P., Université de Copenhague, communications personnelles).  

 E àide tifia tàlesàpa te ai esàp ot i uesàd’ECT àpa àu eàapp o heàglo aleàdeàp ot o i ue,à

il a été découvert que le stress thermique diminue par trois le nombre de partenaires par rapport 

àlaà o ditio à o ale.àâàl’e eptio àd’u àseulàfa teur, tous les partenaires en situation de stress 

sont également des interactants en situation normale supposant une simple réduction des réseaux 

protéiques. Puisqu’ECT à ’i te agità plusà a e à desà áRN à th l sà e à situatio à deà st essà

thermique, cela pourrait supposer que les interactions ARN-dépendantes soient majoritairement 

perdues lors du stress et pourrait ainsi expliquer la diminution du nombre de partenaires identifiés 

à 38°C. Des résultats o tà isà e à a a tà ueà laà e sio à ut eà d’ECT à da sà leà do ai eà YTH 

s’a u uleà toujours dans des granules cytoplasmiques (données non montrées). Ainsi, dans la 

mesure où la phosphorylation de la tyrosine 461 diminuerait laà apa it à d’ECT à à lie à laà

méthylation, on peut néanmoins e àd dui eà ueà elaà ’i flue eàpasà l’agrégation de la protéine 

dans les granules de stress. La fonction de lecteur de m6áàd’ECT à ’estàdo àpasà e uiseàpou àlaà

localisation dans les granules de stress. Une hypothèse pourrait donc être que certains partenaires 

non ARN-dépendant puissent participe à à l’ag gatio àd’ECT àda sàlesàg a ulesàdeàst essà o eà

UBP1c ou RBP45b qui sont orthologues des protéines TIAR des mammifères impliquées dans la 

formation des granules cytoplasmiques (Waris et al., 2014). On ne peut néanmoins pas exclure 

u’ECT à puisseà toujou sà lie à desà áRNà o à th l sà eà uià eà pe età pasà d’a a e à ueà lesà

interactants maintenus à 38°C soient uniquement des partenaires directs. En effet, chez les 
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mammifères le domaine YTH possède également la capacité de lier des ARN non méthylés même 

siàl’affi it àestà àfoisàplusà duiteàpa  rapport aux ARN méthylés (Theler et al., 2014).  

 Finalement, pou à e à e e i à auà odeà d’a tio à d’ECT ,à sià elleà agit en situation normale 

comme un répresseur de traduction sur les ARNm méthylés en lien avec LARP1 et DCP5, pourquoi 

faut-il inactiver sa fonction de liaison aux ARNm méthylés en situation de stress ? En supposant 

u’ilàs’agità l àd’u à a is eàpou àle e àl’i hi itio àsu àsesà i lesà th l es,à elaà i pli ue ait-il 

que ces transcrits soient alors traduits en situation de stress ? Pour aller dans ce sens, les cibles 

ajeu esàd’ECT àe à o ditio à o aleà ode tàe àpa tieàdesà fa teu sàdeà po seàau à st ess.àO à

pou aità alo sà i agi e à u à od leà oùà lo s ueà u’ECT à de ie tà phospho l e,à l’i te a tio à a e à

l’áRN à th l  està o p o iseà età peutà p o o ue à soità leà d o hageà d’ECT à seule,à soità leà

décrochage du complexe entier ECT2-LARP1-DCP5. Dans les deux cas, les transcrits méthylés 

seraient alors libérés de l’action répressive et pourraient être traduits pour faciliter la production 

des facteurs de réponses au stress età l’activation des voies de réponses spécifiques (Figure 44). 

Da sà eà o te te,à l’ag gatio à d’ECT  et/ou LARP1-DCP5 dans les granules de stress serait un 

moyen supplémentaire pour séquestrer et inhiber la ou les protéines. Il est notamment publié 

chez la plante que LARP1 est également majoritairement accumulée dans les granules de stress en 

réponse au stress thermique pouvant rejoindre ce modèle (Merret et al., 2013). De même, la 

lo alisatio àdeàDCP àda sà lesàg a ulesàdeà st essà ’aàpasà t à tudi eà aisà l’o thologueà“ d p de 

le u eàs’a u uleà àlaàfoisàda sàlesàg a ulesàdeàst essàetàlesàp-bodies (Rajyaguru et al., 2012).  

 Ceà od leàsupposeàdo àu eàt adu tio àdesà i lesà o u esàd’ECT ,àLáRP àetàDCP àe à

situatio àdeàst ess.àPa à a ueàdeàte ps,àlesàdo esàdeàt a slato i uesà ’o tàpasà t àt ait esà

dans les résultats pour rejoindre cette hypothèse. Néanmoins, les premières analyses montrent 

ueàlesà ua tit sà àl’ uili eàda sàlesàpol so esàdeàCol àpou àlesà i lesà o u esàd’EC ,àLáRP à

età DCP à so tà ajo itai e e tà plusà i po ta tesà e à situatio à deà st essà u’e à o ditio à o aleà

(données non montrées). Pour aller plus loin dans ce modèle, il serait donc crucial de définir les 

i lesàdi e tesàd’ECT ,àLáRP àetàDCP àen condition normale, rejoignant les perspectives proposées 

précédemment, mais également en condition de stress the i ue.àU eàfoisà ide tifi es,à l’o je tifà

sera de déterminer si en situation de stress, l’e gage e tàt adu tio elàdeà esàt a s itsàpou aità

être facilité témoignant de la levée de l’i hi itio àop e par les trois facteurs.  

III.2 – Pe spe tives et utilisatio  de ve sio s phospho sista tes d’ECT    

 Pou à tudie à l’i pa tàdeà laàphospho latio àsu à laà fo tio àd’ECT ,à laà eilleu eàapp o heà

consisteà à o st ui eàdesà e sio sàd’ECT àoùà lesà sidusà“ àet/ouàY à so tà e pla sàpa àdesà
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résidus non phosphorylables (phosphorésistants). Pour cela, des constructions ont été menées 

pour remplacer la sérine 27 par une alanine et la tyrosine 461 par une phénylalanine, tous deux 

ta tà desà sidusà o à phospho la les.à áuà o e tà deà l’ itu eà deà eà a us it,à lesà pla tesà

exprimant soit ECT2 S27 A, soit ECT2 Y461 F ou les deux ECT2 S27 A/Y461 F, sont toujours 

e à ou sàd’ ta lisse e t.àLaàp e i eàétape sera de déterminer par des analyses de western blot 

si ces positions sont effectivement responsablesà deà l’appa itio à desà fo esà odifi es en 

conditions de stress. Dans un second temps, puisque le modèle développé est que la 

phosphorylation de la tyrosine 461 pourrait inhiber laà apa it àdeà le teu àd’ECT ,ào àpeutàalo sà

imaginer u’u e version phosphorésistante d’ECT à pourrait toujours lier les ARN méthylés en 

situation de stress. Ce point pourra être étudié en répétant les analyses de RIP et de dot blot anti-

m6A à partir de ces plantes transgéniques en situation de stress thermique. Par la suite, l’o je tifà

se aàalo sàd’ tudie àlesàfo tio sàd’ECT àe àst essàthe i ueàlo s u’elleà ’estàplusàphospho la le.à

En postulant que la phosphorylation d’ECT à prime son interaction avec les ARN méthylés et lève 

son rôle répresseur, on peut imaginer que dans un contexte où ECT2 ne serait plus phosphorylée 

en réponse au stress thermique, les complexes ECT2-LARP1-DCP5 seraient alors maintenus sur les 

transcrits. Dans ce contexte, les transcrits codant les facteurs de réponse au stress seraient 

toujours réprimés et la voie de réponse serait compromise. Pour aller dans cette hypothèse, une 

foisà ueà lesà i lesàd’ECT , LARP1 et DCP5 auront été identifiées par RIP-seq, leur comportement 

pourra alors être étudié dans les plantes exprimant ECT2 Y461 F à l’aideà d’app o heà deà PCRà

ua titati eà àpa ti àd’áRNàissusàdeàf a tio sàpol so alesàe à o ditio à o aleàetàe àsituatio àdeà

stress. O às’atte d aitàalo sà à oi àlesàt a s its toujours réprimés en situation de stress. De même, 

pou à d o t e à e o eà u eà foisà l’i po ta eà deà LáRP à et/ouà DCP à da sà eà a is e,à etteà

e p ie eàpou aà t eà p t eàe ài t g a tàlaà e sio àphospho sista teàd’ECT àda sàlesà uta tsà

larp1-1, dcp5-1 ou larp1-1/dcp5-1. Ici, même si ECT2 serait toujours liée aux ARN méthylés, 

l’a se eàdeàLARP1 et/ou DCP5 ne permettrait plus de réprimer ces cibles. 

 D’ap sà lesàdo esàdeàt a slato i ue,àe à l’a se eàd’ECT àcertains facteurs de réponse 

au stress échappent à la répression et sont déjà traduits en situation normale supposant une 

quantité plus importante des acteurs produits par ces transcrits. Cette quantité plus importante 

pourrait fou i à au à pla tesà p i esà d’ECT à un meilleur potentiel de résistance aux stress par 

rapport aux plantes sauvages. En effet, dans un contexte de stress, les mutants ect2 auraient déjà 

un niveau de réponse basal plus efficace que des plantes Col0 pour lesquelles ces facteurs de 

po sesà de aie tà d’a o dà t eà p oduitsà deà façon spécifique au stress. Les premiers tests de 

thermotolérance esu a tà leà tau à deà su ieà desà pla tesà ’o tà pasà d o t à u eà diff e eà
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majeure entre les plantes Col0 et les mutants ect2 dans les régimes testés. Néanmoins, pour tester 

si les mutants ect2 présenteraient une meilleure reprise de croissance par rapport à Col0, il 

conviendrait de répéter ces expériences en incluant des mesures quantitatives de croissance. Une 

autre possibilité serait de reprendre les mesures de survie mais cette fois en appliquant un stress 

d’u eà i te sit àplus forte où les plantes Col0 ne survivent pas en majorité. Dans ce contexte, il 

pourra être déterminé si les plantes mutantes ect2 présentent un meilleur taux de survie par 

rapport aux plantes Col0. De même, puisque dans le modèle développée, la phosphorylation 

d’ECT àse aitàesse tielleàpou àle e àlaà p essio àd’ECT àsu à esàt a s itsàdeà po seàauàst ess,àlesà

plantes exprimant la version phosphorésistante de Y461 devraientàalo sà oi sà ie à s’a li ate à

aux régimes de thermotolérance.  

 Par ailleurs, au cours du stress thermique où ECT2 est majoritairement phosphorylée, on 

constate une réduction des partenaires en complexe avec ECT2. Cette observation pourrait 

supposer que certaines interactions pourraient être influencées négativement par la modification 

post-t adu tio elleà d’ECT .à Cetteà di i utio à deà pa te ai esà pou aità ai sià s’e pli ue à soità pa à

une conséquence directe de la phosphorylation qui pourrait réduire la liaison de certains 

partenaires soit par une conséquence indirecte dû à la réduction deà fi atio à d’ECT à au à áRNà

méthylés, réduisant les partenaires ARN-dépendants. Dans ces hypothèses, cela supposerait que 

sa sà phospho latio ,à ECT à se aità toujou sà apa leà d’i te agi à a e à lesà pa te ai esà do tà

l’i te a tio à ’està plusà d te t eà e à situatio à deà st essà the i ue.à En ce sens, des tests de co-

immunoprécipitations pourront être menés à partir des versions phosphorésistantes pour 

déterminer si les interactions des partenaires d’ECT à sp ifi uesà deà laà o ditio à o aleà

pou aie tà t eà ai te uesàauà ou sàd’u à st essà the i ueàda sàu à o te teàoùàECT à eà se aità

pas phosphorylée. Si les interactions sont maintenues cela pourrait démontrer que la 

phospho latio à d’ECT à pou aità effe ti e e tà o t i ue à à i hi e à e tai esà i te a tio sà

protéiques.  

 Fi ale e t,àu àaut eàt peàd’outilàad uatàse aitàl’utilisatio àdeà e sio sàd’ECT à i a tàdesà

résidus phosphorylés constitutivement (phosphomimétique). Avec un tel outil, on pourrait 

ota e tà d te i e à sià effe ti e e tà u eà e sio à phospho l eà d’ECT à eà pou aità plusà agi à

comme répresseur de traduction ou servirait également à déterminer si la phosphorylation de la 

tyrosine 461 empêche la liaison à la méthylation. Cependant, substituer un résidu équivalent à une 

phospho-t osi eà esteà u eà t heà diffi ileà puis u’au u à aut eà a ideà a i à eà poss deà u eà

structure équivalente. Classiquement, un acide aspartique ou un glutamate est utilisé en substitut 
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des versions phosphorylées des sérines, thréonines ou tyrosines. Néanmoins remplacer la 

tyrosine, qui est un résidu aromatique, par un résidu aliphatique pourrait déjà affecter le 

repliement du domaine YTH. Dans le cas où un phosphomimétique présenterait une diminution de 

laà apa it à à lie à laà th latio ,à ilà se aità do à diffi ileà deà disti gue à sià l’effetà p o ie tà

i t i s ue e tàdeàlaàsu stitutio àd’a ideàa i àouàdeàl’ ui ale tàd’u eàphospho latio .à 

II.3 – Quels sont les a teu s i pli u s da s la phospho latio  d’ECT  ?  

 Le contexte des séquences autours des résidus sérine 27 et tyrosine 461 ne correspond pas 

aux séquences consensus de protéines kinases communes comme les CDK, CK (Casein kinase) ou 

MAPK (Ubersax and Ferrell Jr, 2007) supposa tà l’i te e tio à d’autres kinases. Les données 

d’i te a to eà d’ECT à ’o tà identifié aucun facteur connu pour agir en tant que kinase ou 

phosphataseàsugg a tà ueàl’i te a tio àa e à esàa teu sàestàt sàtransitoire. De façon générale, la 

phosphorylation intervient majoritairement sur les résidus sérines, thréonines et tyrosines. La 

phosphorylation des tyrosines est néanmoins classifiée comme un évènement rare puisque une 

tudeà e à ellulesà hu ai esà aà ua tifi eà à l’ helleà duà p ot o eà ueà lesà phospho-tyrosines 

représentent 2% des cas contre 86 % et 12 % pour les phospho-sérines et phospho-thréonines 

respectivement (Olsen et al., 2006).àL’i stallatio àdeà esàphospho latio sàestàai siàassu eàpa àdesà

Sérine/thréonine kinases et des tyrosines kinases. À tit eà d’e e ple,à leà le teu à deà th latio à

YTHDC1 (YT521-B) est connu pour être phosphorylé sur des tyrosines par les tyrosines kinases 

c-Src, c-Abl et p59fyn (Rafalska et al., 2004). Chez A. thaliana, la distribution de la phosphorylation 

sur les sérines, thréonines et tyrosines apparaît dans un ratio de 85, 11 et 4% respectivement 

(Sugiyama et al., 2008). Curieusement, bien que les tyrosines sont phosphorylées chez la plante 

da sà desà p opo tio sà si ilai esà au à a if es,à ilà ’e isteà pasà d’ ui ale tsà au à otifsà

spécifiques des tyrosines kinases des animaux (Rudrabhatla et al., 2006; Shankar et al., 2015). Il est 

donc proposé que les tyrosines soient phosphorylées par des kinases à double spécificité ciblant à 

la fois les sérines/thréonines et les tyrosines. Ainsi,à ’estàp o a le e tàu àa teu àdeà etteà lasseà

qui est impliqué dans la phosphorylation de la tyrosine 461 sur ECT2.   

 Pa àailleu s,àilàaà t ào se à ueàl’i stallatio àdeàphospho latio àsu àECT àe àsituatio àdeà

stress est compromise dans un contexte où la quantité de m6áàestà duite,à ’est-à-dire dans des 

uta tsà duà o ple eà deà th lt a sf ase.à âà l’i e se,à lo s ue l’ lo gatio à deà t adu tio à està

i hi eà hi i ue e tà e à o ditio à o ale,à l’i stallatio à deà phospho latio à su à ECT à està

fa o is e.àCesà sultatsàsuppo te tà ueàlaàd a i ueàdeà odifi atio sàd’ECT àestà t oite e tàli eà

à la présence de transcrits méthylés età àl’ tatàg alàdeàlaàt adu tio àetài pli ueàdo à u’u eàouà
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desàki ase s àsoi e tà eli e s à à esà a a t isti ues.àU eàh poth seàpou aità t eàl’i pli atio àdeà

ki asesàli esà àlaàphospho latio àd’eIF à o eàGCN àouà gale e tàdesàki asesàdeàlaà oieàTOR, 

également impliquée dans le contrôle de la traduction (Sesma et al., 2017). Pour aller dans cette 

hypothèse,à leà p ofilà d’ECT à pou aità t eà d te i à da sà u à uta tà pou à GCN à ouà pa à u eà

inhibition de la voie TOR via des agents chimiques.    

III – LE RÔLE D’ECT  DANS LE TRICHOME : UN INDICATEUR D’UN DÉFAUT DE 

CYCLE CELLULAIRE ?  

 Au u à d fautà deà oissa eà ’aà t à o se à e à l’a se eà d’ECT .à N a oi s,à sa ha tà

u’ECT à faità pa tieà d’u eà fa illeà ultig i ueà deà à e es,à u eà edo da eà fo tio elleà

entre des facteurs ECT estàfo te e tàe isagea leàpou a tàe pli ue àl’a se eàdeàph ot peàe à

l’a se eàdeàseule e tàECT .àCepe da t,à ilàaà t àd ou e tà ueà l’a se e d’ECT à o duità àdesà

défauts morphologiques des trichomes en augmentant de façon générale le nombre de branches. 

Deàfaço ài t essa te,à eàd fautà ’aàpasà t à et ou àda sàd’aut esà uta tsàpou àdesàECTà ECT4, 5 

et 8) pou a tàsuppo te àu à leàsp ifi ueàd’ECT àdans le développement du trichome. De plus, ce 

défaut a été directement relié à la capacité de lecteur de m th latio àd’ECT àpe etta tàpou àlaà

première fois chez Arabidopsis d’att i ue à laà fo tio à d’u à le teu à deà 6A à un aspect 

d eloppe e talàd j à o uàpou à t eài duitàe àd gula tàl’e p essio àdeàfa teu sàduà o ple eà

de méthylation (Bodi et al., 2012; Vespa et al., 2004). Fi ale e t,à ie à ueàl’i pa tàdeàtoutesàlesà

ECTà ’estàpasà t à esu ,àlaàsi ila it àdesàd fautsàe ge d sàda sàlesàpla tesàáBI -MTA et ceux 

dans les mutants ect2 p oposeà u’ECT àse aità leà le teur de méthylation principal dans cette voie 

du développement.  

 Au niveau structurel, deux aspects contrôlent la formation des branches des trichomes : la 

régulation du cycle cellulaire et la structure du cytosquelette (Ishida et al., 2008). Ainsi, ’està

ota e tàlesà seau àdeà i otu ulesàetàd’a ti esà uià o t i ue tà àlaàfo atio àetàl’ lo gatio à

des branches (Tian et al., 2015). Concernant le cycle cellulaire, ce mécanisme est classiquement 

divisé en 4 grandes étapes :àu eàphaseàG àdeàp pa atio à àlaà pli atio ,àu eàphaseà“àoùàl’áDNàestà

répliqué, une phase G2 de croissance et de préparation de la mitose et enfin une phase M de 

itoseàpe etta tàlaàdi isio à ellulai e.àLesà ellulesàdeàt i ho esàseàd eloppe tàe àso ta tàd’u à

leà itoti ueàpou àe t e àda sàu à leàd’e do dupli atio ,à ’est-à-di eà ueàl’áDNàestà pli u à

sa sàsu i àdeàdi isio à ellulai e.àLesà ellulesàpasse tàalo sàd’u eàphaseàG à à“àsans passer par une 

phase M. Une fois entrée en endoréduplication, en moyenne 4 cycles (G/S) successifs sont achevés 
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jus u’ àlaà atu it àduàt i ho e, do a tàu eà ua tit àd’áDNà o e eàdeà àC.àLeàp e ie à leà

contribue à différencier la cellule de trichome, les deuxièmes et troisièmes cycles coïncident avec 

l’appa itio àdesàdeu i esàetàt oisi esàe a he e tsàalo sà ueàleàde ie àse tàdeà atu ation 

du trichome par expansion cellulaire (Figure 45-A). Le nombre de branches est donc directement 

eli à à laà ua tit à d’áDNàdeà laà elluleàdeà t i ho eàetà auà o eàdeà lesàd’e do dupli atio à

subis (Schnittger and Hulskamp, 2002). De nombreux gènes ont été identifiés dans la formation du 

trichome constituant un ensemble de facteurs de transcription dont certains régulent les phases 

de transitions du cycle cellulaire (Pattanaik et al., 2014). Dans le casàd’u eàsu e p essio àdeàFIP ,à

ilàaà t à o t à ueàl’aug e tatio àduà o eàdeà a hesàsu àlesàt i ho esàestàasso i eà àu eà

quantité plus importante en ADN dans les trichomes (Vespa et al., 2004). La ploïdie des cellules 

attei tàjus u’ à àCàsugg a tàauà oi sà à lesàd’e do dupli atio àsuppl e tai es.àLe défaut 

de branchages des trichomes dans ces plantes pourrait donc être lié à une dérégulation du cycle 

cellulaire en lien avec une perturbation du niveau de m6A cellulaire. En effet, même si le niveau de 

m6áà ’aàpasà t àmesuré dans ces plantes, on peut supposer que la surexpression de FIP37 pourrait 

affecter qualitativement et/ou quantitativement le dépôt de méthylation sur les ARNm. De même, 

l’ tudeàdesà pla tesàáBI -MTA montre que la diminution de MTA entraînant une baisse de m6A 

o duità gale e tà àdesàd fautsàsi ilai esàd’aug e tatio àdeà a hesà(Bodi et al., 2012). Au vu 

deà esà sultats,ào àpeutà ett eà l’h poth seà ueàdesàt a s itsà i pli u sàda sà laà gulatio àduà

leà ellulai eà et/ouà deà l’e do dupli atio à so tà possi le e tà gul sà pa à la méthylation m6A 

chez Arabidopsis thaliana.  

II.1 – Lien entre la méthylation et le cycle cellulaire  

 De nombreux liens ont déjà été faits entre la méthylation des transcrits et la régulation du 

leà ellulai eà hezàlesàeu a otes.àToutàd’a o d,à lesàt a scrits possédant le plus de méthylation 

dans de nombreux types de cellules souches de mammifères (ESC, iPSC, NSC, SC) sont enrichis 

dans des fonctions biologiques associées du cycle cellulaire (Batista et al., 2014; Chen et al., 2015). 

D’aut eàpa t,àe àdi i ua tà l’e p essio àdeàáLKBH àpa à siRNáàe à ellulesàhu ai esàqui entraîne 

une augmentation de m6A, de nombreux transcrits associés au cycle cellulaire sont affectés (Zheng 

et al., 2013). De même, en ciblant WTAP par siRNA, de nombreux transcrits liés au cycle cellulaire 

ont une expression réduite (Horiuchi et al., 2006). Il a ainsi été montré plus précisément que 

WTAP stimule la transition G2/M en stabilisant notamment le transcrit de la cycline A2, un facteur 

clé dans cette étape du cycle cellulaire. Le ciblage de WTAP par siRNA conduit ainsi à une 

accumulation de cellules en phase G2. Le lie à a e à l’a ti it à deà WTáPà da sà leà o ple eà deà



Figure 45 : Modèle du rôle d’ECT2, LARP1 et DCP5 dans le contrôle du cycle cellulaire

(A) Représentation de la formation des trichomes. Au cours des 4 grandes étapes du cycle cellulaire (G1, S, G2,

M), une cellule se différencie en trichomes par une entrée en endoréduplication en contournant la phase M de

division. Le premier cycle d’e do dupli atio coïncide avec la différenciation et l’ e ge e du trichome, les

seconds et troisièmes cycles coïncident avec l’appa itio des branches et le quatrième cycle sert de maturation.

Adapté de Breuer et al., 2014. (B) Représentation de l’a tio de DCP5 et ECT2 sur la formation des trichomes. Une

première hypothèse serait u’ECT2 agirait comme stimulateur de la transition G2/M (défavorable à l’e t e en

endoréduplication) et que DCP5 réprimerait cette transition (favorable à l’e t e en endoréduplication). Une

seconde hypothèse concerne une action plus tardive d’ECT2 qui stimulerait l’a t de l’e do dupli atio une fois

les quatre premiers cycles achevés à l’i ve se de DCP5 qui réprimerait cet arrêt. Dans chacun des cas, l’a se e
d’ECT2 faciliterait l’e do dupli atio à l’i ve se de la réduction de DCP5 qui réprimerait l’e do dupli atio .

Bien que le mutant larp1-1 ne présente pas de phénotype, les multiples mutants impliquant LARP1 et ECT2 et/ou

DCP5 suppose son intervention avec un effet rejoignant celui d’ECT2. Ce modèle suppose néanmoins que les

phénotypes des trichomes soient liés à un défaut d’e do dupli atio plutôt u’u défaut du cytosquelette des

trichomes.
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th latio à ’aàpasà t à tudi à aisàl’a u ulatio àdeà ellulesàe àphaseàG àestà gale e tà isi leà

e àdi i ua tàl’e p essio àd’aut esàpa te ai esàduà o ple eàdeà th latio à o eàHáKáI,àVIRàouà

RBM15 (Horiuchi et al., 2013). Ceci va dans le sens que la méthylation des transcrits jouerait un 

rôle dans la régulation du cycle cellulaire et potentiellement dans la phase de transition vers la 

di isio à ellulai e,à ’est-à-di eà p is e tà l’ tape qui doit être réprimée lors des évènements 

d’e do dupli atio .à Deà faço à i t essa te,à e ià i pli ue aità ueà lesà le teu sà deà th latio à

puissent agir dans le contrôle de transcrits méthylés impliqués dans la progression du cycle 

cellulaire.  Dans cette optique, chez les mammifères les cibles directes de YTHDF2 ainsi que les 

cibles communes entre YTHDF1 et 3 sont enrichies pour des facteurs associés au cycle cellulaire 

(Wang et al., 2014b; Li et al., 2017). Plus particulièrement, chez le poisson zèbre, la mutation de 

Ythdf2 conduit également à un défaut du cycle cellulaire au cours de la transition zygotique en 

bloquant tardivement la phase G2 (Zhao et al., 2017). En accord avec ce défaut, de nombreux 

transcrits du cycle cellulaire voient leur stabilité régulée par Ythdf2. Ces résultats suggèrent que la 

régulation du cycle cellulaire par les protéines YTH puisse être une caractéristique conservée chez 

les eucaryotes. 

II.2 – Le ôle d’ECT  da s le d veloppe e t du t i ho e et le lie  ave  

LARP1 et DCP5 

 Au vu du lien entre la méthylation m6A et la régulation du cycle cellulaire chez les 

eu a otes,à l’h poth seà laàplusàp o a leàpou àe pli ue à l’aug e tatio àduà o eàdeà a hesà

sur les trichomes des mutants ect2 se aità u’ECT àestà gale e tài pli u e dans la régulation du 

cycle cellulaire en tant que lecteur de méthylation. Néanmoins, deux hypothèses sont 

envisageables pour expliquer ces défauts.  

 Premièrement, puisque que la mutation de WTAP chez les mammifères (Horiuchi et al., 

2006) ou de Ythdf2 chez le poisson zèbre (Zhao et al., 2017) conduit à un blocage de la transition 

G2/M, cela suppose la méthylation et les lecteurs comme des stimulateurs de cette transition. En 

postulant pour un mécanisme évolutivement conservé, o à peutà ett eà l’h poth seà u’ECT à

pourrait également faciliter cette transition en régulant certains transcrits clés. Dans les 

trichomes, la transition G2/M doit être réprimée pour fa ilite à l’e t eà da sà lesà lesà

d’e do dupli atio à (Breuer et al., 2014). ái si,à e à l’a se eà d’ECT ,à lesà ellulesà se aie tà plusà

facileme tà lo u esà e à phaseà G à età l’e t eà e à e do dupli atio à se aità fa ilit eà da sà lesà

trichomes (Figure 45-B .à Da sà etteà h poth se,à elaà peutà suppose à ueà l’e t eà e à

endoréduplication serait plus précoce par rapport aux plantes sauvages, expliquant un nombre de 
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cycles plus importants qui par conséquence augmenterait le niveau de ploïdie et le nombre de 

branches sur les trichomes. Concernant DCP5, il a été observé dans le mutant dcp5-1 que le 

nombre de branches est en revanche réduit par rapport aux plantes sauvages. Au vu de cette 

différence avec les mutants ect2, cela laisse penser que DCP5 pourrait réguler un groupe de 

transcrits différents et avec un rôle opposé à ceux régulés par ECT2. Dans ce modèle cela pourrait 

supposer que DCP5 régulerait positivement l’e t eà e à e do dupli atio ,à pa à e e pleà e à

réprimant la transition G2/M de division cellulaire (Figure 45-B). Ainsi, dans le mutant dcp5-1, 

l’e t eàdans les lesàd’e do dupli atio à se aità eta d eàetà laàploïdieàainsi que le nombre de 

branches diminueraient en conséquence par rapport aux plantes sauvages. À ma connaissance il 

’e isteàpasàdeà lie àdi e tàe t eà leà leàdeàDCP àetà laà gulatio àduà leà ellulai e.àN a oi s,à

chez la levure la protéine Scd6p està th l eàsu àlesà otifsàRGGàpa àl’a gi i e méthyltransférase 

Hmt1 (Lien et al., 2016) et cette enzyme est connue pour réguler le cycle cellulaire en favorisant la 

stabilisation de certains transcrits cyclines (Messier et al., 2013). Il pourrait donc exister un lien qui 

’aà pasà t à tudi à e t eà laà th latio à deà “ d à pa àH t à età laà p og essio à duà leà ellulai e.à

Da sà u à se s,à l’effetà diff e tà deà DCP à da sà lesà t i ho esà pou aità gale e tà t eà u eà

conséquence de son interaction avec DCP1 et de son rôle déstabilisateur. En effet, les trichomes 

ont été observés sur la première paire de feuilles qui émerge des cotylédons moins de 10 jours 

sui a tà laà ge i atio .à Lesà t i ho esà so tà fo sà t sà p o e e tà puis u’ils sont issus de 

cellules différenciées dans les primordia des feuilles  (Hülskamp et al., 1994). À ce stade, il est donc 

e isagea leà ueà l’i te a tio àDCP -DCP1 soit maintenue et DCP5 agirait comme répresseur et 

déstabilisateur de ses cibles.  

 Leàp e ie à od leàpostuleàpou àu eàdiff e eàd’a tio àd’ECT àetàDCP àda sàl’e t eàe  

endoréduplication, néanmoins, un second modèle pourrait concerner un rôle plus tardif dans le 

d eloppe e tà desà t i ho es.à E à effet,à e tai sà aut esà a teu sà so tà i pli u sà da sà l’a tà desà

lesà d’e do dupli atio à u eà foisà le trichome arrivé à maturité (Breuer et al., 2014). ECT2 

pou aità do à t eà i pli u eà da sà eà p o essusà e à fa o isa tà l’a tà desà lesà

d’e do dupli atio à ap sà lesà à lesà a he sà e à o e eà da sà lesà t i ho esà o au .à E à

l’a se eà d’ECT ,à l’a tà deà l’e do dupli atio à se aità o p o isà uià pou aità alo sà pou sui eà

pou àdesà lesà suppl e tai esà e pli ua tà l’aug e tatio àduà o eàdeà a hes.àDeà e,à

DCP à pou aità a oi à l’effetà oppos à e à i hi a tà l’a tà deà l’e do dupli atio à Figu eà 5-B). La 

réduction du niveau de DCP5 contribuerait alors à favoriser le blocage des cycles 

d’e do dupli atio àe pli ua tàlaà du tio àdesàt i ho esà à à a hesàda sàleà uta tàdcp5-1. 
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 Le mutant simple larp1-1 ne présente pas de défaut de nombre de branches de trichomes. 

N a oi s,àl’o se atio àdesà ultiplesà uta tsàsugg eà ueàLáRP àau aitàu àeffetàda sàlaà eà

oieà u’ECT .à ái sià da sà lesà deu à od lesà p de ts,à LáRP à pou aità t eà asso i eà a e à ECT à

pour contribuer aux mêmes effets, à savoir stimuler dans une moindre échelle la division cellulaire 

età i hi e à l’e t eà e à e do dupli atio .à Pou à fai eà leà lie à a e à etteà h poth se,à hezà lesà

a if es,à auà oi sà deu à tudesà o tà e e s à ueà laà di i utio à d’e p essio à deà LáRP à pa à

siRNA provoque un arrêt dans le cycle cellulaire supportant LARP1 comme un stimulateur positif 

du cycle cellulaire (Burrows et al., 2010; Tcherkezian et al., 2014).  

 En accord avec ces modèles, il serait nécessaire dans un premier temps de déterminer le 

niveau de ploïdie des trichomes des différents mutants pour déterminer si le phénotype observé 

est relié au niveau de ploïdie. Concernant ECT2, auà uàdeàl’aug e tatio àduà o eàdeà a hes,à

o à s’atte dà à o se e àu eà aug e tatio àduà i eauà deàploïdie,à deà faço à si ilai eà au à do esà

obtenues avec la surexpression de FIP37 (Vespa et al., 2004). Ce défaut de ploïdie pourrait ne pas 

t eà seule e tà est ei tà da sà leà t i ho eà età t eà ep se tatifà d’u à d fautà glo alà deà leà

cellulaire. Le niveau de ploïdie pourra donc être déterminé de façon générale dans les feuilles par 

exemple. En accord avec cette hypothèse, une collaboration a été initiée avec Dr. BENHAMED M. 

(MdC Université Paris sud - Institut of Plant Sciences Paris-Saclay) pour mesurer le niveau de 

ploïdie dans les trichomes, les feuilles et les racines de mutant ect2 et des versions 

complémentées avec YFP-ECT2 ou YFP-ECT2*** en comparaison de plantes Col0. De même, 

certains gènes impliqués dans le développement du trichome sont également requis pour la 

différenciation des poils racinaires (Ishida et al., 2008). Il serait donc intéressant de voi àsiàl’a tio à

d’ECT ,àLáRP àouàDCP àpou aità gale e tà t eà e uiseàda sàd’aut esàsitesàd’e do dupli atio à

o eàlesà a i esàse o dai esàouàl’h po ot leà(Gendreau et al., 1998). En ce sens, des premiers 

tests concerneront l’ tudeàdeàlaà oissa eà a i ai eàdesà uta tsàect2 etàl’ e ge eàdesà a i esà

secondaires en collaboration avec Dr. BELIN C. et TRUJILLO A. (LGDP, Perpignan). Finalement, un 

moyen de distinguer les deux modèles différents serait par l’ tudeà desà i lesà di e tesà desà t oisà

facteurs pou à ide tifie à sià e tai esà o tà u à i pa tà plut tà su à l’e t eà ouà l’a tà e à

endoréduplication. Il apparaît donc indispensable sur plusieurs points de déterminer les cibles 

di e tesàdesàt oisàfa teu sàetà l’effetàd’ECT ,àLáRP àetàDCP àsu à esàt a s its.àL’ ta lisse e tàduà

th lo eàd elopp àda sàl’ uipeàpou aità gale e tàide tifie àsià esàt a s itsàso tàdesà i lesà

th l esà pou à e pli ue à l’i te e tio à d’ECT à puis ueà leà d fautà aà t à di e te e tà eli à à saà

capacité de lecteur de méthylation.   
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

 Récemment, de nouvelles voies de régulatio  de l’e p essio  des gènes ont émergé faisant 

intervenir des modifications post-transcriptionnelles comme la N6-méthyladenosine. Cette 

de i e pe et d’appo te  u  niveau supplémentaire de régulation des ARNm via l’a tio  de 

lecteurs de méthylation notamment. Avant ces travaux de thèse, aucun lecteur de méthylation 

’avait t  ide tifi  hez les v g tau  et e si des p ot i es à do ai e YTH so t p se tes, 

leurs fonctions restent majoritairement inconnues dans la régulation des ARNm méthylés. Ainsi, 

cette étude a pe is de a a t ise  pou  la p e i e fois les fo tio s d’ECT2, une protéine à 

domaine YTH, chez la plante Arabidopsis thaliana. Les résultats obtenus démontrent que la 

fo tio  de le teu  de th latio  d’ECT2 est impliquée dans le développement et plus 

précisément au niveau des trichomes. Au niveau moléculaire, les travaux menés permettent de 

proposer ECT2 comme un répresseur de traduction des ARNm méthylés. Bien que des expériences 

soient encore nécessaires pour valider e ode d’a tio , ela sugg e un rôle différent et inédit 

par rapport aux protéines à domaine YTH de mammifères. Finalement, un aspect régulateur de la 

fo tio  d’ECT2 a t  is e  avant au travers de modifications post-traductionnelles dont 

l’i stallatio  se le li e au a is e de t adu tio  et au  fa teu s e vi o e e tau . Ces 

résultats pe ette t de sugg e  pou  la p e i e fois u’u  le teu  de th latio  puisse avoi  

une capacité de liaison aux ARNm méthylés régulée par des facteurs externes. Au final, cette 

étude renforce encore une fois le rôle essentiel de la méthylation des ARNm dans le contrôle de 

l’e p essio  des g es au t ave s de l’a tio  d’u  le teu  de th latio .  
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MATÉRIEL ET MÉTHODES  



Lignées caractérisées dans cette étude (ND : Non déterminé)

Gène Identifiant Lignée Allèle Position de l'insertion après l'ATG Insertion du T-DNA

ECT2 At3g13460
SALK_002225 ect2-1 +524 Exon 3 Sens

SAIL_11_D07 ect2-2 +2402 Exon 7 Anti-sens

ECT4 At1g55500
SALK_151516 ect4-1 +1200 Exon 5 Sens

SALK_112012 ect4-2 +2168 Exon 7 Anti-sens

ECT5 At3g13060

SALK_030184 ect5-1 ND - -

SAIL_816_E02 ect5-2 +1090 Intron 4 Sens

SALK_131549 ect5-3 +1742 Intron 5 Anti-sens

ECT8 At1g79270
SALK_206162 ect8-1 +676 Exon 3 Sens

SALK_260710 ect8-2 +1070 Exon 5 Sens

Autres lignées utilisées (NP : Non précisé)

Gène Identifiant Lignée Allèle Provenance Référence

LARP1 At5g21160 SALK_151251 larp1-1 Equipe Merret et al, 2013

DCP5 At1g26110 SALK_008881 dcp5-1 Xu & Chua, 2009

XRN4 At1g54490 SAIL_6811E01 xrn4-5 Souret et al, 2004

MPK3 At3g45640 SALK_151594 mpk3-1

Colcombet J., IPS2, Orsay Frei dit Frey et al, 2014MPK4 At4g01370 SALK_056245 mpk4-2 (HE)

MPK6 At2g43790 SALK_073907 mpk6-2

FIP37 At3g54170 SALK_018636 fip37-4 R. Fray, Nottingham Růžička et al, 2017

CIPK1 At3g17510 NP cipk1-1 Kudla J., Allemagne D'angelo et al, 2006

HSFA1 Quadruple mutant (hsfa1a, b, d, e) hsfa1 Charng Y-Y., Taïwan Liu et al, 2011

Tableau 7 : Récapitulatif des lignées mutantes caractérisées et utilisées
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

I – MATÉRIELS BIOLOGIQUES 

I.1 – Souches bactériennes  

 Lesà tapesàdeà lo ageà ol ulai eào tà essit àl’utilisatio àdeàdeu àsou hesàd’Es he i hia 

coli différentes. La souche DB3.1™ a été utilisée pour construire ou modifier les vecteurs donneurs 

et destinations relatifs au système de clonage par Gateway®. En effet, cette souche est modifiée 

génétiquement pour résister à la toxicité de la cassette CcdB présente dans ces vecteurs. Pour 

toutes les autres applications, la souche DH5α™ a été classiquement utilisée. Dans les deux cas, les 

souches bactériennes ont été cultivées à 38°C  en milieu LB (Lysogeny Broth) liquide (25 g/L LB) ou 

solide (35 g/L LB-agar).  

 Laàg atio àdeàpla tesàt a sg i uesàaà essit àl’utilisatio àdeà a t iesàAgrobacterium 

tumefaciens deàsou heàGV .àCetteàsou heàpo teàu eà sista eà àl’a ti ioti ueà ifa pi i eàetà

gentamicine et est cultivée à 28°C en milieu LB liquide ou solide.   

I.2 – Lig es v g tales d’A a idopsis thalia a et uta ts d’i se tio  ADN-T  

 L’ ot peàColo ia-0 (Col0) a été utilisé comme écotype sauvage. En parallèle, la majorité 

des lignées mutantes provient du Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) qui disposeàd’u à

sto kàd’auà oi sà 0 000 lots différents de graines avec des mutations pour la quasi-totalité des 

g esàd’Arabidopsis.àCesà uta tsàso tà o st uitsà su à laà aseàd’u eà i se tio àu i ueàetàal atoi eà

d’u eàs ue eàd’áDNàdeàt a sfe tàda sàleàg o eàde laàpla teàpa àleà iaisàd’o ga is eà a t ie à

comme Agrobacterium sp. Les lignées mutantes établies ou utilisées dans cette étude sont listées 

dans le tableau 7.  

II – MÉTHODES RELATIVES À LA CULTURE VÉGÉTALE 

II.1 – Stérilisation de graines et culture in vitro 

 Pou àlesà ultu esàsu à ilieuàg los ,àlesàg ai esàso tàst ilis esàda sàu eàsolutio àd’ tha olà

70 % et de SDS 0,05 % pendant 3 min avec agitation puis rincées 3 fois pendant 1 min dans une 

solutio àd’ tha olà à%.àáp sàs hageàsousàu eàh teà àflu àlaminaire, les graines sont semées sur 

boîtes contenant du milieu MS (Murashige & Skoog, Duchefa Biochimie). Ce milieu est préparé 



202 

dans les proportions de 4,41 g par litre de solution (ajustée à un pH de 5,7) et additionné de 4 g 

d’aga .àLesà oîtes sont ensuiteàs ell esàetàpla esà àhà àl’obscurité en chambre froide a a tàd’ t eà

mises en culture in vitro. Les conditions de cultures sont fixées à une température constante de 

20°C pour une alternance de 16 h de jour avec une intensité lumineuse de 130 µE.m-2.s-1 et 8 h 

d’o s u it .à “elo à lesàutilisatio s,à lesàpla tesàpeu e tà t eà epla t esà i di iduelle e tà e à te eà

après 2 semaines de culture pour terminer leur cycle de développement.  

II.2 – Culture en terre 

 Les graines sont directement semées sur un mélange contenant 4 volumes de terreau pour 

un volume de vermiculite sans étape de stérilisation ni de vernalisation. Les pots sont ensuite 

placés en chambre de culture avec une alternance de 16 h de jour avec une intensité lumineuse de 

100 µE.m-2.s-1 età àhàd’o s u it ,àu eàte p atu eà o sta teàdeà °Càetàu àtau àd’hu idit àentre 

60 et 75%. Après 2 semaines, les plantes sont repiquées individuellement dans de nouveaux pots 

en disposant de une à quatre plantes par pot selon les besoins. À la fin du cycle de 

développement, les plantes sont séchées une dizaine de jours dans une chambre de séchage puis 

lesàg ai esàso tà olt esà àl’aideàd’u àta is.à 

II.3 – Transformation de plantes par Agrobacterium tumefaciens  

L’o te tio àdeàpla tesàt a sg i uesàaà t àeffe tu eàpar agro-infiltration avec la méthode 

de « floral dip » (adaptée de Clough & Bent, 1999; Zhang et al., 2006). Après transformation 

d’Agrobacterium tumefaciens (voir méthode partie III.2.3) et vérification de la présence du 

t a sg eàd’i t tà pa à i lageà PCR, une colonie positive est inoculée dans 5 mL de milieu (LB 

li uideà à g/L à suppl e t à d’a ti ioti uesà deà s le tio  de la souche (rifampicine 50 µg/mL, 

gentamicine 25 µg/mL) ainsi que du vecteur binaire inséré. Après une incubation à 28°C pendant 

une nuit avec agitation, 500 µL de la culture est ajouté à 200 mL de milieu sélectif (LB liquide 25 

g/L, 10 mM MgSO4, gentamicine 25 µg/mL, antibiotique de sélection du vecteur binaire). La 

ultu eàestà i u eà à °Càpe da tà à à àhà jus u’ àattei d eàu eàphaseàstationnaire avec une 

D.O. à 600 nm comprise entre 0,8 et 1. La culture est ensuite centrifugée à 4 000 g pendant 10 min 

etàleàsu agea tàestà li i .àLeà ulotàestà ep isàda sà à Làdeà ilieuàd’i filt atio à à%àsu ose,à

0,1 M MgCl2, 0,05 % Silwet L-77 (Lehle seeds)). Avant infiltration, les plantes sont préparées en 

enlevant les siliques vertes avec un ciseau pour limiter la transformation aux bourgeons floraux en 

ou sàdeàf o datio à uiàso tàsus epti lesàdeàt a s ett eàleàt a sg eà àlaàdes e da e.àL’ag o-

i filt atio à està alis eà e à t e pa tà lesà pla tesà pa à i e sio à da sà laà solutio à d’ag o-bactéries 
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pendant 15 à 20 sec. Les plantes sont ensuite ensachées pendant 24 h pour augmenter le taux 

d’hu idit à puisà leu à d eloppe e tà està a he à lassi ue e tà e à ha eà deà ultu eà jus u’ à

récolte des graines.   

II.4 – Établissement de lignées transgéniques stables  

 Les graines obtenues des plantes transformées par Agrobaterium tumefaciens (génération 

F1) sont mises en culture in vitro su àduà ilieuàM“àsuppl e t àd’u àa ti ioti ueàde sélection afin 

deàs le tio e àlesàpla tesàa a tài t g esàleàt a sg e.àL’a ti ioti ue,àsp ifi ueàselo àleà e teu à

utilisé pour la transformation, est utilisé dans les concentrations suivantes : gentamicine 25 

µg/mL, glufosinate 15 µg/mL. Les plantes résistantes au crible sont ensuite repiquées 

individuellement. La présence du transgène est éventuellement vérifiée par PCR et l’e p essio àdeà

la protéine de fusion est testée par western blot sur chacune des plantes. Les plantes exprimant la 

protéine concernée à des niveaux équivale tsà à l’e p essio à e dog e des plantes Col0 sont 

conservées. Les graines F2 obtenues sont ensuite soumises à un nouveau crible antibiotique pour 

déterminer les lignées mono-insertionnelles qui présenteront une proportion de 75 % de 

résistance pour 25 % de sensible. Au-del à deà à %à t oig a tà d’u eà i se tio à ultipleà duà

transgène, les lots de graines ne sont pas conservés. De ces lignées mono-insertionnelles, 20 

plantules différentes sont repiquées individuellement pour disposer de 20 lots de graines F3 

individuels. Enfin, un dernier crible sur antibiotique est effectué sur les graines F3 pour ne 

conserver que les lots affi ha tà %à deà sista e,à ’est-à-dire présentant des plantes 

homozygotes pour le transgène. Les lignées transgéniques construites ou utilisées au cours de 

cette étude sont listées dans le tableau 8.  

III – TECHNIQUES COURANTES DE BIOLOGIE MOLÉCULAIRE  

III.1 – M thodes elatives à l’ADN 

III.1.1 – E t a tio  d’ADN génomique végétal 

Lesà e t a tio sà d’áDNà o tà t à alis esà à pa ti à deà à gà deà feuilles broyées à l’azoteà

liquide et la poudre est resuspendue dans àµLàdeàta po àd’e t a tio à à MàT is-HCl [pH 

7,5], 250 mM NaCl, 25 mM EDTA [pH 8], 0,5 % SDS) préchauffé à 65°C. La solution est mélangée au 

vortex puisà àµLàdeàta po àd’e t a tio àestàajouté avant une incubation à 65°C pendant 10 min. 

E suite,à àµLàd’isop opa olà à%àestàajout àet la solution est centrifugée à 16 000 g pendant 20 

min à température am ia te.à Leà ulotà o te uà està i à a e à à µLà d’ tha olà à %à età u eà



Nom de la lignée Promoteur utilisé Fusion 
Position de 

l'étiquette
Transformation dans 

Fond génétique 

utilisé
n° lignée F2 résistance antibiotique Signal western

E
C

T
2

 e
n

d
o

g
è

n
e

proECT2:ECT2
ECT2 Endogène 

(-2000pb av. ATG)
+ECT2 (CDS) - Col0, ect2-1, ect2-2 ect2-2

#10 67% (gentamicine) Très faible X

#13 69% (gentamicine) Très faible X

proECT2:YFP-ECT2 ECT2 Endogène +YFP-ECT2 N-terminal Col0, ect2-1, ect2-2 ect2-2

#5 74.6% (gentamicine) Correct

#15 62.3% (gentamicine) Correct

#16 52.3% (gentamicine) Correct

#17 51.4% (gentamicine) Correct

proECT2:ECT2-GFP ECT2 Endogène +ECT2-GFP C-terminal Col0, ect2-1, ect2-2 ect2-2
#50 72% (gentamicine) Correct 

#53 67% (gentamicine) Correct
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proECT2:ECT2*** ECT2 Endogène + ECT2*** - Col0, ect2-1, ect2-2 ect2-2

#76 74% (gentamicine) Correct

#80 75% (gentamicine) Correct

#83 74% (gentamicine) Correct

proECT2:YFP-ECT2*** ECT2 Endogène +YFP-ECT2*** N-terminal Col0, ect2-1, ect2-2 ect2-2

#46 75% (gentamicine) Correct

#47 78.5%(gentamicine) Correct

#52 76.3% (gentamicine) Correct

E
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a

n
te proECT2:ECT2 S27A ECT2 Endogène +ECT2 S27A - Col0, ect2-2 ect2-2

En cours

proECT2:YFP-ECT2 S27A ECT2 Endogène +YFP-ECT2 S27A N-terminal Col0, ect2-2 ect2-2

proECT2:ECT2 Y461F ECT2 Endogène +ECT2 Y461F - Col0, ect2-2 ect2-2

proECT2:YFP+ECT2 Y461F ECT2 Endogène +YFP-ECT2 Y461F N-terminal Col0, ect2-2 ect2-2

proECT2:ECT2 S27A/Y461F ECT2 Endogène +ECT2 S27A/Y461F - Col0, ect2-2 ect2-2

proECT2:YFP+ECT2 S27A/Y461F ECT2 Endogène +YFP-ECT2 S27A/Y461F N-terminal Col0, ect2-2 ect2-2

Autres lignées utilisées

Nom de la lignée Promoteur utilisé Fusion 
Position de 

l'étiquette
Transformation dans Provenance

proABI3:MTA ABI3 +MTA - mutant mta (SALK_074069) R. Fray, School of life sciences, Nottingham

proPAB2:RFP-PAB2 PAB2 +RFP-PAB2 N-terminal Col0 Equipe (LGDP, Perpignan)

proUBI:DCP5-GFP Ubiquitine 10 +DCP5-GFP C-terminal mutant dcp5-1 (SAIL_008881) D. Gagliardi, IBMP, Strasbourg

Tableau 8 : Récapitulatif des lignées transgéniques construites et utilisées



Numéro 

amorce
Description Séquence 5'-3' Utilisation

1150 RP ECT2-1 CCCTTCTCCTTCTTGGCGGCT Génotypage

1151 LP ECT2-1 GGGTCCTGATAACCAGCAGCCAA Génotypage

1046 LP ECT2-2 CGCTCAAGTCTTCCAAATTTG Génotypage

1047 RP ECT2-2 GTCTTGCTGCTATGCTCCTTG Génotypage

1048 RP ECT4-1 GCCTTGGATCCTTCTGTTTTC Génotypage

1049 LP ECT4-1 CTTCCCCGGCTTCTATATTTG Génotypage

1050 RP ECT4-2 AAAACGAAAACAAACCCAACC Génotypage

1051 LP ECT4-2 AAGGCCACAGAAGAGGTTAGC Génotypage

1181 LP ECT5-2 TTTGCATTAGGATCTGCTTTTGTTTTGCTG Génotypage

1182 RP ECT5-2 ATGATCCATATGAGCCGAGTGGCT Génotypage

1173 RP ECT5-3 TATGAAAACCCCACAGGCGAATGG Génotypage

1174 LP ECT5-3 CTTCCATAGTTAGAACCCTGGCCA Génotypage

1052 RP ECT8-1 GCCATTACCATTTCTTCTCCC Génotypage

1053 LP ECT8-1 TCCAACTGAACCATCAAGACC Génotypage

1054 RP ECT8-2 AATCTGATCTCTTCGGGAACG Génotypage

1055 LP ECT8-2 TTCATCCCGATTTAAAGCTCC Génotypage

358 LB SAIL GCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACA Génotypage

253 LB1.3 SALK ATTTTGCCGATTTCGGAAC Génotypage

1152 For CDS ECT2 (+ 5' SpeI Site) CCCCACTAGTATGGCTACCGTTGCTCCTCCTG Clonage

1153 Rev CDS ECT2 (+ 5' EcoRV site) CCCCGATATCTTAGCAACCATTTGCCACCACATCG Clonage

1179 Rev CDS ECT2 w/ STOP (+ 5' EcoRV site) CCCCGATATCGCAACCATTTGCCACCACATCGC Clonage

1156 For prom ECT2 (+5' EcoRV site) CCCCGATATCGCTTTGCACCAATGTTCTCAACCG Clonage

1157 Rev prom ECT2 (+5' KpnI site) CCCCGGTACCGAGAGGAGATTCGACAAACAAAGATTTGG Clonage

1160 Seq For CDS ECT2 #1 TCTCTGCAAACAAACCTGCTGGTGT Séq. plasmide

1161 Seq For CDS ECT2 #2 AGCGTGCACCAGCCTTCATCAG Séq. plasmide

1162 Seq For CDS ECT2 #3 GCGGATAACACATGTGTTGTTCCTG Séq. plasmide

1163 Seq For CDS ECT2 #4 GTGAAGGATGTGCCAAACAGTTTACTG Séq. plasmide

1165 Seq Rev CDS ECT2 #5 TCATTCAAACCATCTACATTGTTCTCATTTCC Séq. plasmide

1166 Seq Rev CDS ECT2 #6 AAACAGGTCTCTGCACATCAGAGTAC Séq. plasmide

1216 Seq For prom ECT2 #1 GCAAGCAACGAACCAAGGGAAGA Séq. plasmide

1217 Seq For prom ECT2 #2 AATATAAAGGCGATATGAGCCTTTAGCTCT Séq. plasmide

1218 Seq For prom ECT2 #3 AAACACACCTATAATAGAAAGCATGCCCT Séq. plasmide

1219 Seq Rev prom ECT2 #4 TCCCTCTGATTCAAATAGATCCACTAATC Séq. plasmide

1220 Seq Rev prom ECT2 #5 TTACCTTTAGGATAAAAGGAAGTAAATTACCTTAG Séq. plasmide

1221 Seq Rev prom ECT2 #6 CAATTGAGCTCACAATGTTGGCGC Séq. plasmide

1222 Seq Rev prom ECT2 #7 CTGATTACTCGTTTGTTATTAGACTGGTGT Séq. plasmide

1106 RT-PCR ECT2 For #1 TCTGTTGCAGAAACTATCCTTGGAC RT-PCR

1108 RT-PCR ECT2 For #2 TTGACACCAATGCTTCCCAGTG RT-PCR

1164 RT-PCR ECT2 Rev #3 GAAAGATGGGACAGCCGCCAG RT-PCR

1130 RT-PCR ECT2 Rev #4 TCGCCTGTGACTGGTTTAGC RT-PCR

1109 RT-PCR ECT4 For #1 TCAAAGTCTAGGACTTTGGAGATCCC RT-PCR

1112 RT-PCR ECT4 Rev #2 CATACAGTGCACTCTGATTCAATGGT RT-PCR

1111 RT-PCR ECT4 For #3 CAGCCTGCATCCATGACAGG RT-PCR

1110 RT-PCR ECT4 Rev #4 CGTTTTCTTCTCTTGCCTGCTTCT RT-PCR

1171 RT-PCR ECT5 For #1 ATGGCAACGACTCAATCACACACCT RT-PCR

1232 RT-PCR ECT5 For #2 GTGGTCGTGGCCAGGGTTCT RT-PCR

1230 RT-PCR ECT5 Rev #3 CTGCCTGCAAAGATAAATGAGGCCA RT-PCR

1114 RT-PCR ECT8 For #1 CTTCTCATGTTCCAAAACATCCTCGT RT-PCR

1116 RT-PCR ECT8 For #2 GAGCAAGAACTCCTTCACGGG RT-PCR

1115 RT-PCR ECT8 Rev #3 TTAACTCTGTGTTTCCCTCTTCGACT RT-PCR

1214 Actin7 RT-PCR For CCAGGAATTGCTGACCGTAT RT-PCR

1215 Actin7 RT-PCR Rev GATTGATCCTCCGATCCAGA RT-PCR

Tableau 9 : Liste des amorces utilisées

Les amorces sont classées en fonction de leur utilisation : génotypage, clonage, séquençage de plasmide

(clonage) et RT-PCR. Les numéros après le symbole # dans la description des amorces utilisées en RT-PCR

correspondent aux amorces schématisées en figure 20 pour les transcrits ECT4, ECT5 et ECT8.
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centrifugation de 5 min à 16 000 g. Après séchage, le culot est finalement repris dans 25 à 50 µL 

d’eauàultrapure ou dans une solution de 10 mM de Tris-HCl à pH 7,5. La solution d’áDNàest stockée 

à 4°C avant utilisation. 

III.1.2 – A plifi atio  d’ADN pa  PCR 

Pour des applications de génotypage ou de criblage de colonies bactériennes, les 

a plifi atio sàd’áDNàso tà alis esàa e àl’áDNàpol aseàGoTa ®àG à P o ega©). Les réactions 

so tàeffe tu esàda sàu à olu eàfi alàdeà àµLà o te a tà àµLàd’u eà at i eàáDNà à à à g  et 

àµLàd’u à i àdeàPCRà àµLàdeàta po àG ee àGoTa ®à àX,à , àµLàdeà i àdNTPsà à à M,à àµLà

d’a o esàse sàetàa ti-sens à 10 µM, 0,2 µL de GoTaq® G2 à u/µLàetàdeàl’eau .àLesàamplifications 

o tà t à alis esà à l’aideà d’u  thermocycleur avec une première étape de dénaturation à 95°C 

pendant 3 min suivie de 25 à 30 cycles de dénaturation (30 sec à °C ,àd’h idatio à àse à àT à

et d’ lo gatio à °Cà à àk / i .à 

Pou àdesàappli atio sàdeà lo age,àlesàa plifi atio sàd’áDNào tàété alis esàa e àl’e z eà

ADN polymérase Phusion® High-Fidelity (Thermo Scientific™). Les réactions sont effectuées dans 

les mêmes conditions que précédemment e àutilisa tàleàta po àdeà a tio àdeàl’e z eàPhusio ®à

High-Fidelity et en appliquant des températures de 98°C aux étapes de dénaturation. Le temps 

d’ lo gatio àestà al ul àsu  la base de 1 kb par 30 sec. Les amorces utilisées dans cette étude sont 

listées dans le tableau 9. 

III.1.3 – Éle t opho se su  gel et pu ifi atio  d’ADN e  aga ose 

Lesàp oduitsàPCRào te usàso tàd pos sàsu àgelàd’aga oseà àXàTáE,à , à%à à à%àága ose à

a a tàd’appli ue àu à ou a tàdeà àVàpe da tà à à à i .àLaàtailleàdesàf ag e ts est estimée à 

l’aideàd’u à a ueu àdeàtailleà àK àPlusàDNáàladde ,àInvitrogen™). Selon les cas, la révélation des 

f ag e tsà d’áDNà seà faità soità e à ajouta tà à Xà d’age tà GelRed™à I te hi ®) dans la solution 

d’aga oseàsoitàdeàfaço àpost-migratoire en incubant le gel 20 min avec agitation dans une solution 

deà latio à à MàNaCl,à à XàGelRed™ .à Lesà f ag e tsà so tàe suiteà isualis sà sousà a àUV 

(U:genius, Syngene). Pour les applications de clonage, les fragments d’i t tsàsont découpés sur 

aga oseà à l’aideà d’u à asoi .à L’áDNà à està e suiteà pu ifi à à l’aideà duà kitàGENECLEáN®à Turbo (MP 

Biomedicals™) selon les recommandations du fournisseur.  

III.1.4 – Séquençage  

 Pou à ifie à laà s ue eà desà f ag e tsà a plifi sà auà ou sà d’ tapeà deà lo ageà ouà pou à

identifier leà siteà d’i se tio à deà l’áDN-T de lignées mutantesà à pa ti à d’u à p oduità PCRà deà
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génotypage, des analyses de séquençage ont été réalisées. Pour chaque réaction, environ 150 ng 

d’áDNà at i eàetà àµLàd’a o eà à àµMàso tàutilis s dans un volume de 10 µL. Le séquençage est 

ensuite réalisé par la plateforme du laboratoire (Michèle Laudié, LGDP, Perpignan) à l’aideà duà

séquenceur ABI3130x1 Genetic Analyser (Applied Biosystems™). Les séquences obtenues sont 

visualisées et traitées à partir du logiciel GENEIOUS® (Biomatters Ltd).  

III.2 – Méthodes relatives au clonage  

 Lesà tapesà deà lo ageà ol ulai eà o tà pe isà l’ ta lisse e tà deà e teu sà i ai esà

essai esà à l’ ta lisse e tà desà lig esà t a sg i uesà e p i a tà u eà p ot i eà ECT à da sà saà

version normale, une version mutée (ECT2***) sur les trois tryptophanes de la cage aromatique 

du domaine YTH ainsi que des versions phosphorésistantes des résidus S27 et/ou Y461. Les 

séquences codantes desà e sio sà ut esàd’ECT à o tà t à di e te e tà s th tis esà aup sàdeà la 

société Biomatik (Canada) et reçues dans un vecteur pBlueScript II SK (+). Les codons TGG des 

tryptophanes 464, 521 et 526 ont été remplacés par des codons GCT codant une alanine. De 

même, le codon TCA de la sérine 27 a été remplacé par GCT et le codon TAT de la tyrosine 461 a 

t à odifi àe àTTCà oda tàu eàph lala i e.àLesà e teu sà i ai esào tà t à ta lisà àpa ti àd’u à

système Gateway nécessitant la construction de vecteurs receveurs et donneurs. Dans chacun des 

cas, les vecteurs receveurs ont été construitsàpou à o te i àlaàs ue eàd’u àp o oteu àd’i t tà

(ECT2 ou UBI) en amont de la cassette AttR de recombinaison alors que les vecteurs donneurs sont 

façonnés pour inclure entre les deux cassettes áttL,à laà s ue eà oda teàd’i t tà fusio eàouà

non à laà s ue eà d’u eà ti uetteà d’affi it à ouà deà fluo es e e.à L’e se leà desà e teu sà

construits est présenté dans le tableau 10. 

III.2.1 – Digestio  d’ADN pa  e z e de est i tio  

Les digestions enzymatiques ont été réalisées à partir de matrice ADN provenant de 

p oduitsàPCRà àµL àouàd’áDNàplas idi ueà àµg .àLesà a tio sàso tàfaitesàda sàu à olu eàfi alàdeà

50 µL selon les recommandations du fournisseur des enzymes (New England BioLabs®) et 

contenant la matrice ADN, du tampon de digestion 1 X, 5 U d’e z eà et 0,1 µg/µL de BSA si 

nécessaire. La digestion se fait en 2 étapes de 45 min à 37°C où un mix de 10 µL, o te a tàl’aut eà

oiti àdeà laà ua tit à d’e z eà ai sià ueàduà ta po àdeàdigestio , est ajouté après la première 

incubation de 45 min. Les produits de digestio à so tà e suiteà a al s sà su à gelà d’aga oseà oùà desà

f ag e tsàpeu e tà à t eàpu ifi sà àl’aideàduàkitàGENECLEáN®àTurbo (MP Biomedicals™) selon les 

recommandations du fournisseur.   



Tableau 10 : Liste des vecteurs plasmidiques construits

Plasmide d'insertion Vecteur construit par ligation 

Insert Source ADN Nom 
Site de restriction 

5'/3'

Etiquette et 

position
Numéro Description Résistance bactérie

Vecteurs donneurs

CDS ECT2 (2 004 pb) PCR (#1152-1153) sur ADNc p326-donneur 1 SpeI / EcoRV - p817 Donneur ECT2 Chloramphénicol

CDS ECT2 PCR (#1152-1153) sur ADNc p686-donneur ² SpeI / EcoRV YFP en 5' p819 Donneur YFP-ECT2 Chloramphénicol

CDS ECT2 sans stop PCR (#1152-1179) sur ADNc p762-donneur 3 SpeI / EcoRV GFP en 3' p827 Donneur ECT2-GFP Chloramphénicol

CDS ECT2 muté YTH *** Biomatik * pBlueScript II SK(+) - - p882 pBlueScript II SK(+) ECT2 Ampiciline

CDS ECT2 muté YTH *** p888 p326-donneur 1 SpeI / EcoRV - p883 Donneur ECT2*** Chloramphénicol

CDS ECT2 muté YTH *** p888 p686-donneur ² SpeI / EcoRV YFP en 5' p885 Donneur YFP-ECT2*** Chloramphénicol

CDS ECT2 S27->A Biomatik * pBlueScript II SK(+) - - p892 pBlueScript II SK(+)  ECT2 S27->A Ampiciline

CDS ECT2 S27->A p892 p326-donneur 1 SpeI / EcoRV - p895 Donneur ECT2 S27->A Chloramphénicol

CDS ECT2 S27->A p892 p686-donneur ² SpeI / EcoRV YFP en 5' p896 Donneur YFP-ECT2 S27->A Chloramphénicol

CDS ECT2 Y461->F Biomatik * pBlueScript II SK(+) - - p893 pBlueScript II SK(+) ECT2 Y461->F Ampiciline

CDS ECT2 Y461->F p893 p326-donneur 1 SpeI / EcoRV - p897 Donneur ECT2 Y461->F Chloramphénicol

CDS ECT2 Y461->F p893 p686-donneur ² SpeI / EcoRV YFP en 5' p898 Donneur YFP-ECT2 Y461->F Chloramphénicol

CDS ECT2 S27->A/Y461->F Biomatik * pBlueScript II SK(+) - - p894 pBlueScript II SK(+) ECT2 S27->A/Y461->F Ampiciline

CDS ECT2 S27->A/Y461->F p894 p326-donneur 1 SpeI / EcoRV - p899 Donneur  ECT2 S27->A/Y461->F Chloramphénicol

CDS ECT2 S27->A/Y461->F p894 p686-donneur ² SpeI / EcoRV YFP en 5' p900 Donneur YFP- ECT2 S27->A/Y461->F Chloramphénicol

Vecteur receveur

Promoteur ECT2

(-2 000 pb av. ATG)

PCR (#1156-1157) sur ADNg

+ digestion EcoRV/KpnI
p770 4 Ecl136II / KpnI - p825 Receveur ProECT2-Gate ay™ Spectinomycine

Plasmides Vecteurs finau  obtenus par Gatewa ™

Donneur Receveur Numéro Nom Resistance Bactérie / plante

p817 p825 p829 ProECT2+ECT2 Spectinomycine / gentamicine

p819 p825 p831 ProECT2+YFP-ECT2 Spectinomycine / gentamicine

p827 p825 p833 ProECT2+ECT2-GFP Spectinomycine / gentamicine

p883 p825 p886 ProECT2+ECT2*** Spectinomycine / gentamicine

p885 p825 p888 ProECT2+YFP-ECT2*** Spectinomycine / gentamicine

p895 p825 p901 ProECT2+ECT2 S27->A Spectinomycine / gentamicine

p896 p825 p902 ProECT2+YFP-ECT2 S27->A Spectinomycine / gentamicine

p897 p825 p903 ProECT2+ECT2 Y461->F Spectinomycine / gentamicine

p898 p825 p904 ProECT2+YFP-ECT2 Y461->F Spectinomycine / gentamicine

p899 p825 p905 ProECT2+ECT2 S27->A/Y461->F Spectinomycine / gentamicine

p900 p825 p906 ProECT2+YFP-ECT2 S27->A/Y461->F Spectinomycine / gentamicine

Légende :

* : Synthèse auprès de la société Biomatik (Canada). 
1 : Plasmide dérivé d’u  ecteur pBlueScript dans lequel une 

résistance au chloramphénicol a été insérée.

² : Plasmide dérivé de p326 dans lequel une étiquette YFP a été 

insérée entre les sites AttL1 et AttL2.
3 : Plasmide dérivé de p326 dans lequel une étiquette GFP a été 

insérée entre les sites AttL1 et AttL2.
4 : Plas ide déri é d’u  ecteur pPZP221 dans lequel un gène de 

résistance à la gentamicine et des cassettes de recombinaison

AttR ont été insérés. 
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III.2.2 – Ligatio  d’ADN   

 Desà f ag e tsà d’áDNà dig sà so t insérés par ligation dans des vecteurs plasmidiques 

p ala le e tà dig sà pa à lesà esà e z esà deà est i tio .à Laà ligatio à s’effe tueà da sà u à

olu eàdeà àµLà o te a tà àµLàd’áDNàligaseàT à P o ega©) à 3 U/µL, 1 µL de tampon de ligation 

àX,àl’áDNà ài s e àetàd’áDNàplas idi ue.àLaà ua tit àd’áDNà ài s e àestàd fi ieàselo àleà al ul :    �� × ����  x 3 (Qv : quantité en ng de vecteur plasmidique, Ti :à tailleàdeà l’i se tà e à k ,à T  : taille du 

vecteur en kb). Le mélange est incubé à 4°C pendant une nuit et un témoin sans ligase est effectué 

en parallèle.  

III.2.3 - Réaction de recombinaison par système Gateway 

 Des vecteurs plasmidiques binaires sont obtenus par recombinaison entre un plasmide dit 

donneur et un autre plasmide dit receveur. La recombinaison a lieu entre la zone définie par les 

o esàattL,àd li ita tàleàf ag e tàd’i t tàda sàleà e teu àdo eu ,àetàlaàzo eàd li it eàpa àlesà

bornes attR contenant la cassette toxique ccdB dans le vecteur receveur. Les réactions de LR 

clonase sont effectuées dans un volume de 10 µL contenant 150 ng de vecteur receveur, 50 ng de 

e teu àdo eu ,à àµLàdeàLRàClo ase™àIIà I it oge ™) et du tampon TE 1 X (10 mM Tris-HCl [pH 8], 

1 mM EDTA). La solution est incubée 1 h à 25°C puis 1 µL de protéinase K (2 µg/µL) est ajouté 

avant une incubation de 10 min à 37°C. Le produit de réaction est ensuite utilisé pour la 

transformation bactérienne. 

III.2.4 – Transformation bactérienne et culture de sélection 

 Les produits de ligation ou de réaction Gateway sont insérés en système procaryote par 

transformation bactérienne. Les 10 µL des réactions de ligation ou de LR clonase sont ajoutées à 

àµLàdeàsolutio àdeà a t iesà o p te tes.àPou àlaàsou heàd’Escherichia coli DH α™, la solution 

est incubée 5 min sur glace avant être directement étalée sur milieu sélectif. Concernant la souche 

DB3.1™, la solution est incubée 5 min sur glace puis un choc thermique est appliqué par 

incubation à 42°C pendant 40 sec a a tàd’ t eàdeà ou eau mis sur glace pendant 2 min. Après 

avoir ajouté 900 µL de LB liquide (25 g/L de LB) sans antibiotique de sélection, la solution est 

incubée 1 h à 37°C avec agitation (100 rpm). La culture est ensuite centrifugée 2 min à 2 000 g et le 

culot est repris dans 100 µL de LB liquide pour être étalé sur milieu sélectif. Dans tous les cas, la 

solution bactérienne est étalée sur deux boîtes en deux volumes différents (20 µL et 80 µL) pour 

ite àleàd eloppe e tàd’u àtapisà a t ie .àLaàs le tio àseàfaitàsu à ilieuàLBàsolideà àg/LàdeàLB-

aga à suppl e t à deà l’a tibiotique de sélection du vecteur utilisé. Les antibiotiques ont été 
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utilisés selon les concentrations suivantes : spectinomycine 100 µg/mL, chloramphénicol 50 

µg/mL, ampicilline 100 µg/mL. Les boîtes sont ensuite incubées à 38°C pendant une nuit.  

Les transformations dans Agrobacterium tumefaciens sont réalisées de la manière 

suivante : 500 ngàd’áDNàplas idi ueàest ajouté à 100 µL de solution bactérienne compétente. Un 

choc thermique est pratiqué en incubant la solution 5 min sur glace puis 5 min à 37°C. La solution 

est ensuite incubée 2 h à 28°C avec agitation rapide (100 rpm) en présence de 1 mL de LB liquide. 

Après une étape de centrifugation de 2 min à 6 000 g, le culot est repris dans 100 µL de LB liquide 

et la solution est étalée sur milieu sélectif. La sélection est faite avec deux anticorps de sélection 

de la souche (rifampicilline à 50 µg/mL, gentamicine à 25 µg/mL à ai sià u’u à a ti ioti ueà

dépendant du vecteur inséré. Les boîtes sont finalement incubées à 28°C pendant 48h.    

III.2.5 – Vérification des colonies positives et culture « minipreps »  

 Après culture sur milieu sélectif, la présence duà e teu à plas i ueà d’i t tà da sà lesà

souches bactériennes est vérifiée par crible PCR sur une dizaine de colonie. Une partie de chaque 

colonie est p le eà àl’aideàd’u àe outàdeàpipetteàetàest mélangée da sà àµLàd’eauàst ile.àLaà

PCRàestà alis eàda sàlesà esà o ditio sà ueàp de e tà Pa tieàIII. . àa e à àµLàd’u à i à

de réactif PCR et 1 µL du mélange précédent. Les colonies positives sont ensuite mises en culture 

dans un petit volume (« miniprep ») en prélevant une autre partie de la colonie avec un embout 

deàpipetteà uiàse aàplo g àda sà à LàdeàLBàli uideàsuppl e t àd’u àa ti ioti ueàdeàs le tio .àLaà

culture se fait avec agitation rapide (100 rpm) à 38°C pendant une nuit.  

 Avant de lancer une culture sur grand volume, une autre étape de vérification est effectuée 

àpa ti àd’u àp ofilàdeà est i tio à àpa ti àd’áDNà a t ie àdesà ultu esà i ip eps.àPou à ela,àl’áDNà

bactérien est isolé de la manière suivante : 2 mL de miniculture est centrifugé 5 min à 5 000 g et le 

culot est repris dans 250 µL de tampon GTE (50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCl [pH 8], 10 mM EDTA, 

25 µg RNAse A). La solution est ensuite incubée 3 min avec 250 µL de tampon de lyse (0,2 N NaOH, 

0,2 % SDS) puis 250 µL de tampon High-Salt (3 M KAc, 1,8 M Acide formique) est ajouté et la 

solution est retournée plusieurs fois. À ce mélange, 750 µL de chloroforme-alcool isoamylique 

(24:1) est ajouté puis la solution est centrifugée 5 min à 14 000 g. La phase supérieure est 

up eàda sàu à ou eauàtu eàetà àµLàd’isop opa olà àestàajout àa a tàu eà e t ifugatio àdeà

à i à à à àg.àLeà ulotàestà i àda sà àµLàd’ tha olà à% par une centrifugation de 5 min. 

Après séchage, le culot est ep isàda sà àµLàd’eauàst ile.àFi ale e tà àµLàdeà etteàsolutio àd’áDNà

est utilisée pour effectuer une digestion enzymatique (selon la méthode en III.2.1) en 
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sélectionnant des enzymes présentant des sites de coupures spécifiquement présents dans le 

vecteu àd’i t t.à 

III.2.6 – Culture « midipreps » et pu ifi atio  d’ADN plas idi ue  

 Lesà olo iesà a e à desà p ofilsà deà est i tio à o t a tà l’i se tio à duà e teu à plas idi ueà

d’i t tà so tà e suiteà isesà e à ultu esà en grands volumes (« midipreps »). Pour cela, 1 mL de 

i i ultu eà està ajout à da sà à Là deà LBà li uideà suppl e t à deà l’a ti ioti ueà deà s le tio à

ad uate.à Laà ultu eà està i u eà u eà uità à °Cà a e à agitatio à apideà à p .à L’áDNà

plas idi ueàestàe t aità àl’aideàduàkitàPu eYield™àPlas idàMidip ep System (Promega©) selon les 

i st u tio sàduàfou isseu .àL’áDNà o te uàda sàlesà àµLào te uà àl’ tapeàfi aleàestàp ipit à2 h 

à - °Cà da sà à olu esà d’ tha olà à%à età / e deà olu eà d’a tateàdeà sodiu à d’a tateà deà

sodium (NaAc 3 M, pH 5,2). Après une centrifugation à 16 000 g pendant 20 min à 4°C, le culot est 

i à à foisà a e à à µLà d’ tha olà à %à a e à u eà e trifugation pendant 5 min à 4°C puis 

finalement repris dans 100 µL de 10 mM de Tris-HCl à pHà .àLaàpu et àetàlaà o e t atio àdeàl’áDNà

extraitàso tà ifi esàpa àdosageàauàspe t ophoto t eàNa od op™à à The o Scientific™).  

III.3 – M thodes elatives à l’ARN 

III.3.1 – E t a tio  d’ARN total et a al se su  gel d’ le t opho se  

 Laà thodeà d’e t a tio à desà áRNà totau à està alis eà selo à u à p oto oleà odifi à deà

(Logemann et al., 1987) utilisant un tampon de guanidium (8 M Guanidium-HCl, 20 mM MES, 20 

mM EDTA [pH 7], 5 % β-mercapto-éthanol ajouté au dernier moment). À pa ti àd’e i o à à gà

de poudre de tissus broyés, 700 µL de tampon de guanidium est ajouté et la solution est incubée 

à i à su à laàgla e.àU à olu eàd’u eàsolutio àdeàph olà pHà /Chlo ofo e/alcool isoamylique 

dans les proportions (25:24:1) est ajouté et la solution est mélangé au vortex pendant 30 sec. La 

solution est ensuite centrifugée à 16 000 g pendant 10 min à 16°C et la phase supérieure est 

récupérée pour une deuxième tapeàd’e t a tio àavec un volume de phénol/chloroforme/alcool 

isoamylique. La phase supérieure obtenue est alors récupérée et un volume de chloroforme est 

ajouté avant centrifugation à 16 000 g pendant 10 min à 16°C. Les ARN de la phase supérieure 

sont précipités pendant 20 min (ou une nuit) à - °Cà a e à à olu eà d’isop opa olà età /20e de 

olu eàd’a ideàa ti ueà M.àLeà la geàestàfi ale e tà e t ifug à à à àgàpe da tà à i à à

4°C. Les culots obtenus sont rincés 2 fois avec àµLàd’ tha olà  % et par centrifugation à 16 000 

g pendant 5 min à 4°C. Les ARN sont repris dans 30 à 50 µLàd’eauàRNáse-free et sont dosés au 

spe t ophoto t eàNa od op™à à The o Scientific™).  
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 Laà ualit à desà áRNà e t aitsà està ifi eà pa à ig atio à su à gelà d’ le t opho se (1,2 % 

Agarose, tampon MOPS 1X, 5,5% formaldéhyde). Le tampon MOPS est préparé initialement à 10X 

avec 0,2 M MOPS, 80 mM acétate de sodium, 10 mM EDTA ajusté à pH 7. Pour le dépôt, 1 µg 

d’áRNàestàdilu àda sàu à olu eàdeà àµL final auquel 10 µL de tampon de charge est ajouté (50 % 

formamide, 6 % formaldéhyde, tampon MOPS 1 X, 10 % glycérol, 50X GelRed™, 0,025% xylène 

cyanol, 0,025 % bleu de bromophénol). Le mélange est incubé 5 min à 65 °C puis 5 min sur glace 

a a tàd’ t eàd pos àsu àgel.àLaà ig atio àestàeffe tu eàda sàduàta po àMOP“à àXà à àVàpe da tà

20 min. 

III.3.2 – Traitement DNAse  

 Pou à ha ueà a tio àdeàDNáse,à jus u’ à àµgàd’áRNàtotalàestàt ait à à laàfois.àLaà a tio à

est effectuée dans un volume de 50 µL final comprenant les ARN extraits, 5 µL de tampon DNAse 

àXàetà àµLà àu it s àdeàTu o™àDNáseà I it oge ™ .àLeà la geàest incubé 2 fois 30 min à 37°C 

e à ajouta tà à µLà deà Tu o™àDNáseà ap sà laà p e i eà tapeà deà à i .à Lesà áRNà so tà e suiteà

extraits comme précédemment (Partie III.3.1) en réalisant une seule étape de 

phénol/chloroforme/alcool isoamylique et une étape de chloroforme. Les ARN sont précipités 

a e à à olu esàd’ tha olà à%àetà , àMàfi alàd’a tateàdeàsodiu . 

III.3.3 – Transcription inverse en ADNc et PCR (RT-PCR) 

 Les réactions de transcription inverse (RT) ont été réalisées avec le kit SuperScript™ III 

(Invitrogen™) dans un volume final de 20 µL selon les instructions du fournisseur et pour chaque 

a tio à à gàd’áRNàt ait sàDNáseàetà à gàd’u àoligoàd T à The oà“ ie tifi ™ àso tàutilis s.à

Pou à teste à laà p se eà l’e p essio à deà e tai sà t a s itsà da sà des lignées mutantes ou pour 

amplifier un ADNc particulier, des réactions de PCR sont ensuite effectuées à partir de 1 µL de 

produit de RT comme matrice ADN et selon la méthode décrite en partie III.1.2.  

III.4 – Méthodes relatives aux protéines  

III.4.1 – Extraction de protéines totales en conditions dénaturantes  

 Leà at ielà iologi ueàestàp ala le e tà o à à l’azoteà li uideà à l’aideàd’u à o tie ,àauà

Silamat S6 (Ivoclar Vivadent® àa e à uat eà illesàdeà e eàouà àl’aideàd’u à i o-broyeur (MM400, 

Retsch®). La poudre obtenue est resuspendue dans du tampon Laemmli 4X (250 mM Tris-HCl [pH 

6,8], 8 % SDS, 20 % glycérol, bleu de bromophénol, 5 %àβ-mercapto-éthanol ajouté au dernier 

moment) dans les proportions de 100 µL pour 300 mg de poudre. L’e t aitàest ensuite incubé 5 
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i à à °C,à à i àsu àgla eàpuisà à i à àte p atu eàa ia teàa a tàd’ t eà e t ifugé 5 min à 16 

000 g. Le surnageant est transféré dans un nouveau tube et conservé à -20°C avant utilisation.    

III.4.2 – Western Blot  

 Des gels de polya la ideà d’u eà paisseu à deà , à à so tà p ala le e tà p pa sà e à

deux couches. La couche inférieure, dite résolutive, est préparée à partir deà , à Làd’u eàsolutio  

(375 mM Tris-HCl [pH 8,8], 0,1 % SDS, Acryl-bisacrylamide 29:1 avec un % à ajuster, selon la 

résolution désirée, 0,1 % APS, 0,1 % TEMED). Les analyses impliquant la détection de la protéine 

ECT2 ont été faites à partir de gels avec 6,5 % de polyacrylamide. La couche supérieure, dite 

o e t at i e,àestàp pa eàa e à , à Làd’u eàsolutio à àmM Tris-HCl [pH 6,8], 0,1 % SDS, 5 % 

Acryl-bisacrylamide (29:1), 0,1 % APS et 0,1 % TEMED). Entre 5 et 40 µL de solution est déposé par 

puits selon les applications et la taille des puits utilisés. Le poids moléculaire des protéines est 

esti à à l’aideàd’u à a ueu àdeàpoidsà ol ulai eà PageRule ™àP estai edàP otei àLadde àPlus,à

Thermo Scientific™). La migration des protéines est réalisée dans un tampon de migration (25 mM 

Tris-HCl, 250 mM Glycine, 0,1 % SDS) à 50 V pendant 15 min puis 90 V au maximum pendant 

environ 2 hàpou à ueà leà f o tàdeà ig atio àatteig eà laà li iteà i f ieu eàduàgel.à L’ tapeà sui a teà

consiste à transférer les protéines sur une membrane de polyfluorure de vinylidène (Immobilon 

PVDF 0,45 µm, Merck Millipore™). Pour chaque gel, une membrane (8 cm de long pour 5,5 cm de 

large) est incubée 15 sec dans l’ tha olà  % puis rincée 5 i à àl’eau.àLeàgelàetàlaà e a e sont 

incubés pendant 20 min à température ambiante avec agitation dans un tampon de transfert (25 

mM Tris-HCl, 192 mM Glycine, 20 % éthanol ajouté extemporanément) a a tàd’ t eàplacés dans 

un système « sandwich »àe ad sàdeàpa tàetàd’aut eàpa àdeu à ou hesàdeàpapie àWhat a ™ (GE 

Healthcare Life Sciences) et en plaçant le gel du côté du pôle négatif et la membrane du pôle 

positif. Le transfert à froid est effectué dans le tampon de transfert à un ampérage constant de 

150 mA pendant 2 h.àLaà e a eàestàe suiteàs h eà à l’ai à li eàpe da tà à i ,àdeà ou eauà

activée par incubation de 15 sec da sàl’ tha olà  % puis incubée au minimum 1 h 30 dans une 

solution de saturation (7 % lait, 1 X TBS, 1 % Tween-20). Ensuite, la membrane est incubée dans 

u eàsolutio àd’a ti o psàp i ai eà à laàdilutio àad uateàpe da tàune nuit avec agitation lente à 

4°C. La membrane est rincée trois fois 10 min dans une solution de lavage (1 X TBS, 1 % Tween-20) 

puisà i u eà à i à da sà u eà solutio à d’a ti o psà se o dai eà à te p atu eà a ia teà a e à

agitation lente. Après 4 autres lavages dont le dernier dans une solution sans Tween-20, la 

membrane est incubée 5 min à température ambiante dans un mélange révélateur (Immobilon 

Chemiluminescent HRP substrate, Merck Millipore™). Le signal est finalement révélé en chambre 



Tableau 11 : Liste des anticorps utilisés

* Production auprès de la société Eurogentec (Liège Belgique). pos. : position du peptide. ND : Non déterminé.

Protéine Gène correspondant Reconnaissance Utilisation 
Organisme de 

production

Taille théorique 

(kDa)
Provenance

Anticorps primaires

ECT2 At3g13460
Peptide 1 (TVPSSRNQNYRSNSH) pos. 281-295 1/100e

Lapin 72,4 Eurogentec*
Peptide 2 (TSSDVKVAENGSVAK) pos. 642-656 1/2 000e

DHH1 At2g45810 Peptide 1 (GPDPNFQSRNPNPPQ) pos. 21-35 1/1 000e Lapin 60,4 Eurogentec*

DHH3 At3g61240 Peptide 2 (SRRPQLPGNASNANE) pos. 67-81 1/1 500e Lapin 56,7 Eurogentec*

DCP1 At1g08370 Peptide 1 (VNQKPKASSSKSEFE) pos. 140-154 1/500e Lapin 40,6 Eurogentec*

LARP1 At5g21160 Peptide 2 (MAETEGSVADDRELI) pos. 2-16 1/500e Lapin 92,3 Eurogentec*

PAB2/4/8 AT4g34110 / At2g23350 / At1g49760 ND 1/30 000e Lapin 68,7 / 71,7 / 72,8 Dufresne et al, 2008

Commerciaux

AGO1 AT1g48410 Peptide N-terminal (polyclonal) 1/2 000e Lapin 116,4 Agrisera (ref. AS09 527-HRP)

UGP AT3g03250 Protéine entière (polyclonal) 1/10 000e Lapin 51,2 Agrisera (ref. AS14 2813)

YFP/GFP - GFP (Aequorea victoria) entière (monoclonal) 1/2 000e Souris 27 Clontech (ref. JL-8)

Actine ND Protéine entière 1/600 000e Souris ND Affinity BioReagents (ref. MA1-744)

Anticorps secondaires

Anti-lapin 1/7 500e Chèvre - Bio-Rad (ref. 1706515)

Anti-souris 1/5 000e Chèvre - Bio-Rad (ref. 1721011)
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noire en exposant la membrane sur un film radiographique (Pierce CL-Xposu e™,à The o 

Scientific™) et àl’aideàd’u eàd eloppeuseà H pe p o esso àá e sha àpha a ia,àGEàHealth a eà

Life Sciences .à “elo à lesà esoi s,à laà e a eàpeutà t eàd sh id eàe à l’i u a tà à i àa e à

agitation rapide dans une solution de déshybridation (ReBlot Plus Strong, Merck Millipore™). 

Après rinçage et blocage, la membrane peut ensuite être incubée avec une autre solution 

d’a ti o psàp i ai e.à 

III.4.3 – Anticorps  

 Laàp o e a eàetà lesà o ditio sàd’utilisatio àdeà ha u àdesà a ti o psàutilis sà so tà list esà

dans le tableau 11. À noter que la majorité a été produite auprès de la société Eurogentec (Liège, 

Belgique) dans u eà a pag eàdeàp odu tio àd’a ti o psàdirigés contre des peptides spécifiques.  

IV – TECHNIQUES DE BIOCHIMIE  

IV.1 – I u op ipitatio  d’ARN en complexe avec une protéine étiquetée  

Les immunoprécipitations d’áRNà àpa ti àdeà o ple eàRNPà RIP àont été réalisées à partir 

de 700 mg de poudre de tissus broyés repris dans 5,25 mL de tampon de lyse (100 mM Tris-HCl 

[pH 7,5], 150 mM NaCl, 0,5 % Igepal, 1 % plant protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich®)). La 

solutio àestài u eà à i àsu àlaàgla eàa a tàd’ t eà e t ifug eà à  000 g pendant 10 min à 4°C. 

Leàsu agea tàestà up àetà , à Làd’e t aità atifàestài u àa e à àµLàdeà illesà ag ti ues 

GFP-trap® (ChromoTek àpe da tà àhà à à °Càa e à otatio .àE àpa all leàpou à ifie à l’effi a it à

d’i u op ipitatio ,à àµLàd’e t aitàestà gale e tà i u àa e à , àµLàdeà illesà ag ti uesà

GFP-trap® et les extraits issus de cet échantillon seront analysés par western blot. Après 

incubation, les billes sont lavées 6 fois 5 min sur une roue à 4°C avec 1 mL de tampon de lyse. Pour 

les échantillons de contrôle d’i u op ipitatio ,à l’ lutio à està alis e en ajoutant 20 µL de 

tampon Laemmli 4X et en incubant la solution 5 min à 95°C. Le surnageant est ensuite récupéré et 

se aà a al s à pa à este à lot.à Pou à lesà i u op ipitatio sà d’áRN,à l’ lutio à està alis eà a e à

400 µL de tampon guanidium (8 M Guanidium-HCl, 20 mM MES, 20 mM EDTA, pH 7) pendant 20 

min à 4°C avec agitation puis la solution est précipitée une nuit à - °Càa e à àµLàd’ tha olà à

%.àE àpa all le,à àµLàd’e t aità atifàestàp ipit àa ec 400 µL de tampon guanidium et 800 µL 

d’ tha olà à%.àáp sà à i àdeà e t ifugatio à à  000 g à 4°C, le culot est repris dans 350 µL 

deà ta po à RLTà RNeas à Mi oà Kit,à Qiage .à L’e t a tio à d’áRNà està e suiteà alis eà selo à les 



216 

instructions du fournisseur et l’e t aitàfi alàestà o e t àda sà àµLàd’eauàRNáse-f eeà à l’aideàduà

kit RNA clean and Concentrator™-5 (Zymo Research, ref R1015).   

 De la solution finale précédente, 1 µL est déposé sur une membrane de nylon chargée 

positivement (Hybond N+, GE HealthCare Life Sciences) pour les expériences de dot blot. Après 

u eà tapeàd’auto-crosslink UV (Stratalinker® UV crosslinker 1800, Stratagene), la membrane est 

incubée 2 h à température ambiante dans une solution de saturation (5 % lait, 1 % Tween-20) puis 

u eà uità à °Cà a e à agitatio à da sà u eà solutio à d’a ti o psà p i ai eà o te a tà deà l’anti-m6A 

(Synaptic Systems) dilué au 1/1000e dans la solution de saturation. La membrane est ensuite 

traitée et révélée de la même façon que décrit précédemment dans la partie III.4.2.   

IV.2 – Séparation des polysomes par gradient de sucrose 

IV.2.1 – Préparation des gradients de sucrose  

La séparation des polysomes a été effectuée selon une méthode adapté de (Mustroph et 

al., 2009) à parti àd’u àg adie tàdeàsu oseà %à– 60%. Les gradients sont préparés dans des tubes 

de 13 mL (polypropylene tube 14 x 89 mm, Beckman Coulter®) pour un volume de 9 mL 

représentant 4 couches successives à différentes concentrations de sucrose : 60 % (1,5 mL), 45 % 

(3 mL), 30 % (3 mL) et 15 % (1,5 mL). Chaque couche est préparée individuellement avec une 

composition de 1 X sucrose salts, 5 µg/mL chloramphénicol, 5 µg/mL cycloheximide et 1,76 M (60 

%), 1,32 M (45 %), 0,88 M (30%) ou 0,44 M (15 %) de Sucrose. Le tampon sucrose salts est préparé 

à 10 X avec la composition suivante : 0,4 M Tris-HCl [pH 8,4], 0,2 M KCl, 0,1 M MgCl2. Les couches 

sont déposées dans le tube en partant de la plus concentrée (60% sucrose) à la moins concentrée 

(15 %) et en incubant le tube 1 h à -80°C entre chaque couche. Avant utilisation, les gradients sont 

décongelés sur une nuit à 4°C. 

IV.2.2 – Séparation des polysomes et analyse des fractions 

 La séparation des polysomes est effectuée à partir de poudre de tissus broyés repris dans 3 

volu esà ui ale tà g/µL àdeàta po àd’e t a tio à à MàT is-HCl [pH 9], 200 mM KCl, 25 mM 

EDTA, 1 % Brij-35, 2 % Triton X-100, 1 % Igepal, 1 % Tween-20, 1 % Deoxycholate, 2 % PTE, 5 mM 

DTT, 50 µg/mL cycloheximide, 50 µg/mL chloramphenicol, 1/1000e Mg132, 1/100e plant protease 

inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich®)). Leà la geàestài u à à i àsu àgla eàa a tàd’ t eà e t ifug à

à 17 000 g pendant 10 min à 4°C. Le surnageant est récupéré et clarifié avec un filtre de 0,45 µm. 

De cet extrait, 600 µL (200 mg équivalent biomasse) a été utilisé et délicatement déposé avec une 

pipetteà à laà su fa eàduàg adie tàdeàsu ose.àLesà tu esàso tà uili sà à , àgàp sàa a tàd’ t eà
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centrifugés à 38 000 rpm pendant 3 h à 4°C avec un rotor (SW41, Beckman Coulter®) 

préalablement incubé à 4°C. Les profils de polysomes sont ensuite obtenus par analyse de 

l’a so a eà à à àa e àu àd te teu àd’a so a eàI“COà Teled eàTe h ologies .àLesà aleu sà

d’a so a eà so tà e egist esà à l’aideà duà logi ielà Peakà T a kà età ep se t es sous forme de 

g apheà su à E elà Mi osoft .à Pou à l’a al seà deà laà p se eà deà p ot i esà da sà lesà f a tio sà

pol so ales,à l’e se leà duà g adie tà està di is à e à à f a tio sà deà , à Là età lesà p ot i esà so tà

précipitées avec 2 volumes d’ tha olà à %à pe da tà à h à 4°C. Les fractions sont ensuite 

centrifugées à 16 000 g pendant 45 min à 4°C. Les culots sont lavés 2 fois par centrifugation de 5 

i àa e àdeàl’ tha olà à%àetàfi ale e tà ep isàda sàduàta po àLae lià Xàa a tàd’ t eàa al s sà

par western blot.   

IV.3 – Immunoprécipitation de protéines étiquetées avec ou sans traitement 

RNAse et analyse des ARN  

 Pou à lesà e p ie esà d’i u op ipitatio sà sa sà t aite e tà RNáse,à leà kità µMáC“à a ti-

GFP (Miltenyi Biotec) a été utilisé. Pour chaque réaction 250 mg de tissus broyés est repris dans 

750 µL de tampon de lyse (50 mM Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 

1% plant protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich®)). La solution est clarifiée par 2 centrifugations 

de 15 000 g pendant 15 min à 4°C. Une portion de 50 µL est conservée comme fraction de départ 

(Input) et 50 µL de billes magnétiques anti-GFPàestàajout à à àµLàd’e t aità atifàa a tàu eà tapeà

d’i u atio à deà à i à à °Cà su à u eà oue.à Pou à ha ueà ha tillo ,à u eà olo eà duà kità

positionnée sur un socle magnétique est préparée en faisant passer 200 µL de tampon de lyse puis 

laàtotalit àdeàl’e t aità atifàestàd pos àsu àlaà olo eà ete a tàlesà illesà ag ti ues.àU eàpo tio à

de 50 µL est conservée comme fraction non fixée. Les billes sont ensuite lavées 4 fois en déposant 

sur la colonne 200 µL de tampon de lavage (50 mM Tris-HCl [pH 7.5], 0,1% Triton X-100). Une 

élution dénaturante est réalisée en déposant sur la colonne 20 µL de tampon Laemmli 4X 

p hauff à à °C.à áp sà à i à d’i u atio ,à 50 µL de tampon Laemmli 4X supplémentaire est 

ajouté et les fractions éluées sont récupérées. Les fractions de départ et non fixées sont 

p ipit esàa e à à olu esàd’ tha olà à%à à-20°C pendant une nuit. Après une centrifugation à 

16 000 g pendant 20 min à °C,àlesà ulotsàso tà i sàu eàfoisà àl’ tha olà à%àetà ep isàda sà àµLà

de tampon Laemmli 4X. Chaque fraction est ensuite analysée par western blot où une même 

quantité de biomasse équivalente est déposée pour les fractions de départ et non fixées.  

 Pou à lesà e p ie esà d’i u op ipitatio sà oupl esà à u à t aite e tà RNáse,à u à

protocole utilisant des billes GFP-Trap™ (ChromoTek) a été utilisé. Pour chaque réaction, 700 mg 



218 

de tissus broyés est repris dans 5,25 mL de tampon de lyse (100 mM Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM 

NaCl, 0,5% Igepal, 1% plant protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich®)). La solution est incubée à 

°Cà pe da tà à i à su à u eà oueà a a tà d’ t eà e t ifug eà à  000 g pendant 10 min à 4°C. Le 

surnageant est clarifié avec un filtre de 0,45 µm et des portions de 250 et 300 µL sont conservées 

o eà f a tio à deà d pa tà pou à lesà p ot i esà età lesà áRNà espe ti e e t.à L’e t aità està e suiteà

séparé en 2 portions de 1,5 mL et 2 µL de RNAsin® (Promega) est ajouté dans la portion destinée à 

servir de témoin négative au traitement RNAse. 15 µL de billes magnétiques GFP-Trap™àestàajout à

dans chaque portion et les solutions sont incubées 30 min sur une roue à 4°C. Le traitement RNAse 

est réalisé sur une des deux portions en ajoutant 40 µL de RNAse A (400 µg), 10 µL de RNAse T1 

à àu àetà àµLàdeàRNáseàIà àu .àE àpa all le,àl’ ha tillo à o àt ait àestàsuppl e t àdeà à

µL de tampon de lyse. Les extraits sont ensuite incubés pendant 1 h à 4°C sur une roue. Les billes 

sont ensuite isolées en plaçant les tubes sur un support magnétique (Adem-mag MSV, Ademtech) 

et des portions de 250 et 300 µL du surnageant sont conservés comme fractions non fixées pour 

les protéines et les ARN respectivement. Les billes sont lavées 6 fois 5 min sur roue avec 1 mL de 

tampon de lyse. Une élution dénaturante est réalisée en ajoutant 20 µL de tampon Laemmli 4X et 

a e àu eà i u atio àdeà à i à à °C.àLesà f a tio sà o se esàpou à l’a al seàdesàp ot i esàso tà

p ipit esà a e à à olu esà d’ tha olà à%à su à laà uità à -20°C. Chaque fraction est finalement 

analysée par western blot. En parallèle, les ARN des autres fractions conservées sont extraits selon 

laà thodeàd iteàe àpa tieà III. . à àpa ti àd’u à olu eàdeàgua idiu àetàu eà tapeàseuleà tapeà

d’e t a tio àph ol/ hlo ofo e/al ool isoamylique. Les échantillons finaux sont repris dans 20 µL 

de tampon urée (7M Urée, 0,025% xylène cyanol, 0,025 % bleu de bromophénol).   

 L’effi a it àduàt aite e tàRNáseàestà ifi eà àpa ti àdeàgelsàdeàpol a la ideà , àMàu e,à

6 % acryl-bisacrylamide 19:1, 1 X TBE, 0,1% APS, 0,1% Temed) selon la méthode suivante : le gel 

est préchauffé dans une étape de migration sans échantillon dans du TBE 1X pendant 1 h à 450 V. 

Lesà ha tillo sàd’áRNàso tài u sà à i à à °Càpuisà à i àsu àgla eàa a tàd’ t eàd posés sur le 

gel. La migration est effectuée à 450 V pendant 1 h puis environ 3 h à 600 V. Le gel est finalement 

incubé 20 min dans une solution de révélation (0,1 M NaCl, 3 X GelRed™) et les ARN sont visualisés 

sur un banc UV (U:genius, Syngene).  

IV.4 – Traitement phosphatase in vitro  

 Les réactions de traitement phosphatase ont été réalisées selon une méthode décrite 

Pe k,à àa e àl’e z eà e o i a teà« lambda protein phosphatase » (λ-PPAse, New England 

BioLabs®).àU àe t aità atifàestàd’a o dàp paré de la façon suivante : 100 mg de poudre de tissus 
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broyés est repris dans 1,5 mL de tampon de lyse (200 mM Tris-HCl [pH 9], 110 mM potassium 

acetate, 0,5 % Triton X-100, 0,1 % Tween-20, 1 % plant protease inhibitor cocktail (Sigma-

Aldrich®), 5 mM DTT). Après une étape de centrifugation de 1 500 g pendant 2 min à 4°C, le 

su agea tàestàfilt àauàt a e sàd’u eà ou heàdeà i a lothà Merck Millipore™) et transféré dans un 

nouveau tube. Les traitements sont réalisés dans un volume final de 80 µL comprenant : 50 µL 

d’e t aità atifà , à gà ui ale tà io asse ,à àµLàdeàta po àλ-PPAse 10X, 8 µL de MnCl2 à 10 mM, 

àµLà àu àd’e z eàλ-PPAse etàdeàl’eauàult apu e.àLeàta po àλ-PPAse (50 mM HEPES [pH 7,5], 

100 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,01 % Brij 35) ainsi que le MnCl2 sont directement fournis avec 

l’e z eà λ-PPAse à des concentrations de 10 X. En parallèle, deux autres échantillons sont 

préparés, le premier sans enzyme λ-PPAse o eàt oi à gatifàetàleàse o dà o te a tàl’e z eà

λ-PPAse età à µLà d’u à i à d’i hi iteu à deà phosphatase 10 X (500 mM EDTA, 500 mM sodium 

fluoride (NaF), 20 mM sodium orthovanadate (Na3VO4)). Les échantillons sont ensuite incubés 30 

i à à °Cà a a tà d’ t eà p ipit sà a e à à olu esà d’ tha olà à %à pe da tà u eà uità à -20°C. 

Après une centrifugation deà à àgàpe da tà à i à à °C,àlesà ulotsàso tà i sà àfoisà àl’ tha olà

70 % par centrifugation de 16 000 g pendant 5 min à 4°C et finalement repris dans 10 µL de 

tampon Laemmli 4X. La totalité est ensuite déposée sur un gel de polyacrylamide pour être 

analysée par western blot.    

V – ANALYSES OMIQUES 

V.1- Identification de partenaires protéiques par spectrométrie de masse 

IV.1.1 – Stress et fixation des tissus par un crosslink au formaldéhyde  

 L’ide tifi atio àdesàpa te ai esàp ot i uesàd’ECT àaà t àréalisée sur des plantules entières 

Col0 (témoin négatif) ou exprimant YFP-ECT2 (mélange équivalent des lignées avec promoteur 

naturel F2 #5, #15 et #17), âgées de 14 jours et cultivées in vitro en condition normale. Pour le 

stress, les boîtes ont été incubées en enceinte Percival® pendant 30 min à 38°C ou 20°C (contrôle) 

avec les mêmes conditions de lumière (110 µE.m-2.s-1 à età d’hu idit à à % .à Jus u’ à à gà de 

plantules (équivalent à 4 boîtes carrées de 12 cm2) est ensuite enveloppé dans une poche formée 

de miracloth (Merck Millipore™ .à Lesà pla tesà so tà i esà à foisà a e à à Là d’eauà ult apu eà

(préalablement incubée à 20°C ou 38°C) puis sont fixées pendant 15 min sous vide dans 1 L de 

solution de fixation (1 % formaldéhyde) fraîchement préparée. Le vide est ensuite doucement 

cassé et la réaction de crosslink est désactivée en ajoutant 70 mL de glycine 2 M au mélange 

(0,125 M final) et en appliquant de nouveau le vide pour 5 min supplémentaire. Les plantes sont 
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fi ale e tà i esà àfoisàa e à à Làd’eauàultrapure puis récupérées hors du miracloth avec une 

pi eà e à li i a tà l’e sà d’eauà età o gel esà à l’azoteà li uide.à áp sà o age,à lesà tissusà so tà

conservés à -80°C avant utilisation.   

 Co e a tàl’ide tifi atio àdesà odifi atio sàpost-t adu tio ellesàd’ECT ,àlesàe p ie esà

de co-immunoprécipitations ont été menées à partir de tissus YFP-ECT2 traités dans les mêmes 

conditions de culture et de stress (30 min à 38°C ou 20°C) mais non traités par crosslink au 

formaldéhyde.   

IV.1.2 – Expériences de co-immunoprécipitation pour la spectrométrie de masse 

 Pour chaque réaction, environ 1,7 g de tissus (équivalent à 3 mL de poudre dans un falcon 

de 15 mL) est repris dans 7,5 mL de tampon de lyse à stringence élevée (50 mM Tris-HCl [pH 8], 10 

mM EDTA [pH 8], 1% SDS, 1 mM PMSF, 1% plant protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich®)). Le 

la geà està i u à su à oueà à °Cà pe da tà à i à a e à otatio à apideà a a tà d’ t eà filt à auà

travers de 2 couches de miracloth (Merck Millipore™). Le filtrat est transféré dans 6 tubes de 1,5 

mL (Low-protein binding tubes, Eppendorf) et centrifugé à 16 000 g pendant 20 min à 4°C. Les 

surnageants sont récupérés dans de nouveaux tubes et sont traités sur glace au sonicateur 

(BioRuptor® UCD-200, Diagenode) pour 4 cycles de 20 sec (low setting) et 1 min de repos. Après 

centrifugation à 16 000 g pendant 10 min à 4°C, les extraits natifs sont transférés dans un tube 

falcon de 15 mL et un volume de tampon 2 X de réaction est ajouté (16,7 mM Tris-HCl [pH 8], 1,2 

mM EDTA [pH 8], 167 mM NaCl, 1,1 % Triton X-100, 1% plant protease inhibitor cocktail (Sigma-

Aldrich®)). À ce mélange, 7,5 µL de billes agarose GFP-trap® (ChromoTek) est ajouté puis la 

solution est incubée 5 h à 4°C sur roue avec agitation lente. Les billes sont ensuite récupérées par 

centrifugation à 400 g pendant 3 min à 4°C. Le surnageant est délicatement enlevé pour laisser 

e i o à à Làd’e t aitàauàfo dàduàtu e.àLesà illesàso tàfi ale e tàla esà àfoisàpa à e t ifugation à 

400 g pendant 2 min à 4°C avec 1 mL de tampon de lavage (20 mM Tris-HCl [pH 8], 150 mM NaCl, 

2 mM EDTA [pH 8], 1 % Triton X-100, 0,1 % SDS, 1 mM PMSF). Après le dernier lavage, un 

a i u àdeàsu agea tàestà li i àpuisà leàtu eàestà o gel àda sàl’azote liquide et conservé à -

80°C avant analyse.  

 L’ide tifi atio à desà pa te ai esà p ot i uesà d’ECT à aà t à o duiteà e à t ipli atà iologi ueà

avec pour chaque réplicat 20 réactions (20 fois 1,7 g) de Co-IP à partir de tissus Col0 (10 en 

condition normale et 10 en situation de stress thermique) ainsi que 20 autres pour les tissus YFP-

ECT2 (10 en condition normale, 10 en stress thermique). Les billes issues du même réplicat et de la 

eà o ditio à pou à ha u à desà g ot pesà o tà a oi sà t à u iesà a a tà l’a alyse par 
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spe t o t ieà deà asse.à D’aut eà pa t,à l’ide tifi atio à desà odifi atio sà post-traductionnelles 

d’ECT àaà t à e eà àpa ti àdeà àe p ie esài d pe da tesàdeàCo-IP sur des tissus YFP-ECT2 en 

condition normale (20 réactions) ou après un stress thermique (20 réactions). Pour ces 

expériences, le tampon de lyse a été légèrement modifié pour contenir des inhibiteurs de 

phosphataseà à Màd’EGTáà[pHà ],à à MàNaFàetà à MàNa3VO4). De plus, les étapes finales de 

lavages des billes ont été réalisées avec un tampon dont la composition en NaCl a été 

respectivement de 500, 300 et 150 mM. Finalement, les billes issues de la même condition ont été 

u iesàa a tàl’a al seàdeàp ot o i ue.à 

IV.1.3 – Analyse de spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS)  

 Les analyses ont été réalisées par la plateforme protéomique « FingerPrint Proteomic » 

(College of Life Science, Université de Dundee). Brièvement, pour isoler les protéines capturées sur 

les billes GFP-trap® et pour désactiver le crosslink au formaldéhyde, les billes sont incubées 20 min 

à 95°C avec du tampon dénaturant (SDS buffer = Laemmli). Les extraits sont ensuite migrés sur gel 

SDS-PAGE et le gel obtenu est coloré au bleu de Coomassie. Les gels obtenus des trois réplicats 

iologi uesà pou à l’ide tifi atio à desà pa te ai esà d’ECT à so tà illust sà da sà laà figure 46. Chaque 

puits aà t à di is à e à à pa tiesà uià o tà t à a al s esà i d pe da e t.à Pou à l’ide tifi atio à desà

modifications post-t adu tio ellesà d’ECT ,à seuleà laà a deà o espo da tà à YFP-ECT2 a été 

découpée (Figure 38-B .àL’e sàdeàselàetàdeàd te ge tàestàe suiteà li i àpa àplusieu sàs iesàdeà

lavages puis les échantillons sont successivement réduits, alkylés et finalement digérés à la 

t psi eàa a tàd’ t eàa al s s.àLesàa al sesàdeàspe t o t ieàdeà asseào tà t à o duites avec un 

LQT Orbitrap Velos Pro (Thermo Scientific™) et les données ont été générées en format raw.  

IV.1.4 – Traitement des données 

 Lesàfi hie sà a àdesà àpa tiesàdeà ha ueà ha tillo ào tà t à eg oup sàetàa al s sà àl’aideà

du logiciel MaxQuant (version 1.5.2.8) (Cox and Mann, 2008).à L’ide tifi atio àdesàpeptidesàaà t à

alis eà àpa ti àduàp ot o eàd’Arabidopsis thaliana issu de la base de données Uniprot.org. Les 

paramètres utilisés sur MaxQuant sont listés dans le tableau ci-après (p.223).  



Figure 46 : Gels d’électrophorèse obtenus des expériences de co-immunoprécipitations pour l’ide tifi atio des

partenaires d’ECT2

Images des gels obtenus après migration des fractions immunoprécipitées avec des billes anti-GFP à partir

d’e t aits de plantes de 17 jours Col0 ou exprimant YFP-ECT2 et cultivées en condition normales ou incubées 30

min à 38°C. Les gels obtenus des 3 réplicats biologiques sont figurés. Les protéines sont visualisées par une

coloration au bleu de Coomassie.
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Paramètres Sélection 

Variable modifications  Oxidation (M), Acetyl (Potein N-term)  

Fixed modifications    Carbamidomethyl 

Maximum peptide charge 6 

Max missed cleavage 4 

Peptide FDR   0.01 

Protein FDR 0.01 

Minimum peptide length 6 

Min. peptides  1 

Min. unique peptides 0 

Protein quantification  Use unique and razor peptides  

Min. ratio count 2 

I = L Yes 

Re-quantify    Yes 

Label-free protein quantification   Yes (LFQ) 

Match between runs  Yes 

 

 Dans un second temps, le fichier de sortie du logiciel MaxQuant regroupant les protéines 

ide tifi esàaà t àa al s à à l’aideàduà logi ielàPe seusà e sio à . . . à (Tyanova et al., 2016). Une 

analyse statistique a été menée avec un test de Student à partir des données de quantification 

LFQ. Des graphes de type « volcano plot »à o tà t à o st uitsà pou à l’e i hisse e tà deà ha ueà

protéine (par rapport à un échantillon contrôle) en fonction de la significativité du test statistique. 

La procédure détaillée est indiquée ci-dessous.  

Paramètres Sélection 

Filter rows > based on categorical column Only identified by sites + Reverse + Potential contaminant   

Basic > Transform  Log2(x) on LFQ intensity 

Imputation > Replace missing values from normal 
distribution 

Width : 0,3. Down shift : 1,8 

Annot. Rows > Categorical annotation rows Rename the 3 replicates with same name (positive and control)  

Misc. > Volcano plot 
First group : positive, Second group : control, T-test, Side : Both, 
Number of randomizations : 250, FDR : 0,05, s0 : 2 

 

V.2 – Analyse de transcriptomique  

 L’a al seàdeàt a s ipto i ueàaà t à e eàsu àdesàpla tulesàdeà àjou sà ulti esà in vitro 

dans une enceinte Percival® réglée avec des conditions classiques de culture. Deux semis ont été 

fait en parallèle faisant offices de réplicats biologiques. Après croissance, les boîtes toujours 

scellées ont été séparées en deux lots pour être incubées 15 min à 20°C ou à 38°C dans une autre 



Figure 47 : Présentation de la série d’a al ses bio-informatiques pour l’app o he de transcriptomique

Au centre sont indiquées les étapes de l’a al se avec à droite le logiciel associé et à gauche les données obtenues

à chaque étape. rpkm : reads per kilobase per million reads mapped. QC : Quality Control.

Fichiers bruts

Etape LogicielDonnées

Contrôle qualité des lectures

Retrait des lectures ribosomales, 

chloroplastiques et mitochondriales 

Alignement contre le génome de référence 

(TAIR10)

Quantification des transcrits en rpkm

Filtrage des lectures 

(> 5 rpkm dans au moins une librairie)

FastQC

Bowtie2

HISAT2

Cufflinks

R

19 à 38 millions 

de lectures

QC > 38 pour 99%

Retrait de 0,5 à 

17% de lectures 

suivant la librairie

> 98% de lectures 

alignées

16 700 transcrits

33 243 transcrits
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enceinte Percival® avec les mêmes conditions de lumière (110 µE.m-2.s-1) etàd’hu idit à % .àLesà

pla tesàso tàe suiteà olt esà apide e tàa e àu eàpi eàetà o gel esàda sàl’azoteàli uideàa a tà

d’ t eà o esàauàvibro-broyeur et stockées à -80°C avant utilisation.  

V.2.1 – E t a tio  des d’ARN et s ue çage 

 Pou àl’a al seàdeàt a s ipto i ue,àdeu àpopulatio sàd’áRNào tà t àutilis es,à àsa oi àdesà

áRNàtotau àetàdesàáRNàasso i sàau à f a tio sàdesàpol so es.àL’e t a tio àdesàáRNàtotau àaà t à

alis eà àpa ti àdeà à gàdeàpoud eàdeàtissusà o sà à l’aideàduàkitàRNeasy Micro Kit (Qiagen) 

incluant un traitement DNAse sur colonne et selon les instructions du fournisseur. Les ARN 

associés aux polysomes ont été extrait après séparation des polysomes par gradient de sucrose 

selon la méthode décrite dans la partie Pour lesàáRNàasso i sàau àpol so es,à l’e t a tio àaà t à

réalisée selon la méthode décrite dans la partie V.3.1. Pour chaque gradient de sucrose, 200 mg 

d’ ui ale tà io asseàaà t àd pos .àáp sàs pa atio ,àlesàf a tio sà o espo da tàau àpol so esà

ont été récupérées et précipitées une nuit à -20°C avec 2 volumes de tampon guanidium (8 M 

Guanidium-HCl, 20 mM MES, 20 mM EDTA, pH 7 àetà à olu esàd’ tha olà à%.àLesàe t aitsàso tà

ensuite centrifugés à 16 000 g pendant 45 à 4°C et le culot est resuspendu dans 350 µL de tampon 

RLT (RNeasy Micro Kit, Qiagen). L’e t a tio àdesàáRNàestàe suiteà alis eà à l’aideàduàkitàRNeasy 

Micro Kit, (Qiagen) selon les instructions du fournisseur. Un traitement DNAse a été effectué au 

ou sàdeà l’e t a tio àdesàáRNàtotau àouàdeàpol so es avec la DNAse du kit. La qualité des ARN 

e t aitsàaà t à ifi eà àl’aideàd’u à ioa al seu à ágile tà ,àágile t .àPa àlaàsuite,àlaà o st u tio à

des banques ainsi que le séquençage ont été réalisé par la société Fasteris (Genève, Suisse).  Le kit 

TruSe à“t a dedà RNáà Illu i a àaà t àutilis àpou àlaà o st u tio àdesà a ues.àL’e se leàdesà

librairies a été mis en commun après indexage et séquencé en single reads 50 (SR50) sur un HiSeq 

4000 (Illumina). Les échantillons ont été séquencés en multiplexage au cours d’u eà eàa al se.à 

V.2.2 – Traitement des données 

 Les données de séquençage ont été analysées par la plateforme bio-informatique du 

laboratoire (Marie-Christine Carpentier & Christel Llauro, LGDP, Perpignan). Chaque banque de 

données a été trait eàselo àu eàs ieàd’a al seà Figure 47) permettant de générer un tableau de 

o ptage.à B i e e t,à lesà do esà utesà o tà d’a o dà t à filt esà a e à leà logi ielà FastQCàpou à

répondre à des critères de qualité. Près de 99 %, ont obtenu un Q score moyen de 38 sur une 

helleàdeà .àPa àlaàsuite,àu àaut eàfilt eàa e àleàlogi ielàBo tie àaàpe isàd’ li i e àlesàs ue esà

attribuées à des ARN ribosomiques, chloroplastiques et mitochondriaux. Entre 0,5 et 17 % ont été 

li i sà selo à l’ ha tillo à o sid .à Lesà le tures ont ensuite été alignées sur le génome de 
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f e eàd’Arabidopsis thaliana e sio àTáIR à àl’aideàduàlogi ielàHI“áT .àLaà ua tifi atio àdesà

gènes en rpkm (reads per kilobase per million mapped reads) a été réalisée avec le logiciel 

Cufflinks. Finalement, les lectures ont été filtrées pour contenir au moins 5 rpkm dans au moins 

une librairie en utilisant le logiciel R. Le tableau de comptage final regroupant 16 700 transcrits a 

été analysé sur Excel (Microsoft). 

VI – TECHNIQUES D’IMAGERIE  

VI.1 – Microscopie confocale  

 Lesà lo alisatio sà su ellulai esà deà p ot i esà ti uet esà o tà t à alis esà à l’aideà d’u à

microscope confocal (LSM 700, Zeiss) sur des pointes de racines de plantules de 7 jours cultivées in 

vitro. La préparation des racines à observer a été réalisée de la façon suivante : des plantules 

entières de 7 jours sont transférées dans un puits d’u eà oîte de culture (Plaques de cultures 12 

puits TPP, Dominique Dutscher) contenant 3 mL de milieu MS liquide (4,41 g MS/L, pH 5,7) et 

supplémenté selon les besoins de cycloheximide (100 µM) ou de DMSO (0,1 %). Les boîtes sont 

ensuite incubées dans une enceinte Percival® réglée dans les conditions classiques de lumière et 

d’hu idit à a e à u eà te p atu eà deà °Cà ouà °Cà selo à lesà appli atio s.à áp sà u  temps 

d’i u atio à a ia tàselo àlesàappli atio s,à lesàpla tesàso tàt a sf esàda sà à Làd’u eàsolutio à

de fixation (2 % paraformaldéhyde, tampon MTSB 1X (50 mM PIPES, 5 mM EGTA, 5 mM MgSO4, 

pH 7) et 0,2 % Triton-X àpuisàleàtoutàestài u àsousà ideàpe da tà à i à àl’aideàd’u eàpo peà à

vide. La fixation est prolongée avec une agitation à température ambiante pendant 10 min. Les 

plantules sont ensuite rincées 2 fois 5 min dans 2 mL de tampon MTSB 1 X et conservées à 4°C 

a a tào se atio .à Lesàpoi tesàdeà a i esà so tàd oup esà à l’aideàd’u à asoi à etàd pos esàda sà

u eàgoutteàd’eauàduà o i etàe t eàla eàetàla elle.àDa sà e tai sà as,àdesà olo atio sàDáPIào tà t à

réalisées en déposant les racines dans une goutteàd’u eàsolutio àdeà olo atio à àXàPB“àpHà ,à , à%à

Triton-X100, DAPI 1 µg/ L .à Lesà lo gueu sà d’o des utilis esà pou à l’e itatio à età l’ issio à desà

étiquettes fluorescentes sont les suivantes : DAPI (405 nm / 420-480 nm), GFP (488 nm / 490-540 

nm), RFP (561 nm / 580-640 nm), YFP (514 nm / 520-550 nm).  

VI.2 – Observation de trichomes à la loupe binoculaire  

 Lesà t i ho esà o tà t à o se sà à l’aideà d’u eà loupeà i o ulai eà Ol pusà “) à su à laà

première paire de feuille de plantules de 3 semaines cultivées uniquement sur terreau en chambre 

de culture. Dans chacun des cas, le nombre de branches de chacun des trichomes a été déterminé 



 

227 

sur les deux feuilles et additionné pour avoir une seule donnée par plante. Les analyses 

statistiques ont été effectuées avec u eà e sio àd’ aluatio àduàlogi ielàXL“TáTà áddi soft àoùàu eà

áNOVáàsui iàd’u àtestàdeàDu ettàe àpost-ho ,à esu a tà lesàdiff e esàe t eà laà o e eàd’u à

groupe contrôle (plantes sauvages Col0) avec la moyenne de plusieurs autres groupes (autres 

génotypes) ont été réalisés.  
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Résumé 

Le o t ôle de l’e p essio  des g es est u  p o essus u ial pou  le d veloppe e t, la ep odu tio  ou les 
a is es d’a li atatio  au  st ess e vi o e e tau  et et e  jeu des voies de gulatio  post-

transcriptionnelles agissant sur les ARN messagers (ARNm). Ces molécules portent des modifications 

chimiques do t l’u e des plus a o da tes est la N6-méthyladénosine ou m6A. Cette modification affecte le 

devenir des ARNm de plusieurs façons, en particulier via le recrutement de protéines spécifiques qualifiées 

de « lecteurs ». Ces lecteurs possèdent un domaine conservé nommé YTH formant une poche de liaison au 

m6A. Chez les mammifères, les protéines à motif YTH agissent principalement pour favoriser la dégradation 

et/ou la traduction des transcrits méthylés. Mes travaux de thèse ont eu pour objectif de caractériser les 

fo tio s d’u e p ot i e à do ai e YTH, o e ECT , hez la pla te od le Arabidopsis thaliana. Dans 

un premier temps, sa fonction de liaison aux ARNm méthylés ainsi que son rôle dans le développement de la 

plante ont été démontrés. Au iveau ol ulai e, u e app o he de p ot o i ue a pe is d’ide tifie  de 
o eu  pa te ai es d’ECT  do t la ajo it  est i pli u e da s le métabolisme des ARNm parmi lesquels 

des facteurs inhibiteurs de traduction. Plus particulièrement, des interactions clés ont été mises en évidence 

avec les protéines LARP1 et DCP5, deux facteurs évolutivement conservés qui agissent dans le contrôle de la 

traduction. Des analyses de translatome à partir de mutants pou  ECT , LARP  et DCP5 o t pe is d’ide tifie  
des t a s its do t la t adu tio  se le favo is e e  l’a se e de ha u  de es fa teu s. Les résultats 

obtenus permettent de proposer un modèle où ECT2 jouerait un rôle de répresseur de la t adu tio  d’ARNm 

méthylés e  oop atio  ave  LARP  et DCP5. E fi , j’ai d ouve t u’ECT  est d a i ue e t 
phosphorylée en réponse à un stress thermique ce qui affecte notamment sa capacité à reconnaitre les 

résidus m6A. Ce résultat suggère ainsi pour la première fois ue l’a tivit  d’u  lecteur de méthylation peut 

être régulée par des modifications post-traductionnelles en réponse à des variations environnementales.  

Mots-clés : Régulation post-transcriptionnelle, N6-méthyladénosine, protéines à domaine YTH, stress 

thermique, Arabidopsis thaliana. 

 

Abstract 

Control of gene expression is a crucial process for development, reproduction or acclimation to 

environmental stresses and involves post-transcriptional regulatory pathways acting on messenger RNAs 

(mRNAs). These molecules carry chemical modifications of which N6-methyladenosine (m6A) is one of the 

most abundant. This modification affects mRNA fate by several ways, including the recruitment of specific 

p otei s a ed eade s . Readers possess a conserved YTH domain that form an m6A-binding pocket. In 

mammals, YTH-domain proteins mainly act to promote decay and/or translation of methylated mRNAs. My 

thesis aimed to characterize the functions of a YTH domain protein, named ECT2, as a methylation reader in 

the model plant Arabidopsis thaliana. First, its binding function to methylated mRNAs and its role in plant 

development was demonstrated. At the molecular level, a proteomic approach ide tified u e ous ECT ’s 
protein partners, mainly involved in mRNA metabolism including translation inhibition factors. More 

particularly, key interactions were identified with LARP1 and DCP5, two evolutionarily conserved factors 

acting in translational control. Translatome analysis of ECT2, LARP1 and DCP5 mutants allowed the 

identification of transcripts whose translation seems up-regulated in the absence of each of these factors. 

Results obtained suggest a model where ECT2 could play a repressive role on the translation of methylated 

mRNAs cooperatively with LARP1 and DCP5. Finally, I discovered that ECT2 is dynamically phosphorylated in 

response to heat stress affecting its ability to recognize m6A residues. This result suggests for the first time 

that the activity of an m6A reader could be regulated by post-translational modifications in response to 

environmental changes.  

Keywords: Post-transcriptional regulation, N6-methyladenosine, YTH domain proteins, heat stress, 

Arabidopsis thaliana.  


