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Chapitre 1

Le Nucléole

1.1 La synthèse des ribosomes entraîne la formation du

nucléole

Les ribosomes sont des complexes ribonucléoprotéiques (RNP), constitués d’ARN ri-
bosomiques (ARNr) et de protéines ribosomiques (PRs). Deux sous-unités (une grande et
une petite) forment ce complexe, dont le rôle est de traduire les ARN messagers (ARNm)
en enchaînement d’acides aminés dans les cellules de tous les organismes vivants. La
traduction étant un processus vital pour la cellule, les séquences des ARNr comme des
PRs ont été extrêmement conservées au cours de l’évolution.
Chez les procaryotes, la grande sous-unité 50S est composée d’ARNr 23S, ARNr 5S et
de 34 PRs et la petite sous-unité 30S est constituée d’ARNr 16S et de 21 PRs. Chez les
eucaryotes, la petite sous-unité 40S est constituée d’un ARNr 18S associé à 33 protéines
ribosomiques. La grande 60S elle est constituée des ARNr 5S, 5.8S et 25S (chez la le-
vure et les végétaux) ou 28S (chez les métazoaires), associés à environ 47 PRs (Weis et al.
2015). La petite sous-unité (30S ou 40S) contient les sites où les ARN de transfert se ixent
sur l’ARNm. La grande sous-unité contient le centre peptidyl-transférase, qui catalyse la
synthèse de la liaison peptidique entre les acides aminés consécutifs de la protéine (Weis
et al. 2015).

Les ARNr constituent le squelete des ribosomes et sont également responsables
de leur activité catalytique. En efet, ces ribozymes se replient dans l’espace pour for-
mer les sites actifs responsables de la synthèse de protéines, comme le centre peptidyl-
transférase (Anderson et al. 2007). Les organismes procaryotes possèdent un ou plu-
sieurs opérons codant pour les ARN ribosomiques 16S, 23S et 5S (Klappenbach, 2001).
Chez les eucaryotes, les gènes codant pour le précurseur d’ARNr 35S (chez la levure),
45S (chez les végétaux et une grande partie des métazoaires) ou 47S (chez les mammi-
fères), sont répétés en tandem (des centaines voire des milliers de fois en fonction de
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4 CHAPITRE 1. LE NUCLÉOLE

l’organisme) dans une ou plusieurs régions spéciiques du génome (Garcia et al. 2014 ;
Sochorová, 2018). Ces régions s’appellent NORs pour «Nucleolus Organizer Regions»
(McClintock, 1934).

Au sein des NORs, les gènes d’ARNr 35S/45S/47S sont séparés entre eux par un es-
paceur intergénique non transcrit (IGS) et possèdent la séquence codant pour les ARNr
18S, 5,8S et 25S/28S (Figure 1.1). Ces ARNr sont transcrits par l’ARN Polymérase I (ARN
Pol I) en un seul précurseur polycistronique dans le nucléole (Saez-Vasqez et Delseny,
2019 ; Weis et al. 2015).
Au microscope électronique, les gènes d’ARNr 35S/45S/47S en cours de transcription
peuvent être visualisés grâce à la présence de structures en «arbre de Noël» (Miller et
Beatty, 1969). Le tronc de chaque arbre représente l’ADNr et les branches désignent
les pré-ARNr en cours de transcription. Les sphères localisées à l’extrémité de chaque
branche correspondent aux complexes de maturation et d’assemblage des sous unités
ribosomiques. Les gènes d’ARNr 5S sont également organisés en séquences répétées et
leur localisation au sein du génome est variable en fonction de l’espèce (Garcia et al.
2014 ; Sochorová, 2018). Ils sont transcrits par l’ARN polymérase III (ARN Pol III). Chez
les eucaryotes, les PRs sont produites dans le cytoplasme puis relocalisées dans le nu-
cléole (Weis et al. 2015).

Les précurseurs d’ARNr 35S/45S/47S et 5S subissent des événements de clivage, des
repliements et des modiications épitranscriptomiques (modiications chimiques post-
transcriptionnelles des riboses, comme la méthylation ou la pseudourydilation). Ces mo-
diications sont réalisées au niveau de sites spéciiques, très conservés au cours de l’évo-
lution, par des petits complexes ribonucléoprotéiques nucléolaires spécialisés (snoRNPs
pour small nucleolar RNPs) (revu dans : Saez-Vasqez et Delseny, 2019 ; Watkins et
Bohnsack, 2012). La spéciicité des modiications épitranscriptomiques est rendue pos-
sible par l’action de petits ARNs nucléolaires (snoARNs) qui s’hybrident au niveau des
sites à modiier. Grâce à cete ixation, ils guident le complexe enzymatique sur sa cible
(Bachellerie et Cavaillé, 1997 ; Filipowicz et al. 1999). Par exemple, la Fibrillarine
(FIB) possède l’activité catalytique responsable de la 2’-o-méthylation des riboses au sein
du complexe snoRNP de type C/D du même nom (Galardi et al. 2002).
Ces diférentes étapes de maturation se déroulent dans un ordre précis, en parallèle avec
les événements de transcription et d’assemblage avec les PRs (Granneman et Baserga,
2005 ; Turowski et Tollervey, 2015 ; Weis et al. 2015). Parmi les protéines importantes
impliquées dans la biogenèse des ribosomes se trouve également la Nucléoline, une des
protéines les plus abondantes du nucléole (Andersen et al. 2005). Cete protéine joue
un rôle majeur dans les processus de transcription et de maturation des précurseurs
d’ARNr 35/45/47S, ainsi que dans l’assemblage des ARNr et des PRs en pré-sous unités
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CEN

NOR

Pré 60S

nucléole

18S 25/28S5,8S 18S 25/28S5,8S 18S 25/28S5,8S// //18S 25/28S5,8S

ADNr 35S/45S/47S

18S 25/28S5,8S// //
ITS1 ITS2

Séquence codant le pré-ARNr 35/45/47SIGS
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Promoteur
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Transcription ARN Pol I
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Pré 40S
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Transcription 
ARN Pol III 
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Figure 1.1 – La biogenèse des ribosomes chez les eucaryotes. Les gènes codant pour le précurseur
d’ARNr 35S (chez la levure), 45S (chez les végétaux et une grande partie des métazoaires) ou
47S (chez les mammifères), sont répétés en tandem dans une ou plusieurs régions du génome
appellées NORs (Nucleolus Organizer Regions). Au sein des NORs, chaque unité de répétition
est constituée d’un espaceur intergénique non transcrit (l’IGS, contenant le promoteur de l’ARN
Pol I) et de la séquence codant pour le pré-ARNr 35/45/47S. Le pré ARNr 35/45/47S est transcrit
dans le nucléole par l’ARN Pol I et contient les ARNr 18S, 5,8S et 25S/28S. Les ARNr 5S sont
transcrits par l’ARN pol III dans le noyau. Ces ARNr subissent plusieurs étapes de maturation
en parallèle avec l’assemblage des protéines ribosomiques (PRs), pour former les pré sous-unités
ribosomiques 40S (avec l’ARN 18S) et 60S (avec les ARNr 5S, 5,8S et 25S/28S).
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ribosomiques (Ginisty et al. 1999). Finalement, les pré sous-unités ribosomiques (40S et
60S) sont exportées vers le cytoplasme où, après avoir subi d’ultimes modiications, elles
s’assembleront autour d’un ARNm pour former un ribosome fonctionnel 80S et éven-
tuellement initier la traduction.

La biogenèse des ribosomes est un processus très énergivore, conservé au cours de
l’évolution et nécessaire à la croissance, à la prolifération et à l’homéostasie des cel-
lules. Ce processus requiert l’intervention de plusieurs centaines de facteurs protéiques
et snoRNPs, qui œuvrent ensemble autour des gènes codant pour les pré-ARNr 35/45/47S
activement transcrits (Mélèse et Xue, 1995). Le résultat de cete agglomération est la for-
mation du plus grand compartiment du noyau, le nucléole.
Le nucléole est un organelle dépourvu de membrane mais qui possède des proprié-
tés physiques et chimiques qui le séparent du reste du nucléoplasme. En efet, le nu-
cléole fait partie des organelles cellulaires sans membrane qui sont «phase-séparés»
(Brangwynne et al. 2011), c’est à dire qui se comportent in vivo comme un luide très
dense et non miscible avec le reste du milieu (Mitrea et Kriwacki, 2016). La sépara-
tion de phase liquide-liquide des organelles sans membrane dépend des caractéristiques
physico-chimiques des ARNs et des protéines présentes (la composition en acides ami-
nés et le type de domaines de ces dernières). Ainsi que de la concentration totale de
l’ensemble de ces facteurs (Mitrea et Kriwacki, 2016).
Dans le cas du nucléole, la machinerie de transcription des ARNr et les facteurs associés
sont les composants plus importants pour son assemblage (Brangwynne et al. 2011).
En efet, la formation du nucléole est initiée par l’activation transcriptionnelle de l’ARN
Pol I et l’arrêt de la transcription dissout le nucléole (Brangwynne et al. 2011 ; Mitrea et
Kriwacki, 2016). La Fibrillarine et la Nucléoline sont aussi importantes pour cete sépa-
ration de phase liquide-liquide (Mitrea et Kriwacki, 2016). Ainsi, l’intégrité structurelle
du nucléole dépend des intéractions entre l’ensemble de protéines et d’acides nucléiques
impliqués dans la biogenèse des ribosomes et de leurs concentrations. Par conséquent,
la taille du ou des nucléoles dans le noyau est étroitement liée aux besoins cellulaires en
traduction (Mitrea et Kriwacki, 2016).

1.1.1 L’ultrastucture du nucléole relète les étapes de biogenèse des

ribosomes

Au sein du nucléole, les facteurs impliqués dans les diférentes étapes de la bioge-
nèse des ribosomes sont organisés dans l’espace en fonction de leur rôle. Cete organi-
sation induit la formation de trois compartiments distincts : le composé granulaire (GC),
le composé ibrillaire dense (DFC) et le centre ibrillaire (FC) (Figure 1.2 et Stępiński,
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2014). Cete structure interne du nucléole est due à des diférences de miscibilité entre
les protéines des diférents compartiments. La nature tripartite du nucléole est donc éga-
lement maintenue par séparation de phase liquide-liquide (Feric et al. 2016).
Cete coniguration tripartite relète les grandes étapes de la biogenèse des ribosomes.
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Figure 1.2 – La structure tripartite du nucléole. Observation d’un A) noyau coloré au DAPI et
d’un B) nucléole au microscope confocal à épiluorescence, d’une lignée transgénique d’A. tha-
liana qui exprime le construit 35S ::FIBRILLARINE ::YFP. La FIBRILLARINE est une protéine
strictement nucléolaire. Fusionnée à la Yellow Fluorecent Portein (YFP), elle permet de marquer
par luorescence le nucléole et de distinguer les trois compartiments de ce dernier. C) Schéma de
la structure tripartite du nucléole observée en B, trois compartiments sont visibles : le composé
granulaire (GC), le composé ibrillaire dense (DFC) et le centre ibrillaire (FC).

L’ARN Pol I transcrit les gènes d’ARNr 35S/45S/47S entre la périphérie du FC et la zone
interne du DFC. Des événements de maturation précoces des ARNr et le début de l’as-
semblage avec les PRs ont lieu dans le DFC. D’autres événements plus tardifs de matu-
ration des ARNr ainsi que d’assemblage des pré sous-unités ribosomiques ont lieu dans
le GC, où des structures granuleuses peuvent être observées et correspondent aux pré-
ribosomes (Stępiński, 2014 ; Weis et al. 2015). Chez de nombreuses espèces, surtout vé-
gétales, un quatrième composant nommé cavité nucléolaire, dont le rôle reste méconnu,
est parfois visible selon le type cellulaire observé (Stępiński, 2014 ; Weis et al. 2015).

1.2 Le nucléole, un organelle multifonctionnel

Cependant, la description du nucléole comme lieu uniquement dédié à la biogenèse
des ribosomes a évolué ces dernières années. Une multitude d’études ont révélé l’impli-
cation du nucléole dans d’autres processus, comme la réponse au stress, la régulation
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du cycle cellulaire ou encore le métabolisme d’ARN non ribosomiques. Cete partie va
traiter quelques uns des nouveaux rôles atribués à cet organelle.

1.2.1 Le nucléole et le métabolisme d’ARNs non ribosomiques

Il a été montré qu’un grand nombre d’ARN transitent dans le nucléole avant d’être
exportés vers le cytoplasme (Boisvert et al. 2007 ; Brown et Shaw, 2008 ; Pederson,
1998 ; Pederson et Politz, 2000). Parmi ceux-ci, des ARN transcrits par l’ARN Pol III,
tels que les ARN de transfert (ARNt), ont été identiiés. Chez la levure, le nucléole est le
lieu de transcription et d’étapes de maturation précoces des ARNt (Phizicky et Hopper,
2010).

Le nucléole est également impliqué dans le métabolisme des ARNm à travers plu-
sieurs étapes de leurs vie, via la maturation des complexes snRNP de l’epissage ou lors
de leur dégradation (Brown et Shaw, 2008 ; Pendle et al. 2005). Aussi, chez Arabidopsis
thaliana (Heynh, 1842), des protéines appartenant au complexe protéique Exon Junction
Complex (EJC), ont été identiiées dans le nucléole (Pendle et al. 2005). Ce complexe
se forme sur la jonction entre deux exons d’un ARNm en cours d’épissage et est ex-
porté vers le cytosol avec ce dernier. Là, il joue un rôle primordial dans la régulation
post-transcriptionnelle de l’ARNm. Il est probable que cete localisation permete l’as-
semblage correct de l’EJC ou bien qu’elle participe à sa régulation fonctionnelle.

1.2.2 Le nucléole et la maturation de complexes snRNP et snoRNP

Le nucléole participe aussi à l’assemblage et/ou maturation de diférents complexes
ribonucléoprotéiques nucléaires (snRNP pour small nuclear RNP) et nucléolaires
(snoRNP). Tels que le splicéosome, un snRNP intervenant dans l’épissage des ARNm,
ou encore le snRNP TR/TRET ou Télomérase. La Télomérase catalyse l’addition de la sé-
quence télomérique à l’extrémité des chromosomes, en utilisant son petit ARN nucléaire
(snARN) comme matrice pour la synthèse (Boisvert et al. 2007 ; Brown et Shaw, 2008).
De plus, chez Arabidopsis thaliana, les télomères sont regroupés autour du nucléole
(Fransz et al. 2002). Lorsque la fonction (et structure) de ce dernier est perturbée, on
observe un perte d’association avec le nucléole accompagnée d’un raccourcissement des
télomères (Pontvianne et al. 2016b). Ce lien pourrait donc être important dans la syn-
thèse ou réplication des télomères chez cete espèce.
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1.2.3 Le nucléole en tant que senseur de stress et dans la réponse au

stress

Mis à part l’adaptation de la synthèse des ribosomes aux situations de stress cellu-
laire, comme son inhibition en situation de carences nutritives (Boulon et al. 2010), le
nucléole participe aussi à la réponse à diférents stress à travers d’autres mécanismes.
Un mécanisme de «rétention» de certaines protéines a été identiié chez les mammifères
suite à un stress thermique ou en conditions d’hypoxie. Ces stress entraînent l’accumu-
lation de transcrits provenant des IGS des gènes d’ARNr 47S au sein du nucléole (Audas
et al. 2012). Ces transcrits, d’environ 400 nucléotides, immobilisent et séquestrent dans
le composé granulaire certaines protéines nucléoplasmiques possédant une séquence
de détention nucléolaire appelé NoDS (pour Nucleolar Detention Signal) (Audas et al.
2012).
Ainsi, près de 200 protéines endommagées (mais de manière réversible) à cause du stress,
se retrouvent au GC (Audas et al. 2012 ; Frottin et al. 2019). C’est le cas par exemple
de l’ADNméthyltransférase DNMT1 et de protéines chaperonnes, comme notamment la
HSP70 (Heat Shock Protein 70) (Audas et al. 2012 ; Frottin et al. 2019). Ces protéines,
dont le repliement 3D est modiié du fait du stress, s’associent avec les chaperonnes, ce
qui empêche leur agrégation et endommagement irréversible. Une fois le stress terminé,
les protéines séquestrées reprennent leur état fonctionnel et quitent alors le nucléole
(Frottin et al. 2019).
Plus récemment, des données préliminai res montrent que lors d’un choc thermique il y
a également une accumulation de protéines, dont des protéines chaperonnes, au sein du
nucléole chezA. thaliana, mais il s’agit encore de résultats très préliminaires (Montacie,
2019). En efet, l’étude a identiié 3189 protéines nucléolaires en condition de choc ther-
mique, soit 5 fois plus que dans le protéome nucléolaire des plantes contrôle. Également
chez les plantes, lors d’une infection par l’Alfa Mosaic Virus, une protéine virale de ce
dernier est contenue dans le nucléole pour éviter le développement et la multiplication
du virus dans la cellule (Kalinina et al. 2018).

1.2.4 Le nucléole dans la régulation du cycle cellulaire

La séquestration de protéines par le nucléole est un mécanisme clé pour réguler le
cycle cellulaire. Par exemple, chez la levure, la phosphatase Cdc14 inactive, est séquestrée
dans le nucléole pendant l’interphase. Elle est activée lors de l’anaphase, étape durant
laquelle elle quite la région nucléolaire. Elle active alors par déphosphorylation, la pro-
téine qui va induire la dégradation des CDK (cyclin dependent Kinases). Les CDK sont
les enzymes responsables de l’entrée et du maintien de la mitose. L’activité de la phos-
phatase Cdc14 permet donc la sortie demitose, et la bonne ségrégation des chromosomes
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(Boisvert et al. 2007).

1.3 Le Nucléole et l’arhitecture de la hromatine

Chez les organismes eucaryotes, l’ADN est hautement compacté sous forme de chro-
matine dans le noyau. La chromatine se compose d’ADN génomique nucléaire enroulé
de manière cyclique à des octamères d’histones (2 H2A, 2 H2B, 2 H3 et 2 H4), cete unité
de base est nommée nucléosome (Luger et Richmond, 1998). La régulation du niveau de
compaction et de l’organisation de la chromatine au sein du noyau est essentielle pour
la stabilité du génome. En efet, la chromatine doit être agencée de façon à permetre
le bon déroulement des processus liés à l’ADN au cours du cycle cellulaire, comme la
réplication de l’ADN ou la transcription.

Des nombreux facteurs sont impliqués dans cete régulation qui modiie l’accessibi-
lité aux régions régulatrices des gènes par la machinerie de transcription et ainsi leur
capacité à être transcrits. Mais, l’organisation de la chromatine participe également à la
régulation de la réplication, la réparation, etc. (Kouzarides, 2007 ; Rosa et Shaw, 2013).
Cete organisation est très dynamique et peut évoluer selon le type cellulaire étudié,
l’environnement ou en relation avec le rythme circadien (Yeung et Naef, 2018).

1.3.1 Diférents niveaux d’organisation hromatinienne

1.3.1.1 Nucléosome, modiications épigénétiques et la compaction de l’ADN

Lemot épigénétique désigne les modiications chimiques de la chromatine, héritables
au cours des cycles cellulaires (mais réversibles), qui modulent le niveau de compaction
de cete dernière, et l’expression de gènes, sans modiier la séquence d’ADN. Les modi-
ications épigénétiques régulent la condensation de la chromatine par le biais de deux
mécanismes. D’une part, en induisant le rapprochement ou l’éloignement des nucléo-
somes entre eux. D’autre part, en recrutant des protéines non histoniques (des protéines
structurales ou des enzymes) qui modiient d’avantage la chromatine.

Une des modiications épigénétiques les plus étudiées est la méthylation de l’ADN,
ou plus précisément l’ajout d’un groupement méthyl à une cytosine (5-méthylcytosine
ou 5-mC). Chez les mammifères, la méthylation se réalise uniquement (ou presque) dans
le contexte CpG, tandis que le toutes les cytosines de plantes peuvent être méthylées
(CG, CHG et CHH, où H peut être un A un C ou un T) (Law et Jacobsen, 2010).
La méthylation de l’ADN induit le plus souvent une répression transcriptionnelle et
la condensation du site méthylé. Cete marque est surtout retrouvée au niveau de sé-
quences répétées, comme les ET ou les répétitions centromériques (Schübeler, 2015).
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Cependant, dans certains cas la méthylation participe à des changements d’expression
de gènes impliqués dans le développement ou encore la répression transcriptionnelle
tissu-spéciique de certains gènes (Law et Jacobsen, 2010 ; Rosa et Shaw, 2013).

Les modiications post-traductionnelles des histones sont également essentielles
pour la régulation du niveau de condensation de la chromatine et la régulation trans-
criptionnelle chez tous les eucaryotes. Ces marques induisent des rapprochements ou
des éloignements entre les nucléosomes par le biais du recrutement de protéines struc-
turales ou d’enzymes. Ces enzymes vont soit «remodeler» les nucléosomes, soit induire
des autres modiications épigénétiques.
Parmi ces modiications, la méthylation des histones est une des modiications les plus
importantes biologiquement, car elle est impliquée dans nombreux processus essentiels,
comme la mitose, et elle y joue des rôles majeurs (Rosa et Shaw, 2013).
Le méthylation des lysines H3K4, H3K36 et H3K79, induit une décondensation de la
chromatine, contrairement à la méthylation des lysines H3K9, H3K27 et H4K20 ; qui
sont des sites de méthylation corrélés à la répression transcriptionnelle. Dans tous les
cas, ces lysines peuvent être mono-, di- ou triméthylés, en fonction de quoi les efets sur
la régulation de la chromatine seront diférentes (Kouzarides, 2007). Les histone mé-
thyltransférases (HMT) sont les enzymes responsables de ce transfert de groupement/s
méthyle sur les lysines et également sur les arginines (Pontvianne et al. 2010).
Par exemple, la di et tri-méthylation de l’H3 de la lysine 9 (H3K9me2/3), induisent la
formation d’hétérochromatine en servant de site de ixation pour le recrutement de la
HP1 (Heterochromatin Protein 1). Lorsque la HP1 se lie sur des H3K9me2/3, elle induit
la propagation et le maintien de la état hétérochromatique (Kouzarides, 2007). Un autre
exemple est la triméthylation de l’H3K27, réalisée par le complexe répressif Polycomb 2
(PRC2). Cete marque va induire la répression des gènes concernés qui vont par la suite
être regroupés et former les domaines Polycomb (Kouzarides, 2007).

Chez les plantes, les promoteurs des gènes actifs sont associés à une acétylation plus
élevée des lysines des histones H3 et H4, et ces modiications sont reconnues par des
remodélateurs de la chromatine contenant le domaine Bromo (BRM). Cela conduit au
remodelage des nucléosomes au niveau du promoteur et facilite l’accès au machineries
de la transcription (Rosa et Shaw, 2013).

1.3.1.2 L’arhitecture tridimensionnelle de la hromatine

Les interactions intra- et inter- hromosomiques La majorité d’interactions chromo-
somiques se font au sein du même chromosome. Et, dans de nombreux cas, ces interac-
tions intrachromosomiques rapprochent une séquence régulatrice éloignée dans le chro-
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mosome (enhancer) avec le promoteur d’un gène, pour activer ainsi son expression. Chez
A. thaliana il semblerait que le locus FLOWERING LOCUS C (FLC) forme une boucle qui
a un impact sur son expression (Liu et al. 2016).
Mais il y a également des interactions interchromosomiques. Un des exemples les plus
connus, est l’interaction d’îlots hétérochromatiques interactifs (IHI) (Feng et al. 2014),
qui forment une structure également appelée KNOT Engaged Element (KEE) (Grob et
al. 2014).

Les Compartiments A et B duGénome et LesDomaines Chromatiniens Globalement,
l’ensemble des marques épigénétiques, ainsi que les interactions inter- et intrachromoso-
miques, puis les protéines non histoniques (structurales ou enzymes, e.g. : chaperonnes,
HP1, condensines, cohésines) et des ARNs non codants (Nozawa et Gilbert, 2019) qui se
lient à la chromatine, participent à la formation de domaines chromatiniens au sein d’un
chromosome. Chaque domaine présente un certain niveau de condensation par rapport
aux domaines adjacents. La transcription elle même joue aussi un rôle primordial dans
la formation de domaines euchromatiques (Steensel et Furlong, 2019).
À une échelle plus grande, le génome est divisé en plusieurs compartiments appartenant
à deux groupes, les compartiments A où la chromatine est plutôt permissive à la trans-
cription (i.e. :euchromatine), et B, où la chromatine est condensée et non favorable à la
transcription (i.e. : hétérochromatine) (Doğan et Liu, 2018). Par conséquent, les com-
partiments A et B, difèrent grandement au niveau des leurs marques épigénétiques et
niveau de condensation de la chromatine (Lieberman-Aiden et al. 2009).
Contrairement aux chromosomes de mammifères qui sont divisés en plusieurs compar-
timents A et B, les chromosomes végétaux adoptent souvent une structure simple avec
deux compartiments A, correspondant aux deux bras euchromatiques et un comparti-
ment B, au centre, correspondant au centromère, aux régions péricentromériques et aux
NORs (Dong et al. 2017 ; Feng et al. 2014). C’est le cas notamment d’Arabisopsis thaliana.

Les compartiments A et B sont des régions comprenant plusieurs mégabases (Mb). A
une échelle plus petite, les chromosomes sont divisés en domaines topologiquement as-
sociés (TADs) ou en compartiments A et B locaux, d’environ quelques dizaines à quelques
centaines de kb (Doğan et Liu, 2018 ; Dong et al. 2017).
Chez les animaux, les TADs sont des unités chromosomiques espacées par des bordures
enrichies en protéines architecturales telles que la cohésine et le facteur de liaison au
CCCTC (CTCF), ainsi qu’en gènes fortement exprimés (Bonev et Cavalli, 2016). Les
TADs actifs présentent moins d’interactions chromosomiques que les TADs inactifs qui
sont plus condensés, ainsi que des boucles créées par le contact entre l’activateur et le
promoteur de certains gènes. Une mauvaise conformation des TADs peut induire des
maladies chez l’homme (Lupiáñez et al. 2016, 2015).
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Chez les plantes, on peut noter l’absence de protéines frontalières comme la CTCF
(Wang et al. 2015a). Cependant, des compartiments A et B locaux ont été déinis chez
le riz, le millet, la tomate, le maïs, le blé et l’orge (Doğan et Liu, 2018 ; Dong et al.
2017, 2019 ; Liu et al. 2017). Ces compartiments ne sont pas présents chez Arabidopsis
thaliana, en efet, son petit génome ne comprend pas de régions intergéniques hétéro-
chromatiques qui pourraient être à l’origine de la formation de compartiments B locaux
au niveau des bras euchromatiques.

1.3.1.3 La localisation spatiale

En plus de l’organisation de la chromatine en domaines et compartiments présentant
diférents niveaux de condensation, les chromosomes sont positionnés de façon précise
dans le noyau.
Chaque chromosome occupe un territoire chromosomique (TC) délimité qui ne se mé-
lange pas avec les territoires des chromosomes voisins (Cremer et al. 2001 ; Pecinka
et al. 2004 ; Szczepińska et al. 2019). Chez les animaux, la position relative des TC est
beaucoup plus homogène que chez A. thaliana, où la localisation au sein du noyau d’un
CT semble être aléatoire.

Au sein de chaque TC, le chromosome est structuré d’une façon particulière. Les
chromosomes d’A. thaliana, adoptent une coniguration globale en «rosete» (Fransz et
al. 2002). Dans cete coniguration, le centromère de chaque chromosome et son hétéro-
chromatine péricentromérique adjacente, sont fortement condensés et forment un chro-
mocentre (CC). Les bras euchromatiques du chromosome forment des boucles à partir du
CC et les télomères sont regroupés autour du nucléole (Armstrong et al. 2001 ; Fransz
et al. 2002).
Les CCs sont positionnés à la périphérie du noyau, sauf celui du chromosome qui pos-
sède le NOR activement transcrit. En efet, les NORs participent à la formation du CC
(Feng et al. 2014 ; Fransz et al. 2002). Si le NOR est transcriptionnellement actif, le CC
s’associe avec la périphérie nucléolaire, s’il est inactif le CC est positionné à la périphérie
nucléaire.

Les espèces qui ont un plus grand génome, telles que, le blé, le seigle, l’orge et
l’avoine, présentent souvent une coniguration des chromosomes en «Rabl» (Rabl, 1885),
dans laquelle les centromères et les télomères sont situés aux pôles opposés des noyaux
(Doğan et Liu, 2018 ; Rosa et Shaw, 2013). Ainsi, les bras chromosomiques forment des
TC longitudinaux. Dans cete coniguration, plus de 70% du génome est localisé dans
l’hémisphère centromérique du noyau et est fortement condensé, et l’autre moitié du
noyau où se trouvent les télomères, contient une chromatine plus décondensée (Doğan
et Liu, 2018 ; Rosa et Shaw, 2013).
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Cependant, le noyau est composé non seulement de la chromatine, mais également
de nombreux corps nucléaires, qui ne possèdent pas demembrane les séparant physique-
ment du nucléoplasme. Ces compartiments inluencent également l’organisation spatiale
du génome.
Par exemple, chez l’humain et la souris, des interactions inter-chromosomiques entre 3
ou plus chromosomes (appelés hubs inter-chromosomiques), comprenant des gènes ac-
tivement transcrits, sont localisés à la périphérie des speckles (uinodoz et al. 2018). Les
speckles nucléaires (ou granules interchromatiniens) sont des sites ou se concentrent de
nombreux facteurs d’épissage de l’ARNm (Galganski et al. 2017). La localisation de ces
hubs autour des speckles permet sûrement d’optimiser la production de transcrits.

Parmi ces compartiments, le nucléole est le plus proéminent et possède des caracté-
ristiques qui le rendent non miscible avec le nucléoplasme (séparation de phase liquide-
liquide). Par conséquent sa présence a un impact direct dans l’organisation spatiale des
chromosomes.

1.3.2 Les Domaines hromatiniens associés au nucléole

L’ADN ribosomique n’est pas le seul à être en contact avec le nucléole. En 2010,
deux groupes indépendants ont montré que les 23 chromosomes humains possèdent
tous au moins une région associée au nucléole. Ces régions ont été appelées NADs pour
Nucleolus-Associated chromatin Domains (Koningsbruggen et al. 2010 ; Németh et al.
2010). Plus tard, les NADs ont été identiiés chez la souris (Guetg et Santoro, 2012a ;
Vertii et al. 2019).
Les NADs présentent un grand enrichissement en marques épigénétiques répressives de
la chromatine et en séquences répétées, notamment en séquences péricentromériques.
Par contre, ces domaines sont dépourvus de gènes et ceux présents, ont un faible ni-
veau d’expression. En outre, des hubs inter-chromosomiques, comprenant cete fois ci
des gènes avec un faible taux de transcription, sont localisés à la périphérie du nucléole
(uinodoz et al. 2018).
Le nucléole semble donc être un lieu d’ancrage pour l’hétérochromatine. Chez l’humain,
une partie non négligeable des compartiments B sont associés au nucléole (Dillinger et
al. 2016).

Parmi les NADs identiiés chez l’humain, se trouvent des gènes codant pour des ré-
cepteurs olfactifs (Németh et al. 2010). Les gènes codant pour les récepteurs olfactifs
appartiennent à une grande famille de gènes, sont exprimés de façon tissu-spéciique et
présentent également une expression monoallélique (Chess et al. 1994). Comme le nu-
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cléole est un environnement peu propice à la transcription de gènes par l’ARN Pol II, leur
association avec le nucléole pourrait en partie participer à ces diférences d’expression.
Ainsi, dans les tissus où ils ne seraient pas exprimés ils s’associeraient avec le nucléole
et vice-versa. Dans le cas de l’expression monoallélique, uniquement un des deux allèles
serait associé.
Un grand enrichissement en gènes codant pour des ARNt a également été mis en évi-
dence (Németh et al. 2010). Cete localisation périnucléolaire de gènes codant pour des
ARNt est cohérente avec des études précédentes qui ont montré une activité accrue de
l’ARN pol III autour de la périphérie nucléolaire (Thompson et al. 2003).

1.3.2.1 La périphérie nucléaire et nucléolaire comme lieu d’ancrage de l’hétérohro-
matine

Il est avéré chez les métazoaires, que de larges portions du génome sont maintenues
à la périphérie du noyau, par un réseau de ibres composé en grande partie de lamines
nucléaires. Ces domaines ont été appelés LADs, pour Lamina-Associated chromatin Do-
mains.
Les LADs ont été identiiés chez la drosophile (Pickersgill et al. 2006), la souris (Vertii
et al. 2019) et l’humain (Guelen et al. 2008 ; Kind et al. 2013). Comme les NADs, ces
régions présentent des caractéristiques propres à l’hétérochromatine et comportent un
faible nombre de gènes, qui ont tendance à être peu transcrits. En efet, de nombreux
compartiments B s’associent avec les lamines (Lieberman-Aiden et al. 2009). Chez l’hu-
main et la souris, les LADs représentent environ 40% du génome et leur taille varie de
40 kb à plus de 30 Mb (Pickersgill et al. 2006).

Dans les cellules végétales, les gènes codant des protéines homologues à la lamine
nucléaire n’ont pas été identiiées. Cependant, certaines protéines partagent des caracté-
ristiques avec les lamines, comme la localisation au niveau de la matrice nucléaire. Parmi
ces dernières, les protéines CROWDED NUCLEI (CRWN), jouent un rôle très important
dans l’architecture nucléaire. Chez le double mutant crwn1,2, on observe une réduction
signiicative de la taille des noyaux et une morphologie nucléaire non diférenciée (Ditt-
mer et al. 2007 ; Poulet et al. 2017). De plus, la structure tripartite des protéines CRWN
est similaire à celle des lamines nucléaires.
Chez A. thaliana, les domaines associés à la périphérie du noyau ont été identiiés par
immunoprécipitation de la chromatine associée aux protéines NUCLEOPORIN1 (NUP1)
et CRWN. Les régions génomiques identiiées sont également des domaines hétérochro-
matiques (Bi et al. 2017 ; Hu et al. 2019).

De manière intéressante, il existe un certain chevauchement entre les LADs et les
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NADs chez l’humain et la souris (Kind et al. 2013 ; Németh et al. 2010 ; Vertii et al.
2019). Certaines régions hétérochromatiques peuvent s’ancrer soit à la périphérie du
noyau, soit à la périphérie du nucléole (Kind et al. 2013 ; Pombo et Dillon, 2015).

Premier axe de la thèse

L’ANR NucleoReg développée par F. Pontvianne et dans laquelle s’insère mon projet
de thèse, a pour but de réaliser une cartographie de la dynamique des NADs dans dif-
férents contextes, ain d’évaluer l’impact du nucléole dans l’organisation globale de la
chromatine et la régulation transcriptionnelle de gènes transcrits par l’ARN pol II chez
A. thaliana. Avant de commencer ma thèse, l’équipe à pu metre en évidence chez A.
thaliana, que des domaines chromatiniens provenant des 5 chromosomes, étaient asso-
ciés au nucléole (Pontvianne et al. 2016b). Comme chez les métazoaires, ces régions
présentent des caractéristiques propres à l’hétérochromatine.
Cependant, 907 gènes font également partie des NADs et présentent un niveau d’expres-
sion transcriptionnelle plus faible comparé à l’ensemble des gènes (Pontvianne et al.
2016b). Ain de metre en évidence une possible voie de régulation transcriptionnelle par
séquestration nucléolaire, j’ai identiié les NADs en condition de choc thermique et suite
à la transition lorale.

Deuxièmement, pour déterminer s’il existe un chevauchement entre les domaines
associés à la périphérie nucléolaire et la périphérie nucléaire chez A. thaliana, une ana-
lyse comparative entre les NADs et les PLADs (Plant-like Lamina Associated chromatin
Domains) a été réalisée.



Chapitre 2

L’ADN ribosomique

2.1 Structure et localisation dans le génome de l’ADN ri-

bosomique (ADNr)

Les gènes d’ARNr sont universels. Chez les procaryotes, les gènes d’ARNr sont or-
ganisés sous forme d’opérons (unité d’ADN fonctionnelle regroupant des gènes sous
le contrôle d’un même promoteur). Chaque opéron code pour les trois ARNr (16S, 23S
et 5S), ainsi que des ARN de transfert (Figure 2.1A et Klappenbach, 2001. En fonction
de l’espèce, 1 à 15 opérons sont dispersés dans le génome (Klappenbach, 2001). Par
exemple, Escherichia coli (T. Escherich, 1885) possède environ 7 opérons proches d’une
origine de réplication de l’ADN (Figure 2.1B et Ellwood et Nomura, 1982.
En raison de la grande demande en protéines et donc de ribosomes, le nombre de copies
de gènes codant pour le pré-ARNr 35/45/47S et 5S dans les organismes plus complexes a
augmenté pour ampliier le nombre de transcrits. A l’inverse, les gènes codant pour les
PRs sont dans la plupart du temps en simple copie dans le génome.

Dans la majorité de cas, les gènes d’ARNr 35S/45S/47S sont séparés physiquement
des clusters d’ARNr 5S (arrangement type-S). Cependant, dans moins de 5% des cas, ils
sont liés dans la même unité de répétition au sein des NORs, c’est l’arrangement type-L
(Garcia et al. 2014 ; Sochorová, 2018). Ainsi, chez Saccharomyces cerevisiae (E. C. Han-
sen, 1883), les gènes codant pour le pré ARNr 5S se trouvent en simple copie après chaque
gène 35S. Tandis que chez Schizosaccharomyces pombe (Lindner, 1893), environ 30 copies
d’ADNr 5S sont dispersées dans le génome (Mao et al. 1982).
Chez certaines plantes comme les Asteroideae (une sous-famille des Angiospermes), on
retrouve fréquemment un arrangement type-L de ces gènes (Garcia et al. 2010). Ou en-
core chez certains Gnetales, Coniferales (Gymnospermes) et chez le fossile vivant Ginkgo
biloba (von Linné, 1771) (Garcia et Kovařík, 2013). G. biloba est un Spermatophyte,
seul représentant actuel de la famille des Ginkgoaceae, la famille d’arbres plus ancienne
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Figure 2.1 – L’ADNr chez les procaryotes, adapté de Maeda et al. 2015. A) Chez les procaryotes,
un opéron code pour les trois ARNr (16S, 23S et 5S) ainsi que pour un ou plusieurs des ARN
de transfert (t). B) Distribution dans le génome des 7 opérons d’ARNr d’Escherichia coli. Chaque
lèche orange représente un opéron d’ARNr. L’origine de réplication (Ori) et le site de terminaison
de la réplication (ter) sont représentés en rouge.
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connue, apparue il y a plus de 270 millions d’années. Ceci laisse penser qu’à la base les
deux gènes étaient liés (arrangement type-L) puis ils se sont séparés au cours de l’évo-
lution (Garcia et Kovařík, 2013).

La structure et organisation des NORs est très conservée chez les organismes eu-
caryotes. Chaque unité de répétition des clusters d’ADNr est divisée en deux parties
majeures (Figure 1.1). La région codante et l’espaceur intergénique non transcrit (IGS
pour Internal Genomic Spacer). C’est dans la région codante, d’environ 6,9 kb (35S) chez
la levure, ~10 kb chez A. thaliana (Rabanal et al. 2017b) et jusqu’à ~13 kb (47S) chez les
mammifères (McStay, 2016), que se trouvent les séquences codant les ARNr 18S, 5.8S,
et 25S/28S. Ces séquences sont séparées par deux espaceurs internes transcrits (ITS1 et
ITS2 pour Internal Transcribed Spacer). Les espaceurs externes transcrits (5’ETS et 3’ETS
pour External Transcribed Spacer) entourent les pré-ARNr.
En raison de la grande conservation au cours de l’évolution des séquences codant les
ARNr, elles sont utilisées pour reconstruire l’histoire évolutive des espèces et les re-
lations phylogéniques entre ces dernières, et ce chez les procaryotes comme chez les
eucaryotes (Garcia et al. 2014 ; Klappenbach, 2001 ; Sochorová, 2018).

En revanche, contrairement à la partie transcrite, une variabilité beaucoup plus im-
portante en taille et séquence est observée au sein de l’IGS entre les espèces. Il peut
varier de ~1 kb chez certaines espèces de plantes à ~30 kb chez les mammifères (McStay,
2016 ; Rogers et Bendich, 1987). Par exemple, chez l’homme (Homo sapiens [von Linné,
1758]), un IGS fait entre 10 et 30 kb contre 2 à 5 kb chez A. thaliana.
De manière générale, l’IGS contient le promoteur proximal du gène d’ARNr 35/45/47S
adjacent, des séquences régulatrices de la synthèse des pré-ARNr, des promoteurs espa-
ceurs et des séquences de liaison aux facteurs de terminaison de la transcription (McStay
et Grummt, 2008 ; Salim et Gerton, 2019). Chez les métazoaires, l’IGS contient égale-
ment une origine de réplication de l’ADN (Coen et Dover, 1982 ; Gonzalez et Sylves-
ter, 1995 ; Grozdanov et al. 2003 ; Gruendler et al. 1991 ; Kobayashi, 2014 ; Rogers et
Bendich, 1987 ; Suzuki et al. 1996).
Cependant, la présence ou non de ces éléments, leur agencement, leur nombre et sé-
quence varient beaucoup au niveau inter-spéciique (Figure 2.2). Par exemple, chez A.
thaliana, en plus du promoteur proximal, l’IGS contient trois sites de séquences répé-
tées, qui comportent de nombreux sites de restriction SalI et deux promoteurs espaceurs.
Chez la levure (Saccharomyces cerevisiae), chaque IGS est divisé (en IGS1 et IGS2) par un
gène codant pour le précurseur 5S en orientation inverse des gènes 35S (Kobayashi,
2014). L’IGS1 contient aussi un promoteur bidirectionnel de l’ARN pol II, qui permet la
transcritpion d’un ARN non-codant (l’E-pro) et aucune séquence répétée n’a été identi-
iée (Kobayashi, 2014). Chez l’homme, l’IGS contient des séquences microsatellites, des
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éléments transposables (e.g. : des éléments ALU ou LTR), un enhancer, un promoteur
de transcription non codante de l’IGS et un promoteur espaceur (Agrawal et Ganley,
2018 ; Gonzalez et Sylvester, 1995 ; Salim et Gerton, 2019).
Depuis 1974, la production de données concernant le nombre et la localisation de ces
clusters d’ADNr n’a pas cessé d’augmenter. Ces données ont été regroupées en deux
bases de données, la base de données d’ADNr de plantes (première sortie en 2011, puis
une troisième version en 2016 ; http://www.plantrdnadatabase.com) et une autre
concernant les animaux (première sortie en 2016 ; http://www.animalrdnadatabase.
com).
Environ 50% des publications référencées ont été produites durant cete dernière décen-
nie (Garcia et al. 2014 ; Sochorová, 2018). La majorité des études (~95%) concernent des
analyses microscopiques de l’ADNr par FISH (Fluorecent In Situ Hybridization). Cete
technique est très eicace pour l’ADNr en raison de son abondance, sa nature répétée et
la conservation de séquence entre les espèces. En efet, il est possible de suivre par mi-
croscopie l’ADNr d’une espèce sans connaître son génome avec des sondes spéciiques
pour les séquences 18S, 25S-28S, etc., car elles sont très similaires entre les espèces.
Ainsi, la base de données de plantes rassemble plus de 600 études, 2949 caryotypes de
1791 espèces de plantes, la majorité étant des Angiospermes (Garcia et al. 2014). La base
de données des animaux recense 1343 espèces de vertebrés et invertebrés (Sochorová,
2018).

Au niveau interspéciique, les organismes présentent une grande diversité du nombre
de clusters d’ADNr ou NOR, de 1 à plusieurs dizaines de loci en fonction de l’espèce (de
2 à 74 pour l’ADNr 5S et de 2 à 54 pour les sites d’ADNr 35S/45S/47S par génome di-
ploïde). Il est à noter qu’aucune corrélation n’existe entre le nombre de loci d’ADNr 5S
ou 35S/45S/47S et le nombre de chromosomes de l’espèce (Garcia et al. 2014 ; Garcia et
al. 2017 ; Sochorová, 2018). Cependant, un nombre réduit de loci est préféré.
En considérant les 1358 caryotypes animaux, le nombre médian de sites 45S/47S et 5S
par génome diploïde est de 2 (environ 60% des caryotypes animaux ont un seul locus
5S ou 45S/47S par génome haploïde) (Sochorová, 2018). Dans la plupart des végétaux,
on retrouve en médiane 4 loci 45S par génome diploïde et 2 loci 5S. Le pourcentage de
caryotypes avec un locus unique 5S étant de 40,35% tandis que 27,94% ont un seul locus
d’ADNr 45S (Garcia et al. 2014 ; Garcia et al. 2017). Pinus nigra (R. Legay, 1785) avec 26
loci 45S et 4 5S est une des espèces au plus grand nombre de loci, ou encore Alstroemeria
aurea (Graham, 1833), avec 26 loci 45S et 14 5S. Le nombre de loci d’ADNr 5S et 45S sont
positivement corrélés chez les plantes, contrairement aux animaux, où aucune corréla-
tion signiicative est observée (Garcia et al. 2017 ; Sochorová, 2018).

Les loci d’ADNr sont localisés sur diférents chromosomes (gonosomes ou auto-
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Figure 2.2 – La variabilité interspéciique de l’espaceur intergénique (IGS). Les unités de répéti-
tion de l’ADNr son divisées en deux parties, la séquence codant pour les gènes d’ARNr 35/45/47S
et l’IGS. A) L’IGS d’A. haliana, en plus du promoteur proximal (Promoteur), et deux promoteurs
espaceurs (SP), l’IGS contient trois sites de séquences répétées, qui comportent de nombreux sites
de restriction SalI. B) Chez l’homme, l’IGS contient de nombreuses séquences répétées comme
des séquences microsatellites ou des éléments trasnposables, un enhancer (E), un promoteur de
transcription non codante de l’IGS (Prom) et un promoteur espaceur (PS). C) Chez la levure (Sac-
charomyces cerevisiae), chaque IGS contient un gène codant pour le pré ARNr 5S en orientation
inverse des gènes 35S (arrangement type-L). L’IGS contient aussi un promoteur bidirectionnel de
l’ARN pol II (E-pro) et aucune séquence répétée n’a été identiiée.
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somes) en fonction de l’espèce. Cependant, dans la plupart de cas les loci d’ADNr 5S
sont en position intra-chromosomique (souvent péricentromérique). Inversement, les
loci d’ADNr 45S sont en position terminale (proches ou adjacents aux télomères). La
position chez l’ancêtre commun du loci d’ADNr 35S/45S/47S (contenant aussi l’ARNr
5S) est donc reconstruit comme terminal (Garcia et al. 2017 ; Sochorová, 2018).
De plus, chez la grande majorité d’organismes, les loci 45/47S se trouvent à l’extrémité
du bras court des chromosomes appelés «acrocentriques». Ces chromosomes ont la par-
ticularité d’avoir un bras chromosomique plus petit que l’autre. En conséquence, le cen-
tromère est plus proche d’un des deux télomères et la quasi totalité du bras court est
constitué d’ADNr (McStay, 2016).
Chez l’homme par exemple, environ 300 répétitions d’ADNr sont distribuées entre les
NORs sur les bras courts de chacun des cinq chromosomes acrocentriquesHSA13, HSA14,
HSA15, HSA21 et HSA22 (McStay, 2016). La mouche Drosophila melanogaster (Meigen,
1830) possède jusqu’à 600 répétitions d’ADNr, réparties entre les NORs du bras court
du chromosome Y entièrement hétérochromatique et dans l’hétérochromatine péricen-
tromérique du chromosome X (Ritossa et Spiegelman, 1965). Chez A. thaliana, ~700
copies sont distribuées entre deux NORs proches des télomères des bras courts des chro-
mosomes acrocentriques II et IV (Copenhaver et Pikaard, 1996a,b).
Mais il existe des exceptions à cete organisation, comme la levure (Saccharomyces cere-
visiae), qui possède un seul cluster de gènes d’ARN ribosomique 35S, avec environ 150
copies au bras long du chromosome XII. Ou encore la souris Mus musculus (von Linné,
1758) où la majorité de chromosomes sont acrocentriques et les clusters d’ADNr 47S se
trouvent dans les régions centromériques des chromosomes 12, 15, 16, 18 et 19 (Kuri-
hara et al. 1994).

2.2 La variabilité inter- et intraspéciique du nombre de

copies de gènes d’ARN ribosomique

Au niveau évolutif, malgré la grande conservation de la séquence et structure des
gènes codant les ARNr, ainsi qu’une tendance à avoir peu de loci d’ADNr, il existe une
grande luctuation du nombre de copies de gènes d’ARNr (NC). En efet, le NC peut va-
rier de quelques unités à plusieurs milliers en fonction de l’organisme (Long et Dawid,
1980 ; Rogers et Bendich, 1987).
Très récemment, une étude comprenant une grande gamme phylogénétique du règne des
Fungi, a révélée une variation de 11 à 251 copies en fonction de l’espèce (Lofgren et al.
2019). Les animaux présentent généralement entre 100 et 1.000 copies de gènes d’ARNr
par cellule diploïde, tandis que les plantes contiennent entre 500 et 40.000 copies (Long
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et Dawid, 1980 ; Rogers et Bendich, 1987 ; Rosato et al. 2016). Par exemple, chez les
Gnétophytes, l’une des quatre lignées de Gymnospermes, le nombre d’unités d’ADNr est
compris entre 2.500 à 6.000 (Wang et al. 2019). Parmi les grands clades des Bryophytes
(Marchantiophyta, Bryophyta etAnthocerotophyta), ce nombre varie de 500 à 2.500 copies
(avec une moyenne de 1197±630) par génome diploïde (Rosato et al. 2016).
Aucune association entre la position phylogénétique et le nombre de copies de gènes
d’ARNr que présente une espèce a été mis en évidence, à l’exception des Fungi où la si-
militude entre le NCs est inversement corrélé à la distance phylogénétique (Lofgren et
al. 2019). Cependant, il existe une corrélation positive entre le NCs et la taille du génome
chez les eucaryotes, même si le mécanisme responsable de cete relation reste inconnu
(Garcia et al. 2017 ; Prokopowich et al. 2003).

Au niveau intra-spéciique, de nombreuses études ont montré une grande variabi-
lité au sein de populations naturelles. C’est le cas par exemple dans des populations de
crustacés d’eau douce du genre Daphnia (Müller, 1785) (Eagle et Crease, 2012), chez As-
pergillus fumigatus (Fresenius, 1863), un champignon responsable de maladies chez les
humains et chez les oiseaux (Herrera et al. 2009) ou encore chez la levure (Kobayashi,
2014).
C’est également le cas chez la drosophile, où les populations présentent une variation en
quantité d’ADNr pouvant aller jusqu’à un facteur de 6 fois (Aldrich et Maggert, 2014 ;
Lyckegaard et Clark, 1989). Ce facteur peut être de jusqu’à 10 fois chez l’humain et
chez la souris. En efet, l’humain présente de quelques dizaines à environ 410 copies de
gènes 45S et la souris, de 31 à 289 copies (Gibbons et al. 2015).

Le NC peut changer sur une courte période de temps, d’une génération à une autre
(après une méiose ou une mitose s’il s’agit d’un organisme unicellulaire) et même au
sein d’un individu. Les populations naturelles d’A. thaliana présentent aussi une grande
variabilité du nombre de copies. De plus, suite à un croisement entre un individu à
fort nombre de copies (contenant ~2.500 répétitions par génome haploïde) et un autre
à faible nombre de copies (environ 500), la descendance de la génération F1 (qui possède
~1.500 copies) manifeste des modiications successives du nombre de copies (qui difère
du nombre de copies des parents), déjà évidentes dès la génération F2 (Rabanal et al.
2017b).
Le génotypage du NC de gènes 45S dans trois généalogies humaines constituées de huit
frères et sœurs, a montré des diférences de taille entre les clusters d’ADNr de ces der-
niers, pouvant représenter un écart de jusqu’à deux fois du nombre de copies (Gibbons
et al. 2015). Une autre étude chez l’humain qui comparait également les clusters d’ADNr
au sein de familles, a démontré que ces derniers sont soumis à un arrangement méio-
tique (de parent à ils) à une fréquence de >10% par locus d’ADNr. En d’autres mots, un
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locus d’ADNr subit une délétion ou expansion dans 10% des méioses (Stults et al. 2007).
Plus encore, cete variabilité a aussi été observée au sein d’individus. En efet, l’étude de
la longueur des NORs de globules blancs humains a montré une grande variabilité entre
les cellules d’un même individu (Stults et al. 2007).

Finalement, une analyse du NC de gènes 47S d’individus et leurs données d’expres-
sion (séquençage ARN à haut débit) correspondantes a pu corréler de manière signii-
cative l’expression d’environ 200 gènes transcrits par l’ARN Pol II au dosage d’ADNr.
Les produits de ces gènes sont enrichis fonctionnellement en facteurs apparentés à la
biogenèse des ribosomes et au nucléole. Cependant, ils sont aussi enrichis en facteurs
impliqués dans le dépôt demarques épigénétiques de la chromatine (Gibbons et al. 2014).
Chez le maïs (Zea mays ; von Linné, 1753) également, une analyse de 256 individus pré-
sentant une variation de 1.061 à 17.347 copies de gènes 45S (3.246 enmoyenne), a identiié
32 gènes avec une expression corrélée signiicativement avec le nombre de copies. Ces
gènes sont liés à la biogenèse des ribosomes (Li et al. 2018).
Mais pourquoi donc existe-t-il une telle variabilité du nombre de copies au sein des clus-
ters d’ADNr?

2.3 L’ADN ribosomique, un des loci les plus instables du

génome

Au sein d’un génome, l’apparition de cassures ou d’anomalies structurelles chromo-
somiques comme des délétions, inversions ou encore insertions n’est pas aléatoire. En
efet, il existe des loci dits «fragiles» qui sont plus propices à subir des lésions ou des
erreurs lors de la réplication ou réparation de l’ADN.
L’ADNr est connu pour être un des loci les plus instables du génome à cause de leur
nature répétée mais aussi de leur taux de transcription qui est le plus élevé du génome
(McStay, 2016 ; Salim et Gerton, 2019). Ses caractéristiques le rendent propice à une
des lésions les plus fréquentes et dangereuses pour l’intégrité génomique, les cassures
double brin de l’ADN (DSB pour Double Strand Break en anglais).
Les DSBs peuvent entrainer des pertes ou des gains de copies après des événements de
recombinaison délétères au cours de leur réparation (Kobayashi, 2014 ; Schubert et al.
2004 ; Tsang et Carr, 2008). En efet, les cellules de levure, de mammifères et de plantes,
présentent en conditions normales, des taux de γH2AX (marqueur des cassures double
brin de l’ADN) plus élevés dans les nucléoles que dans tout le nucléoplasme (Huang et
al. 2012 ; Kobayashi, 2011 ; Paredes et al. 2018), et même par rapport à d’autres régions
répétées comme les centromères (Huang et al. 2012).
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Parmi tous les facteurs qui peuvent endommager l’ADN (l’ADN peut subir jusqu’à
1.000.000 de lésions par cellule et par jour !), les facteurs endogènes sont une des sources
majeures d’instabilité génomique. Par exemple, les processus liés à la transmission et ex-
pression de l’information génétique qui ont, entre autres, le potentiel d’induire des cou-
pures simple et double brin de l’ADN (Gaboriaud etWu, 2019 ; Kim et Jinks-Robertson,
2012 ; Marnef et al. 2017 ; Tsang et Carr, 2008).
En efet, lors de la réplication de l’ADN, le matériel génétique est susceptible de subir des
lésions comme des DSBs. Le réplisome rencontre fréquemment des obstacles sur l’ADN
matrice tels que des protéines non-histoniques liées à l’ADN comme celles de la machi-
nerie de transcription. L’un des obstacles plus problématiques au niveau des fourches
de réplication, notamment à des régions fortement transcrites, car souvent aboutit à
des collisions entre les deux machineries (qui peuvent entraîner des DSBs). Lorsque les
fourches de réplication rencontrent de telles barrières, le réplisome ralentit et se stabilise.
Si le problème n’est pas résolu, la fourche de réplication peut se rompre et le réplisome
est alors dissocié de l’ADN, qui est alors exposé à des possibles lésions (Gaboriaud et
Wu, 2019 ; Kim et Jinks-Robertson, 2012 ; Tsang et Carr, 2008).
D’un autre côté, la transcription elle même est aussi une grande source de DSBs à cause
de structures secondaires qui peuvent se former au niveau du brin d’ADN activement
transcrit (Marnef et al. 2017). Plus encore, une forte activité transcriptionnelle combi-
née à un état ouvert de la chromatine, augmente la sensibilité de l’ADN à des agents
mutagènes endogènes (des agents génotoxiques produits par le métabolisme cellulaire)
ou exogènes (comme des rayonnements ultraviolets) (Gaboriaud et Wu, 2019 ; Huang
et al. 2012 ; Kim et Jinks-Robertson, 2012).

Les DSBs déclenchent l’activation de la réparation de l’ADN. La kinase ATM (Ataxia
Telangiectasia-Mutated) reconnaît les DSBs et initie la transduction du signal. Une fois
activée par son recrutement au niveau de la cassure double brin, elle phosphoryle la
sérine 139 du variant d’histone H2AX (γH2AX ) des nucléosomes entourant le site en-
dommagé. Des centaines à des milliers deH2AX sont phosphorylés (Kuo et Yang, 2008).
Grâce à cete phosphorylation de l’histoneH2AX , il est possible de repérer par immuno-
luorescence les foci de réparation des DSBs formés, par le biais d’anticorps anti-γH2AX

(Kuo et Yang, 2008 et Figure 2.3).
Ensuite, en fonction du cycle cellulaire ou de la position génomique et nucléaire, les
DSBs sont réparés soit par recombinaison homologue (RH) soit par jonction d’extrémité
non-homologue (NHEJ) (Figure 2.4). Brièvement, lors de la NHEJ, les extrémités cassées
sont alignées et liguées ensemble, ce qui ne requiert pas de séquence complémentaire
pour réparer la cassure. Ces revues abordent plus en détail cete voie de réparation :
Hastings et al. 2009 ; Her et Bunting, 2018 ; Schubert et al. 2004. Ce mécanisme est
très mutagène car il conduit régulièrement à des petites délétions de 1 à 4 paires de bases
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Figure 2.3 – Visualisation au microscope de foci de réparation des cassures double brin de l’ADN
(DSB). A) La kinase ATM (Ataxia Telangiectasia-Mutated) reconnaît les DSBs et phosphoryle la
sérine 139 du variant d’histoneH2AX (γH2AX ) des nucléosomes entourant le DSB. Cete phos-
phorylation iniduit le recrutement des protéines impliquées dans la recombinaison homologue
(RH) ou la jonction d’extrémités non-homologue (NHEJ). B)Observation au microscope confocal
à épiluorescnce d’un noyau d’Arabidopsis thaliana coloré au DAPI (bleu), présentant deux foci
de réparation de l’ADN marqués par immunoluorecence avec des anti-corps anti-H2AX (vert).

(pb) (Hastings et al. 2009). En revanche, la RH répare l’ADN sans erreur au niveau de
la séquence car utilise un ADN complémentaire comme matrice.
La RH commence par la production d’extrémités cohésives au niveau de la cassure double
brin, ensuite les extrémités d’un seul brin de l’ADN endommagé vont envahir l’ADN non
endommagé et se lier au brin complémentaire. Ce brin complémentaire sert de matrice
pour la synthèse d’ADN entre les deux extrémités de la cassure et il s’agit normalement
d’une chromatide sœur (Figure 2.4).
Par conséquent, il est considéré que la réparation par RH est limitée aux phases S et G2
du cycle cellulaire et la réparation par NHEJ prédomine dans les phases G0 et G1. Mais
de nombreuses études montrent que la réparation de DSBs est aussi accomplie par RH
durant l’interphase, en particulier au niveau de séquences répétées en tandem qui sont
hautement recombinogènes. Notamment l’ADNr, où se mécanisme semble être majori-
taire (Marnef et al. 2019 ; McStay, 2016 ; Sluis et McStay, 2015 ; Tsang et Carr, 2008).
En efet, dans ces cas, les répétitions au sein de la même chromatide, du chromosome
homologue ou d’un chromosome non-homologue (par exemple un NOR d’un autre chro-
mosome) peuvent être utilisées comme matrice pour la RH.

Si les DSBs ne sont pas réparés, ils peuvent entraîner la mort cellulaire. Si ils sont mal
réparés, ils peuvent induire des réarrangements chromosomiques, particulièrement au
niveau de séquences répétées en tandem puisqu’elles sont propices à des recombinaisons
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Figure 2.4 – Les deux mécanismes de réparation des cassures double brin de l’ADN (DSB), adapté
de Her et Bunting, 2018. La jonction d’extrémités non-homologue (NHEJ) ligue ensemble les
extrémités cassées. La recombinaison homologue (RH) répare l’ADN en utilisant un ADN com-
plémentaire comme matrice. La RH commence par la production d’extrémités cohésives au ni-
veau de la cassure double brin, ensuite les extrémités d’un seul brin de l’ADN endommagé vont
envahir l’ADN non endommagé et se lier au brin complémentaire. Ce brin complémentaire sert
de matrice pour la synthèse d’ADN entre les deux extrémités de la cassure.

homologues non alléliques (NAHR) (Krasileva, 2019 ; Sasaki et al. 2010 ; Schubert et
al. 2004). La NAHR est une recombinaison homologue entre des séquences d’ADN ré-
pétées à des positions non alléliques (Figure 2.5). En efet, l’échange se fait entre deux
segments d’ADN très similaires mais qui ne sont pas homologues en termes de longueur
et position dans le chromosome. Elle peut avoir lieu entre des chromatides sœurs lors de
la réplication de l’ADN ou entre des chromosomes homologues, non-homologues et au
sein de la même chromatide si le DSB a lieu durant l’interphase.
Le choix des segments d’ADNnon alléliques pour la recombinaison déinissent le résultat
du croisement, qui conduit à une délétion et duplication réciproque d’unités de répétition
entre les deux segments d’ADNou sur une seule chromatide (Figure 2.4 et Hastings et al.
2009 ; Krasileva, 2019 ; Peng et Karpen, 2008 ; Sasaki et al. 2010 ; Tsang et Carr, 2008).
Par exemple, si la recombinaison se fait entre des répétitions de la même chromatide (re-
combinaison homologue intrachromosomique), les unités qui interviennent forment une
boucle entre le site donneur et l’accepteur (endommagé). Cete boucle est ensuite exci-
sée, formant ainsi un ADN circulaire extrachromosomique et réduisant le nombre de
répétitions au sein du chromosome (Kobayashi, 2014 ; Krasileva, 2019 ; Peng et Kar-
pen, 2008 ; Sasaki et al. 2010 ; Tsang et Carr, 2008).
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Figure 2.5 – La Recombinaison Homologue Non Allélique (NAHR), adapté de Sasaki et al. 2010.
La NAHR est une recombinaison homologue entre des séquences d’ADN à des positions non
alléliques.A) La NAHR interchromosomique peut avoir lieu entre des chromosomes homologues
et non-homologues ou entre des chromatides sœurs lors de la réplication de l’ADN. Cete NAHR
conduit à une délétion et duplication réciproque d’un segment d’ADN entre les deux chromatides.
B) La NAHR intrachromosomique conduit à une délétion au sein de la chromatide. Les unités qui
interviennent pour la réparation du DSB forment une boucle entre le site donneur et l’accepteur.
Cete boucle est excisée formant ainsi un ADN circulaire extrachromosomique (eccDNA). Les
DSBs sont représentés par une croix rouge.
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On vient de voir que l’ADNr présente toutes les caractéristiques favorables à des ex-
pansions et contractions dues à des recombinaisons homologues non alléliques entre des
unités de répétition lors de la réparation d’un DSB. Par conséquent c’est une des régions
plus dynamiques en termes de variation du nombre de copies. Mais malgré cete grande
instabilité, au sein d’une espèce on retrouve un équilibre du NC d’ARNr, qui est main-
tenu dans un intervalle (entre un minimum et un maximum). En efet, la longueur de
l’ADNr change toujours de manière cyclique, les événements menant à la réduction de
l’ADNr (comme des NAHRs) s’alternent avec des ampliications de ce dernier (Kobaya-
shi, 2014). Chez la drosophile par exemple, suite à une suppression artiicielle d’unités
de répétition de l’ADNr, une augmentation allant jusqu’à 15 copies par génération est
observée (Paredes et Maggert, 2009).

Cete maintenance d’un équilibre à long terme du NC suggère que la cellule a mis
au point un (ou plusieurs) système permetant de restaurer le nombre optimal de répé-
titions suite à des altérations au sein de l’ADNr.
Un tel mécanisme a été décrit chez la levure, où un système d’«ampliication génique»
permet la récupération des copies perdues par des évènements de recombinaison homo-
logue non allélique lors de l’interphase (Kobayashi, 2011, 2014 ; Nelson et al. 2019). Au
cours de la phase S du cycle cellulaire, la réplication de l’ADNr commence à partir des
origines de réplication bidirectionnels situés à l’IGS. La fourche de réplication s’arrête
lorsqu’elle rencontre un site de blocage de la fourche de réplication (RFB) par l’efet de
la protéine Fob1, qui s’associe spéciiquement à la séquence de la RFB.
Lorsque la fourche de réplication est arrêtée, un DSB est induit et l’extrémité cassée est
réparée par recombinaison homologue avec la chromatide sœur. Si le DSB est réparée
avec l’unité de répétition la plus proche de la chromatide sœur (recombinaison égale des
chromatides sœurs), le nombre de répétitions ne change pas (Figure 2.6). Par contre, si
le DSB est réparée avec une unité plus éloignée de la chromatide sœur, certaines unités
sont répliquées deux fois et le nombre de répétitions augmente (recombinaison inégale
des chromatides sœurs)(Figure 2.6).
Le choix du type de recombinaison se fait par la transcription du promoteur non codant
E-pro qui produit un ARN non-codant. Ainsi, dans des situations où le nombre de copies
de l’ADNr est normal, la protéine SIRTOUINE2 (SIR2, une NAD-dépendante histone dé-
acetylase) inhibe la transcription d’E-pro. Ceci permet au complexe de la cohésine (qui
relie les chromatides sœurs jusqu’à la division cellulaire) de s’associer à l’IGS. Les DSB
sont réparés par recombinaison égale des chromatides sœurs (Figure 2.6).
Dans le cas où le nombre de copies est réduit, la répression par SIR2 est supprimée et
E-pro est activé. En efet, le complexe Upstream Activating Factor (UAF) de l’ARN Pol I,
se ixe sur les promoteurs proximaux de l’ADNr pour activer la transcription par l’ARN
Pol I. Lorsque le nombre de copies est réduit, les sites de ixation de l’UAF sont saturés et
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Figure 2.6 – Modèle d’ampliication génique de l’ADNr 35S chez la levure Saccharomyces cere-
visiae, adapté de Kobayashi, 2014. La protéine Fob1 s’associe au site de blocage de la fourche
de réplication (RFB). uand la fourche de réplication arrive sur un site où Fob1 est présent, elle
est arrêtée et une cassure double brin de l’ADN (DSB) est induite. Le DSBs est ensuite réparé par
recombinaison homologue avec la chromatide sœur. Dans des situations normales, SIR2 inhibe la
transcription d’E-pro et le DSB est réparé par recombinaison égale des chromatides sœurs. Il n’y
a pas de perte du nombre de copies des gènes d’ARNr 35S. Dans le cas où le nombre de copies est
réduit, E-pro est activé. Sa transcription déplace le complexe de la cohésine et lors de la répara-
tion du DSB, certaines unités sont répliquées deux fois (recombinaison inégale des chromatides
sœurs). Par conséquent, le nombre de copies augmente.
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les complexes UAF «libres» se ixent sur les promoteurs de la SIR2. Ceci inhibe l’histone
déacétylase SIR2 et l’ARN non codant E-pro est transcrit. Cete transcription déplace
le complexe de la cohésine de l’IGS et la réparation des DSB se fait avec des répétitions
éloignées de la chromatide sœur. Par conséquent, le nombre de copies d’ADNr augmente
(Figure 2.6).

2.4 L’ADN ribosomique et la stabilité génomique

2.4.1 Le nombre de copies de gènes d’ARN ribosomique n’est pas lié

au besoin transcriptionnel

Malgré la forte demande en transcrits, seul un sous-ensemble de gènes d’ARNr est
transcrit à un moment donné dans une cellule eucaryote. Dans la plupart du temps, les
autres copies sont associées à des marques répressives de la chromatine et condensées.
D’abord, les organismes qui possèdent plusieurs NORs présentent souvent une expres-
sion diférentielle de ces derniers. En efet, l’ensemble des copies d’un NOR (inactif) ne
seront pas transcrites et l’ensemble du NOR va se condenser et créer un domaine hé-
térochromatique ne se distinguant pas de l’hétérochromatine constitutive environnante
(McStay et Grummt, 2008). Ensuite, au sein d’un NOR actif, une partie des répétitions
d’ADNr se trouve dans un état condensé silencieux et l’autre partie est décondensée et
activement transcrite, autour de laquelle se forme le nucléole.
Cete inhibitionNOR-spéciique des copies d’ADNr estmaintenue à travers les cycles cel-
lulaires (McStay et Grummt, 2008). La morphologie ouverte très particulière des NORs
transcriptionnellement actifs correspond à ce qui a été appelé «constriction secondaire»
(les constrictions primaires étant les centromères) par Barbara McClintock, lors de ses
observations cytologiques sur le maïs, sans connaître le lien avec la synthèse des ribo-
somes (McClintock, 1934).

Chez l’écotype d’A. thaliana Columbia (Col-0), l’ensemble des gènes d’ARNr sont
exprimés au début de la germination de la graine. Puis, quatre jours après la germina-
tion, les gènes d’ARNr présents sur le chromosome 2, sont réprimés par l’accumulation
de modiications épigénétiques de type répressives, et le NOR2 est le plus souvent exclu
du nucléole (Chandrasekhara et al. 2016 ; Earley et al. 2010 ; Pontvianne et al. 2012,
2013). Cependant, en fonction de l’écotype, c’est le NOR2 ou les deux qui seront actifs
(Rabanal et al. 2017a).

Les gènes d’ARNr sont donc présents en deux états, un état actif (i.e. : euchromatique)
et un état inactif (i.e. : hétérochromatique). Pour la plus grande partie de gènes inactifs,
l’état condensé est hérité pendant la division cellulaire. Mais au sein des parties actives
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des NORs, se trouvent des copies exprimées et non exprimées intercalées entre elles, et
leurs nombres respectifs varient au cours de la vie d’un organisme selon les besoins de la
cellule (McStay et Grummt, 2008). Deux grands mécanismes sont impliqués, le contrôle
de l’état chromatinien des gènes d’ARNr et la régulation du taux de transcription par
l’ARN Pol I.
Les modiications épigénétiques modulent le niveau de condensation de la chromatine
au niveau des gènes d’ARNr en modiiant ainsi l’accessibilité de la machinerie transcrip-
tionnelle. Ainsi, les gènes actifs sont peu méthylés et on retrouve des marques d’histones
liées à un état décondensé de la chromatine (i.e. : triméthylation de la lysine 4 de l’histone
H3 [H3K4me3] ou encore l’acétylation de la lysine 9 de l’histone H3 [H3K9ac]). Contrai-
rement aux gènes inactifs, enrichis en modiications post-traductionnelles des histones
de type repressif (i.e. : di- ou triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 [H3K9me2/3]
ou encore la méthylation de la lysine 20 de l’histone H4 [H4K20me]) et présentant un
taux très élevé de méthylation des cytosines (McStay et Grummt, 2008).
L’histone déacétylase 6 (HDA6) joue un rôle majeur dans l’inactivation transcription-
nelle des gènes d’ARN ribosomique chez A. thaliana. Cete protéine est impliquée dans
la condensation de la chromatine du NOR2 mise en place au cours du développement
de la plante et a pour cible plusieurs lysines de l’histone H3. En efet, chez les mutants
hda6, les deux NORs apparaissent décondensées et sont enrichies en H3K4me3 (Earley,
2006 ; Probst et al. 2004).

Le nombre de copies de gènes d’ARNr au sein d’une espèce est maintenu au delà
du nombre de copies nécessaires pour répondre à la demande cellulaire en ARN riboso-
mique. Par conséquent, la variation interspéciique du nombre de copies n’est pas liée à
des diférences d’expression des gènes d’ARNr. Chez le maïs par exemple, aucune cor-
rélation n’existe entre le NC d’ARNr 45S et entre l’expression de ces derniers dans les
tissus. En d’autre mots, les lignées de maïs avec plus de copies d’ARNr n’ont pas un
niveau d’expression global d’ARNr plus élevé (Li et al. 2018).

2.4.2 Importance de l’ADN ribosomique hétérohromatique dans la

stabilité du génome

Nous avons vu que la réparation de ces DSBs peuvent induire une variabilité du
nombre de copies au sein de ces loci. Mais en dépit de cete instabilité, une quantité de
gènes d’ARNr inactive reste maintenue chez tous les organismes. Il est donc clair que
cete hétérochromatine constitutive formée par une partie des copies d’ADNr est sous
une pression de sélection positive et a donc été conservée au cours de l’évolution.
La question est de savoir pourquoi ?Malgré l’importance de ces gènes et leur universalité
au sein des organismes vivants, peu de travaux ont soulevé cete question. Cependant,
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quelques données intéressantes ont été découvertes chez la levure, la drosophile ou des
cellules de souris. Ces études ont démontré le rôle de l’ADNr hétérochromatique dans la
stabilité des gènes d’ARNr et de l’hétérochromatine.

Des drosophiles mutantes avec un nombre réduit de copies de gènes d’ARNr, pré-
sentent moins d’hétérochromatine. Ainsi, l’expression de nombreux gènes est afectée
mais le niveau de transcription des ARNr reste inchangé (Paredes et Maggert, 2009 ;
Paredes et al. 2011). De manière intéressante, le nombre de gènes diférentiellement
exprimés était positivement corrélé à la taille de la délétion de l’ADNr. Ces gènes pré-
sentent des enrichissements fonctionnels pour des gènes codant pour des protéines lo-
calisées dans les mitochondries et impliqués dans le transfert d’électrons, ce qui est en
accord avec les résultats obtenus par Gibbons et des collaborateurs (cf. I.3.2 et Gibbons
et al. 2014).
En outre, ces gènes sensibles à la réduction d’ADNr ne sont pas regroupés physiquement
ou proches de régions hétérochromatiques, ils sont répartis dans le génome (Paredes et
Maggert, 2009 ; Paredes et al. 2011). L’ensemble de ces résultats indique que la fraction
hétérochromatique de l’ADNr est importante pour la structure tridimensionnelle du gé-
nome (les TADs), en particulier dans la mise en place ou la stabilité des compartiments
hétérochromatiques au sein du noyau.

D’un autre côté, chez Saccharomyces cerevisiae, lorsque des copies d’ADNr sont per-
dues, les cellules deviennent plus sensibles aux DSBs induits par des agents mutagènes
comme le méthanesulfonate de méthyle (MMS) ou la lumière ultraviolete (UV) (Ide et al.
2010 ; Salim et al. 2017). En 2010, Ide et ses collaborateurs ont créé une série de souches
de levure contenant un nombre réduit de répétitions d’ADNr (20 à 80 copies). Ils ont
ainsi démontré que leur sensibilité au MMS et aux UV augmentait avec la diminution du
nombre de répétitions d’ADNr. Cete instabilité génomique avait comme conséquence
la sénescence prématurée des cellules (Ide et al. 2010).
Dans ces souches, la plupart des unités sont transcrites car la demande en molécules
d’ARNr ne permet pas d’en garder une partie inactive (Ide et al. 2010) et présentent les
structures en «arbre de Noël» lors de leur visualization par microscopie électronique
(Kobayashi, 2014). La même étude a démontré que cete sensibilité dépend de l’activité
transcriptionnelle de l’ADNr, qui interfère avec la cohésion entre les loci de l’ADNr des
chromatides sœurs lors de la recombinaison homologue.
Dans des souches de levure normales, les unités inactives fournissent un espace pour que
les enzymes de réparation puissent accéder à l’ADN endommagé à cause, entre autres,
de la forte activité transcriptionnelle des copies actives. En efet, les unités d’ADNr in-
actives sont associées à la condensine, un complexe protéique qui condense l’ADNr et
connecte les chromatides sœurs pour leur réparation par RH (Ide et al. 2010). Dans une
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souche avec un faible nombre de répétitions d’ADNr, la condensine ne peut pas accéder
à l’ADNr et donc aucun dommage susceptible de se produire ne sera réparé (Ide et al.
2010).
En accord avec ces résultats, des cellules souches hématopoïétiques (cellules localisées
dans la moelle osseuse, à partir desquelles sont générées les diférentes lignées de cel-
lules sanguines du corps) de souris qui ont un nombre réduit de copies de gènes d’ARNr
sont également plus sensibles aux agents endommageant de l’ADN tels que la bléomy-
cine, le MMS et les rayons X (Xu et al. 2017).

Un autre exemple illustrant l’importance de l’état condensé d’une partie des uni-
tés de répétition au sein de l’ADNr pour la protection de l’ensemble des copies est une
étude de Peng et Karpen de 2007. Ils ont montré chez des drosophiles mutantes pour
l’histone méthyltransférase Su(var)3-9, où la formation de l’hétérochromatine consti-
tutive est perturbée, une instabilité accrue de l’ADNr et l’apparition d’ADN circulaires
extrachromosomiques (Peng et Karpen, 2007). En efet, Su(var)3-9 est responsable de
la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9me3), une des marques impliquées
dans la condensation de séquences répétées, comme l’ADNr ou les répétitions centromé-
riques. Plus tard, une réduction du nombre de copies d’ADN ribosomique a été montré
chez ces mêmes mutants (Paredes et Maggert, 2009).
De plus, la suralimentation de mouches qui accroît l’activité de mTOR (une kinase res-
ponsable de l’augmentation de la biogenèse des ribosomes lorsque les acides aminés sont
abondants), est également accompagnée d’une réduction du nombre de copies d’ADNr
(Aldrich et Maggert, 2015). Xu et des collaborateurs ont montré ce même phéno-
type dans des cellules souches hématopoïétiques de souris dépourvues de PTEN (une
phosphatase qui régule négativement l’activité de mTOR), qui présentent également un
nombre réduit de copies de gènes d’ARNr (Xu et al. 2017).
L’ensemble de ces résultats suggèrent que la perte de copies de gènes d’ARNr observée
chez la drosophile comme chez la souris, est due à l’augmentation du nombre de copies
actives, ce qui induit plus de cassures double brin au niveau de l’ADNr à cause de la forte
activité transcriptionnelle. Comme il y a peu de copies inactives disponibles pour la ixa-
tion des complexes protéiques pour la recombinaison homologue entre des chromatides
sœurs ou homologues, les DSBs sont réparés surtout par de la recombinaison homologue
intrachromosomique (non allélique), ce qui a comme conséquence la formation d’ADN
circulaires extrachromosomiques et la perte de copies d’ADNr.

Deuxième axe de la thèse

Les études que je viens de présenter, montrent que la fraction inactive des copies
d’ADNr inluence l’expression des gènes chez la drosophile et est nécessaire pour main-
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tenir la stabilité de l’ADNr chez la levure et la souris (Ide et al. 2010 ; Paredes et Mag-
gert, 2009 ; Paredes et al. 2011 ; Xu et al. 2017). Cependant aucune étude n’a été réalisée
jusqu’à présent chez les plantes.
Des lignées A. thaliana dans lesquelles le nombre de copies à été réduit artiiciellement
jusqu’à rester que 20% de la totalité des copies (environ 200 copies par génome haploïde),
présentent le même niveau de production d’ARNr et leur croissance n’est pas altérée
(Pavlištová et al. 2016). Au sein de populations naturelles d’A. thaliana, il existe une
grande variabilité du nombre de copies, qui luctue entre ~500 et ~2.500 répétitions par
génome haploïde (Rabanal et al. 2017b). Cependant, une réduction si importante du
nombre de copies n’a pas été observée, alors que 20% des copies suisent à maintenir la
production en ARNr.
Grâce à ces lignées avec 80% d’ADNr en moins, il a été possible d’étudier l’importance
des ces copies «en plus» pour l’intégrité du génome d’A. thaliana, le deuxième axe de
ma thèse.





Résultats

37





Chapitre 3

Les domaines hromatiniens associés au
nucléole d’Arabidopsis thaliana

3.1 Contexte et objectifs

Dans l’introduction générale, on a vu que les NADs correspondaient à des régions
génomiques associées aux nucléoles et qu’ils appartiennent aux compartiments B hété-
rochromatiques du génome (cf. section). En 2016, l’équipe a mis en évidence que les 5
chromosomes d’Arabidopsis thaliana possèdent aussi au moins une région associée au
nucléole, ce qui correspond à environ 8 % du génome (Pontvianne et al. 2016b et Fi-
gure 3.1).
Ces régions font en moyenne 11 kilobases et présentent également des caractéristiques
propres à l’hétérochromatine. Ainsi, elles sont enrichies en marques épigénétiques de
type répressives, sont composées essentiellement de séquences répétées comme les élé-
ments transposables (TEs) et les gènes présents sont peu ou pas transcrits (Pontvianne
et al. 2016b). En efet, parmi les neuf états chromatiniens déinis chez cete espèce
(Seqeira-Mendes et al. 2014), les états 8 et 9 sont particulièrement représentés dans
les NADs, caractérisés par un enrichissement en méthylation CG de l’ADN, en diméthy-
lation de la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9me2) et monométhylation de la lysine 27 de
l’histone H3 (H3K27me).
Par ailleurs, l’ensemble des régions sub-télomériques font aussi partie des NADs. Cete
organisation était atendue car chez A. thaliana les télomères se regroupent autour du
nucléole (Armstrong et al. 2001 ; Fransz et al. 2002 ; Pontvianne et al. 2016b).

Il est à noter que l’activité transcriptionnelle des NORs est déterminante pour la
constitution des NADs. En efet, la majeure partie (~70%) des NADs des cellules sont
localisées au niveau du bras court du chromosome 4 (Pontvianne et al. 2016b et Fi-
gure 3.1). À ce stade de développement, les copies de gènes d’ARNr 45S du NOR2 sont
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inactives et ce sont les gènes d’ARNr issus du NOR4 qui sont activement transcrits. Cete
expression diférentielle des NORs induit la formation du nucléole autour du NOR4, tan-
dis que le NOR2 reste très condensé et exclu du nucléole (Pontvianne et al. 2013). La
totalité du bras court du chromosome 4, qui inclue le NOR4, le knob hk4S et les régions
péricentromériques, est associé au nucléole (Figure 3.1). Le knob hk4S est une région
hétérochromatique du bras court du chromosome 4, qui résulte d’une inversion para-
centrique incluant une région péricentromérique (Figure 3.2 et Fransz et al. 1998, 2016).
Chez A. thaliana, les régions péricentromériques des chromosomes 2 et 4 interagissent
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Figure 3.1 – Les NADs d’Arabidopsis thaliana. Enrichissement (ou fold change) en ADN nucléo-
laire des fenêtres génomiques de 100 kilobases de chaque chromosome dans les cellules de feuille
de l’écotype sauvage Col-0 âgées de 21 jours. Chaque fenêtre est positionnée en fonction de sa
localisation le long du chromosome. Le log2(FC) est représenté en ordonnée. Les NADs sont re-
présentés en rouge, seuil = 2. Les données des régions péricentromériques ont été masquées, car
la diiculté d’alignement de ces séquences sont source potentielle d’artefacts et peuvent mener
à des mauvaises interprétations. Cete igure a été produite à partir de nouvelles données de sé-
quençage ADN générées pendant ma thèse et on retrouve la même distribution des NADs que
dans l’article publié en 2016 par l’équipe (Pontvianne et al. 2016b).

avec leurs NORs respectifs qui, dès lors, font partie du chromocentre (Feng et al. 2014),
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ainsi que le knob hk4S, qui interagit également avec le NOR4 et le centromère 4. De
manière intéressante, lorsque le NOR2 est actif, comme dans le mutant nucléoline 1 (ou
nuc1), il s’associe avec le nucléole, tout comme une partie du bras court du chromosome
2 et la région centromérique associée (Pontvianne et al. 2016b).

h
k
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CEN

CEN

Inversion 
paracentrique

chr4 Ler  & C24

chr4 col-0

Figure 3.2 – Le knob hk4S d’Arabidopsis thaliana Col-0. Suite à une inversion paracentrique qui
c’est produit au niveau du bras court du chromosome 4, l’écotype col-O possède le knob hk4S,
contrairement aux écotypes Ler et C24 (Fransz et al. 1998, 2016).

En excluant les gènes d’ARNr, parmi les NADs se trouvent 907 gènes appelés NAD-
gènes, ce qui correspond à 3,1% des 29393 gènes référencés. De plus, les NADs
contiennent 3640 éléments transposables (NAD-TEs) correspondant à 11,7% des 31189
TEs annotés dans le génome de référence TAIR10 (annotationAraport11 : www.araport.
org/data/araport11 ; Krishnakumar et al. 2015). Comme chez l’humain, les NAD-
gènes sont très enrichis en gènes codant pour des ARNt (Németh et al. 2010) et en
pseudogènes, l’ensemble des deux représentant ~20% de l’ensemble (Pontvianne et al.
2016b).
Les pseudogènes comme les TEs sont généralement inactifs transcriptionnellement.
Néanmoins, l’intégralité des NAD-gènes provenant des 5 chromosomes ont tendance
à être moins exprimés que l’ensemble des gènes. Comme l’ARN Pol II est absente au ni-
veau du nucléole (Schubert et Weisshart, 2015) et que la chromatine périnucléolaire
est condensée, il se peut que cet environnement répressif joue un rôle dans la régulation
transcriptionnelle des NAD-gènes.
Un des objectifs de ma thèse a donc été de déterminer s’il existe une voie active de ré-
gulation transcriptionnelle par séquestration nucléolaire de gènes transcrits par l’ARN
polymérase II, ou si la localisation périnucléolaire de ces gènes est un phénomène passif.

Pour répondre à cete question, nous avons tout d’abord travaillé sur l’optimisation
du protocole d’identiication des NADs. Cete étape nous a permis de publier un article
méthodologique dans Methods in Molecular Biology (volume 1675 : Plant chromatin dy-
namics) en 2018. J’ai ensuite analysé les NADs suite à un choc thermique (CT) et après
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la transition lorale (TF).
En efet, dans ces deux conditions, un grand remaniement de la chromatine se produit
au sein des noyaux de cellules de feuilles d’A. thaliana. Cete restructuration pourrait in-
duire des changements au niveau des NADs, liés à la réponse au stress thermique ou au
changement de phase développementale. Le CT est une altération physiologique à court
terme suite à laquelle la cellule reprend son activité, contrairement à la TF qui induit
un changement de développement et donc une reprogrammation génétique maintenue
par la suite. L’identiication des NADs suite à ces deux évènements permetra de dé-
terminer, dans le cas d’une possible régulation génétique par séquestration nucléolaire,
s’il s’agit d’un processus qui intervient dans des réponses rapides ou des changements à
long terme.

La chromatine périnucléolaire est donc constituée de domaines chromatiniens silen-
cieux et peu enrichis en gènes. Plusieurs études ont montré que la périphérie nucléaire
est également un point d’ancrage de l’hétérochromatine chez les métazoaires (Pombo et
Dillon, 2015) et chez Arabidopsis thaliana (Bi et al. 2017 ; Hu et al. 2019). Chez l’humain,
des études ont montré une grande superposition entre les LADs et les NADs. Il est pos-
sible que ces régions peu ou pas transcrites par l’ARN polymérase II soient maintenues
soit à la périphérie du nucléole soit à la périphérie du noyau.
Un des autres objectifs de mes travaux de thèse a donc été de réaliser une analyse com-
parative des NADs et des LADs-like chez A. thaliana. Cete analyse comparative a été
publiée en 2019 dans le journal Nucleus. Cete publication constitue la dernière partie de
ce chapitre de résultats.

3.2 L’étude des NADs hez Arabidopsis thaliana

3.2.1 FANS, FANoS et analyse bioinformatique pour l’identiication

des NADs

Pour identiier les domaines chromatiniens associés au nucléole, il est nécessaire
d’isoler les noyaux et les nucléoles. Pour cela, nous utilisons les techniques de «Fluores-
cent Activated Nucleus Sorting» (FANS) et de «Fluorescent Activated Nucleolus Sorting»
(FANoS), respectivement (Pontvianne et al. 2013 ; Pontvianne et al. 2016a). Ces tech-
niques permetent d’isoler des nucléoles et des noyaux directement à partir d’une plante
entière, et non pas à partir de protoplastes. De plus, le FANoS permet d’isoler des nu-
cléoles avec peu de contamination, contrairement aux méthodes classiques d’isolement
par fractionnement cellulaire (Hacot et al. 2010).



3.2. L’ÉTUDE DES NADS CHEZ ARABIDOPSIS THALIANA 43

Ce tri de noyaux ou de nucléoles est réalisé par le biais d’un cytomètre de lux, grâce
à la luorescence d’une protéine strictement nucléolaire, la FIBRILLARINE 2 (FIB2), une
méthyltransférase impliquée dans la maturation des ARNr dans le DFC, fusionnée au
gène rapporteur YFP (Yellow Fluorescent Protein). Ainsi, des lignées transgéniques pos-
sédant la séquence codante du gène FIB2 fusionnée à la YFP, sous le contrôle d’un pro-
moteur ubiquitaire comme le 35S CMV (promoteur de CytoMegalo Virus) ou spéciique,
sont utilisées. En bref, après ixation au formaldéhyde, la lyse des cellules permet la mise
en suspension des noyaux et autres composants cellulaires dans du tampon de tri. La
moitié du iltrat cellulaire est passé au cytomètre de lux ain de trier les noyaux. L’autre
moitié est soniquée ain de casser l’enveloppe nucléaire et permetre le tri de nucléoles
par cytométrie en lux. Les étapes de préparation des échantillons pour leurs analyses
par cytométrie en lux sont détaillées dans l’article publié dansMethods in Molecular Bio-
logy.

La cytométrie en lux est une technique qui permet de comptabiliser et caractériser
individuellement des particules en suspension dans un liquide, en les faisant traverser
des faisceaux laser (Figure 3.3). L’échantillon est acheminé vers la buse qui permet de
faire passer individuellement les particules à travers les faisceaux laser. La lumière ré-
émise (par difusion ou luorescence) est captée par des détecteurs et permet de déinir
la taille, la complexité ou encore la luorescence de chacune de ces particules (cellules,
bactéries, noyaux, etc.).
Les diférents rayons lumineux émis par la particule sont divisés et dirigés en fonction
de leur longueur d’onde vers le détecteur correspondant, par un système de miroirs di-
chroïques et de iltres optiques (Figure 3.4).
En fonction du détecteur, trois paramètres peuvent être mesurés pour caractériser les
particules (Figure 3.4) :

— Premièrement, la mesure de la difraction de la lumière aux petits angles (entre 1
et 10 degrés) par rapport à l’axe d’émission du rayon laser par le détecteur FSC
(Forward Scater). Ce détecteur se trouve en face du faisceau laser et renseigne
sur la taille des particules.

— Deuxièmement, la mesure de la lumière difusée aux grands angles (à 90 degrés de
l’axe d’émission du laser) captée par le détecteur SSC (Side Scater), qui renseigne
sur granularité (ou complexité interne) des particules.

— Finalement, la mesure de l’intensité de la luorescence émise par la particule.
Les diférents détecteurs captent les photons difusés (FSC et SSC) ou émis (luores-

cence) par la particule et convertissent ces signaux optiques en signaux électroniques qui
sont par la suite numérisés, ce qui permet de les analyser informatiquement (Figure 3.5).

En fonction des propriétés optiques, diférentes populations de particules sont dé-
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Figure 3.3 – Fonctionnement d’un cytomètre en lux trieur de cellules. L’échantillon est dirigé
vers la buse. Le lux de particules traverse les faisceaux laser et la lumière émise par chaque par-
ticule est captée par des détecteurs. Ensuite le lux est divisé en gouteletes contenant chacune
une seule particule. Si la particule possède les caractéristiques physiques voulues par l’utilisateur,
elle sera chargée électriquement. Lorsque la goutelete chargée arrive au niveau du champ élec-
trostatique crée par les plaques de déviation, elle est déviée et collectée dans des tubes. Adapté
du guide du FACS BioRad S3TM.
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Figure 3.4 – Système optique du FACS BioRad S3TM. Ce cytomètre de lux comporte deux lasers
(488 nm et 561 nm). La particule traverse les faisceaux laser, difracte la lumière et peut également
émetre de la luorescence. La lumière difractée aux petits angles est captée par le détecteur
FSC (Forward Scater) se trouvant dans l’axe des rayons laser. Les rayons lumineux entre 486 et
488 nm difractés aux grands angles sont captés par le détecteur SSC (Side Scater). La lumière
émise est divisée et dirigée vers les détecteurs par un système de miroirs dichroïques passe-
haut et de iltres optiques. Les miroirs dichroïques passe-haut relètent les rayons lumineux au
dessous d’une certaine longueur d’onde et laissent passer les autres rayons. Ex/ le miroir 560DLP
relète les rayons avec une longueur d’onde inférieure à 560 nm et laisse passer ceux qui ont
une longueur d’onde supérieure à 560 nm. Les iltres optiques passe-bande, absorbent tous les
rayons lumineux sauf certaines longueurs d’onde, comme le FL1 qui laisse passer les rayons de
525 à 530 nm et les dirige vers le détecteur (photomultiplicateur) associé. Adapté du guide du
FACS BioRad S3TM.
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Figure 3.5 – La fenêtre de tri de noyaux ou nucléoles avec le cytomètre FACS BioRad S3TM, par
le biais de la luorescence du construit PROMOTEUR ::YFP ::FIB2. Graphiques représentant la
taille de la particule analysée (signal FSC) en fonction de sa luorescence entre 252 et 530 nm (la
protéine de fusion YFP ::FIB2 émet de la luorescence à une longueur d’onde de 527 nanomètres
(nm)). Cete luorescence est dirigée avec le iltre optique passe-bande 525-530 (FL1) vers le dé-
tecteur qui numérise l’intensité du rayon lumineux. La fenêtre de tri est déinie avec le logiciel
ProSortTM à partir de l’échantillon sauvage (Col-0 WT) car il permet de discerner les signaux
dus à de l’auto-luorescence et ceux provenant de la YFP. Les particules (noyaux ou nucléoles)
inclues dans la fenêtre de tri (rectangle vert) seront déviées vers un tube collecteur.

inies. Ensuite, avec la fonction de tri des cytomètres en lux, il est possible de séparer
physiquement une de ces populations et la collecter pour des analyses ultérieures (Fi-
gure 3.5). Le liquide contenant les particules en suspension est mis en vibration à un
point précis pour donner des gouteletes, chacune contenant une seule particule (Fi-
gure 3.3).
Le programme de tri permet la déinition d’une zone de tri (Figure 3.5) en fonction des ca-
ractéristiques physiques des particules d’intérêt. Les gouteletes qui contiennent en sus-
pension une particule présentant ces caractéristiques, seront chargées électriquement.
Si une goute est chargée, quand elle arrive au niveau des plaques de délexion fortement
chargées, elle est déviée du côté de la plaque de polarité opposée et peut être ainsi col-
lectée (Figure 3.3).

Les techniques FANS et FANoS reposent sur la luorescence de la protéine de fusion
FIB2 ::YFP pour trier par cytométrie en lux des noyaux ou des nucléoles d’un échantillon.
Le réglage du cytomètre en lux trieur de cellules et les paramètres nécessaires pour déi-
nir la zone de tri de noyaux ou nucléoles grâce à la luorescence de la protéine de fusion
FIB2 ::YFP sont détaillés dans l’article méthodologique «Fluorescence-Activated Nucleo-
lus Sorting in Arabidopsis», Pontvianne et al. 2016a.
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Dans cete publication, comme pour la première identiication des NADs chez A. tha-
liana, c’est le FACS AriaTM III (BD biosciences, États Unis) qui a été utilisé par l’équipe.
Pour mes travaux de thèse j’ai utilisé le FACS BioRad S3TM avec le logiciel ProSortTM

(BioRad, États Unis), en gardant les mêmes paramètres (FSC et luorescence de la YFP)
pour déinir la zone de tri (Figure 3.5).

Les nucléoles ou les noyaux contenus dans une micro-goute d’environ 3 nanolitres
(nL) sont récupérés dans des tubes collecteurs. Ainsi, 600.000 nucléoles (quantité néces-
saire pour produire un échantillon d’ADN nucléolaire de 10 nanogrammes) représentent
un volume d’environ 2 millilitres (mL) s’ils sont triés avec le FACS AriaTM III, ou 3 mL
avec le FACS BioRad S3TM. L’ADN nucléaire comme nucléolaire sont donc très dilués et
il est impératif de les concentrer en limitant les pertes. Il est à noter que ce type de tri est
beaucoup plus lent que le tri de cellules entières, car l’échantillon à trier se trouve dilué
à de nombreuses autres particules assez variées. De ce fait, au début de ma thèse, j’ai
réalisé plusieurs tests ain d’optimiser la quantité de matériel végétal utilisée, l’eicacité
de tri et le rendement de la quantité d’ADN obtenue après puriication.

Après puriication et dosage, les ADN nucléaires et nucléolaires sont séquencés. Le
protocole bioinformatique d’identiication des NADs qui a été mis au point par Marie-
Christine Carpentier (Pontvianne et al. 2016b), la bioinformaticienne du laboratoire,
est le suivant.
La normalisation du nombre de lectures d’ADN provenant d’une fenêtre génomique au
sein d’une même bibliothèque de séquences (ou «library»), permet de s’afranchir des
diférences observées entre des échantillons qui sont dues à la diférence de couverture
de séquençage entre ces derniers. Dans ce cas, pour évaluer l’enrichissement nucléolaire
d’une fenêtre génomique, on ne compare pas le nombre brut de lectures provenant de la
fenêtre en question entre les libraries d’ADN nucléolaire ou nucléaire, mais la propor-
tion de lectures provenant de cete partie du génome sur l’ensemble des séquences de la
library (i.e. : nombre de lectures provenant de la fenêtre génomique divisé par le nombre
total de séquences de la bibliothèque).
Ainsi, les diférences observées sont une réalité biologique et non une diférence de cou-
verture entre les deux échantillons. Ensuite, un domaine chromatinien est déini comme
associé au nucléole si l’enrichissement (fold change ou FC) du nombre normalisé de
lectures alignées provenant de l’ADN nucléolaire par rapport à l’ADN nucléaire est su-
périeur ou égal à 2 sur au moins dix fenêtres de suite (1000 pb).

Après l’identiication des NADs, les gènes et TEs présents dans ces régions sont iden-
tiiés (NAD-gènes et NAD-TEs). Le même pipeline d’analyse mais en découpant le gé-
nome de référence en fenêtres de 100 kilobases (kb) est utilisé pour représenter graphi-
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quement les NADs et permetre ainsi de les localiser au sein des chromosomes. Après
comptage et normalisation du nombre de lectures d’ADN alignées sur des fenêtres gé-
nomiques de 100 kb, le logarithme binaire (log2) du FC de chaque fenêtre est représenté
graphiquement (igure 3.1).

Le protocole complet pour l’identiication des NADs chezA. thaliana avec les optimi-
sations apportées, a fait l’objet en 2018 d’une publication dans la série de livresMethods
in Molecular Biology, et est inséré à la suite de ce paragraphe. Dans cet article, le kit
ChIP DNA Clean & ConcentratorTM (Zymo Research, États-Unis) est indiqué pour pu-
riier l’ADN et le kit uant-iTTM PicoGreen (hermo Fisher Scientiic, États-Unis) pour
le doser. Il est à noter que la méthode de puriication d’ADN au Phénol-Chloroforme
(cf. Matériel et Méthodes) et le kit uantiFluor® dsDNA System (Promega, États-Unis),
selon les recommandations du fabricant, ont également été utilisés durant ma thèse.
La méthode de puriication d’ADN au Phénol-Chloroforme a été utilisée car elle permet
d’obtenir le même rendement d’ADN tout en réduisant le coût de l’expérience. De même,
le kituantiFluor® dsDNA System est une méthode de dosage plus simple et rapide que
le kituant-iTTM PicoGreen et permet également la quantiication de faibles concentra-
tions d’ADN.



Chapter 7

A Method to Identify Nucleolus-Associated Chromatin
Domains (NADs)

Marie-Christine Carpentier, Ariadna Picart-Picolo,
and Frédéric Pontvianne

Abstract

The nuclear context needs to be taken into consideration to better understand the mechanisms shaping the
epigenome and its organization, and therefore its impact on gene expression. For example, in Arabidopsis,
heterochromatin is preferentially localized at the nuclear and the nucleolar periphery. Although chromatin
domains associating with the nuclear periphery remain to be identified in plant cells, Nucleolus Associated
chromatin Domains (NADs) can be identified thanks to a protocol allowing the isolation of pure nucleoli.
We describe here the protocol enabling the identification of NADs in Arabidopsis. Providing the transfer of
a nucleolus marker as described here in other crop species, this protocol is broadly applicable.

Key words Nucleolus-associated chromatin domains, NADs, Nucleolus, Nucleus, Chromatin, FACS

1 Introduction

Gene accessibility to transcription factors and RNA polymerases is a
key step in gene transcriptional regulation. This accessibility
depends on local chromatin structure, but also on specific localiza-
tion within the nucleus (i.e., the nuclear context) [1]. Global
genome-wide approaches are routinely used to identify the precise
chromatin context for each gene, revealing the existence of several
chromatin states that correlate with the expression level of genes
that they contain. InArabidopsis thaliana (Arabidopsis), up to nine
different chromatin states, characterized by specific combination of
chromatin modifications, have been defined [2, 3]. However, the
position of a gene with respect to a nuclear pore, nuclear lamina,
and the nucleolus, as well as interchromosome or intrachromosome
interactions, may also affect its transcriptional regulation, so they
have to be taken into consideration too [1].

In the nucleoplasm, the largest nuclear body is the nucleolus,
which can represent up to half of the nuclear volume in a certain cell
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type. The nucleolus is a direct consequence of ribosome biogenesis,
but it is also a plurifunctional body implicated in other mechanisms
including stress sensing, cell cycle progression, viral replication, and
RNP biogenesis [4, 5]. Similar to the nuclear periphery, a thick
heterochromatin layer surrounds the nucleolus, constraining chro-
matin domain mobility within the nucleoplasm [6]. In mammalian
cells, nucleolus-associated chromatin domain (NAD) identification
showed that all 23 human chromosomes possess at least one region
associated with the nucleolus [7, 8]. In Arabidopsis leaf cells, all five
chromosomes also have regions associating with the nucleolus [9,
10]. In both cases, NADs are composed of genomic regions
enriched in silent chromatin modifications associated with tran-
scriptional repression, such as DNA and/or Lysine 9 Histone 3
methylation. The identification of NADs is a complementary
approach that allows to directly take into consideration the local
environment of a locus. For example, RNA polymerase II tends to
be much less abundant within the nucleolus. Thus, whether the
association of a gene with the nucleolus influences its transcrip-
tional regulation remains an open question, which requires addi-
tional studies, and particularly, the analysis of chromatin states in
NADs.

Here we provide a detailed protocol allowing the identification
of NADs in plant cells, and more specifically in Arabidopsis (Fig. 1).
Four major steps are required and presented in this chapter: (1)
nuclei and nucleoli isolation by fluorescence-activated cell sorting,
(2) nuclear and nucleolar DNA recovery, (3) DNA-seq library
preparation and sequencing, and (4) bioinformatic analyses of the
sequences to identify NADs, as well as their respective chromatin
states. These steps are indicated in the flowchart in Fig. 2.

Nucleus

Nucleolus

Nuclear DNA

NGS

Sequencing

Bowtie alignment and

normalization

NADs

identification

Nucleolar DNA

NGS

Sequencing

FANoS

No

Nu

No

Fig. 1 NADs ID general strategy. Strategy used to purify and sequence total nuclear (Nu) and nucleolar (No)

DNA in order to identify NADs by high throughput sequencing
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2 Materials and Reagents

2.1 Materials 1. Plants expressing the chimeric protein YFP fused to FIBRIL-
LARIN 2 to mark the nucleoli (see Note 1).

2. Vertically sloped filters with a 30 μm mesh size (see Note 2).

3. Gentle sonicator device for DNA shearing (see Note 3).

4. Flow cytometer/Cell sorter: Fluorescence-Activated Cell Sort-
ing (FACS) is carried out by flow cytometry with a cell sorter.
YFP or GFP is excited with a 488 nm blue laser of 100 mWand
signal emission is captured with a 505 long pass filter and a
530/30 (515–545 nm) filter. The sorting procedure is carried
out in sterile conditions and the sheath fluid is 1� PBS.

5. A fluorimetric DNA quantification device distinguishing single
stranded and double stranded DNA (e.g., Qubit).

6. Bioanalyzer system to control the size, the quantity and quality
of DNA.

7. High-throughput DNA sequencer device.

2.2 Reagents 1. TEN buffer: 10 mM Tris–HCl pH 7.5, 10 mM Na-EDTA
pH 8, and 100 mM NaCl. Has to be freshly prepared from
stock solution (1 M Tris–HCl pH 8, 500 mMNa-EDTA pH 8,
and 5 M NaCl, all kept at room temperature).

2. 36% formaldehyde solution.

Fig. 2 Flowchart showing a schematic overview of the entire procedure
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3. FACS Solution (or Galbraith’s buffer): 45 mMMgCl2, 20 mM
3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS), 30 mM
sodium citrate, 0.1% Triton X-100 adjusted to pH 7 with
NaOH. Can be prepared in advance, in 5 mL aliquot and
stored at �20 �C for several months.

4. 10� Phosphate buffer saline (PBS): 1370 mM sodium chloride
(NaCl), 27 mM potassium chloride (KCl), 100 mM disodium
hydrogen phosphate (Na2HPO4), and 18 mM potassium dihy-
drogen phosphate (KH2PO4). Can be stored are room temper-
ature for several months.

5. DNAse-free RNAse A, used at a concentration of 10 μg/mL.

6. DNAse-free Proteinase K, used at a concentration of 10 μg/
mL.

7. A kit allowing the purification and the concentration and of low
amount of DNA (see Note 4).

8. A kit enabling the preparation of a DNA library compatible for
NGS sequencing from a low amount of DNA (see Note 5).

2.3 Software and

Databases

1. Bowtie2.

2. Bedcoverage.

3. R.

4. Unix system and awk command line.

5. Computing cluster.

6. TAIR10 reference genome sequence database (see Note 6):
https://www.arabidopsis.org/download_files/Genes/
TAIR10_genome_release/TAIR10_chromosome_files/
TAIR10_chr_all.fas.

3 Methods

3.1 Nuclei and

Nucleoli Isolation by

Fluorescence-

Activated Cell Sorting

First, nuclear and nucleolar DNA have to be purified from isolated
nuclei or nucleoli respectively. Two main protocols are available to
isolate nuclei and nucleoli: (1) a protocol based on successive
centrifugation steps with a sucrose gradient and variable salt con-
centrations or (2) a protocol based on the utilization of a
fluorescence-activated cell sorter (FACS). However, in (1), proto-
plasts have to be the starting material [11], while the entire organ-
ism and any plant tissue can be used in (2).

Thus, we recommend to purify nuclei or nucleoli by FACS
using the approaches named FANS for fluorescence-activated
nucleus sorting and FANoS for fluorescence-activated nucleolus
sorting [12]. This purification is based on the labeling of nucleoli
via a fluorescent marker that delimits the nucleolar position in the
cell of interest in planta. Hence, plants expressing the nucleolus-
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specific protein Fibrillarin 2 (FIB2) coding sequence from Arabi-
dopsis (At4G25630), with the Yellow Fluorescent Protein (YFP) at
its C-terminal part and under the control of the ubiquitous pro-
moter 35S (YFP:FIB2 plants) are used here (see Note 1) [13]. The
tissues is prepared for FACS as follows:

1. Fix 1 g tissue in 10 mL of TEN buffer with 4% formaldehyde
on a rotor in a cold room for 20 min.

2. Wash twice for 10 min in 10 mL of ice-cold TEN buffer.

3. Mince the tissue with a razor blade in 1 mL FACS buffer (see
Note 7).

4. Filter the homogenate through a 30 μm mesh diameter nylon
membrane into a 1.5 mL tube (see Note 8).

5. To sort nuclei by FANS (see Note 9), the filtered homogenate
can be directly subjected to FACS.

6. To sort nucleoli using FANoS, the filtered homogenate should
be sonicated four times for 5 min at medium power using a
Bioruptor to liberate the nucleoli, and can then be subjected to
FACS.

7. Sorting is carried out with a fluorescent-activated cell sorter
(FACS). To facilitate the setting of the sorting window, it is
better to first analyse the sample containing the fluorescent
marker, then the negative control. Because the nucleolar
marker used may not be ubiquitously expressed, we recom-
mend to always perform nuclear sorting using the fluorescent
signal of YFP:FIB2.

8. Nucleolar sorting is performed using the YFP:FIB2 signal (see
Note 10). As for nuclear sorting, the negative control sample
(without a nucleolar marker) is used to determine the area
where no YFP signal is detected from the particle cloud.
For NADs identification by high throughput sequencing, at
least 500,000 nuclei and 1 million nucleoli are necessary as
starting material.

3.2 Nuclear and

Nucleolar DNA

Recovery

1. To homogenize the samples, sonicate the sorted nuclei five
times for 5 min (with a 30 s ON and 30 s OFF interval) at
medium power, using a Bioruptor (see Note 3). In parallel,
sonicate the sorted nucleoli one time for 5 min using the same
settings (see Note 11).

2. To disrupt the nuclei or nucleoli, place the samples for 10 min
at 95 �C.

3. To deteriorate the RNA present in the samples, incubate
them for 30 min at 37 �C with RNAse A at a concentration
of 10 μg/mL.

4. To degrade the proteins, incubate for 30 min at 45 �C with
Proteinase K at a concentration of 10 μg/mL.
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5. Boil the samples for 10 min at 99 �C to inactivate Proteinase K.

6. For high-throughput DNA sequencing, nuclear and nucleolar
DNA is purified and concentrated using the ChIP DNA Clean
& Concentrator kit according to the manufacturer’s
instructions.

7. The Quant-iT PicoGreen dsDNA kit can be used to determine
the concentration of the samples, according to the manufac-
turer’s instructions.

3.3 DNA-Seq Library

Preparation and

Sequencing

The libraries are generated via the Nextera XT DNA library prepa-
ration kit or equivalent and dosed with for example the Agilent
High Sensitivity DNA kit, according to the manufacturer’s instruc-
tions. DNA samples are then subjected to high-throughput paired-
end sequencing (see Note 12).

3.4 DNA-Seq Data

Analysis

3.4.1 Processing of the

Data

The pipeline described below is also presented in the Fig. 3.

1. Download the TAIR10 genome reference from the TAIR web-
site (see Note 13).

2. Separate the organellar (chloroplasts and mitochondria) and
ribosomal DNA from the nuclear chromosomes by generating

Fig. 3 NADs ID pipeline. Bioinformatic pipeline used to identify NADs from fastQ

reads
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two different files (For example chrC_M_rDNA.fa and
TAIR10_5chr.fasta respectively).

3. Create an index with chloroplastic and mitochondrial TAIR10
chromosomes and rDNA (chrC_M_rDNA.fa) sequences:

bowtie2-build index chrC_M_rDNA.fa chrC_M_rDNA

4. Filter the nonnuclear sequences from the raw data by mapping
the fastq reads against the sequences above, i.e.,
chrC_M_rDNA, on the cluster, in parallel, with 12 threads
per sample:

bowtie2 —sensitive -p 12 —un-conc $out-filtered.fastq

—x chrC_M_rDNA -1 $fq1 -2 $fq2 -S $out.sam

5. Keep the pairs that did not align with the index (in fastq
format).

3.4.2 Dataset Alignment

on the Reference Genome

1. Create an index with the five chromosomes of the TAIR10
database.

bowtie2-build TAIR10_5chr.fasta TAIR10_5chr

2. Map the filtered fastq libraries against the Arabidopsis
chromosomes:

bowtie2 —sensitive-local -p 12 -x TAIR10_5chr -1

$fq1_A2 -2 $fq2_A2 -S $out.sam

3.4.3 Quantification 1. Segment the TAIR10 chromosomes by 100 bp windows:

bedtools make windows -g size_chr_TAIR10.txt -w 100 >

TAIR10_100bpwindows.bed

2. Convert the sam alignment files in sorted bam files:

samtools view -bS $in.sam -o $out.bam and samtools

sort $out.bam $out.sort

3. Count for each library, the number of reads that map against
each 100 bp window:

coveragebed -abam $bam -b TAIR10_100bpwindows.bed >

$out.100pb.bed.coverage

4. Reformat the quantification table obtained with bedcoverage
for data treatment in R:

awk -F « \t » ‘{print $1 « _ »$2 « _ »$3 « \t »$4’}

$out.100pb.bed.coverage
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3.4.4 Differential

Analysis in R

In the following commands, the initial file names used are Col0_N
(nuclear DNA) and Col0_No (nucleolar DNA).

1. Normalize the counted data by the sequence coverage of each
library.

tmpRESC$Col0_N_norm ←tmpRESC$Col0_N/sum(tmpRESC$Col0_N)

2. Filter the uncovered windows, i.e., keep the 100 bp windows
that have a minimum of 10 aligned reads from each DNA
sample

FRESC<-tmpRESC[which(tmpRESC$mCol0_N>10),]

3. For each 100 bp window, calculate the mean number of
mapped reads between the nuclear (N) or nucleolar (No)
DNA replicates of the same condition

tmpRESC$mCol0_N<-rowMeans(tmpRESC[,2:3])

4. Determine the fold change (No/N) for each condition.

FRESC$FC < �FRESC$Col0_No_n/FRESC$Col0_N_n

5. A region is defined as a NAD when the window is differentially
covered, i.e., fold change �2 or fold change �0.5.

FRESC$DC←ifelse((FRESC$FC>¼2 | FRESC$FC<¼0.5 ),TRUE,FALSE)

3.4.5 Plot Regions Along

the Chromosomes in R

For each chromosome, plot the log2 fold change (log2 No/N) of
100 kb windows according to their chromosome position. 100 kb
windows are used here to allow a better visualization of the NADs
along the chromosomes. To obtain them, restart the analyses from
Subheading 3.4.3, using 100 kb instead of 100 bp windows. Every
100 kb window is represented by a black dot; nucleolus enriched
genomic regions above the threshold (NADs) are shown in grey.

plot(log2(No/N),ylim¼c(-1.5,3.5),col¼ifelse(log2(No/N)>0.5,

« gray», « black »,pch¼16)

An example of a chromosome plot is presented in Fig. 4.

3.4.6 Define the

chromatin states of the

NADs

1. Create a bed file for each chromatin state in TAIR10 reference
genome starting from the Supplemental Data Set 2 published
in [3]:

awk -F "\t" ’{print "chr"$1"\t"$2"\t"$3"\tstate1"}’

State1_TAIR.csv > reformat-State1_TAIR.txt

cat reformat-State* > reformat-State_all_TAIR.bed

bedtools sort -i reformat-State_all_TAIR.bed > reformat-

State_all_TAIR.sort.bed
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2. Intersect the NADs with the chromatin state bed files:

bedtools intersect -a $TAIR10_states.bed -b NADS_re-

gions.bed -wa –wb

3. Sum for each chromatin state the number of NADs from the
reference genome:

with home-made perl program

perl parse_state.pl > sum_state_TAIR10.tab

4. Create a histogram showing the proportion of sequences in
each chromatin state:

barplot((ref$V1/sum(ref$V1)*100),col¼"lightblue",

border¼"blue",names.arg¼ref$V2,las¼2,ylim¼c(0,30))

4 Notes

1. The chimeric protein YFP::FIB2 is expressed under control of
the 35S promoter, as described in [9]. However, other promo-
ters including cell-specific promoters can be used to isolate
nucleoli from specific cell-types.

2. Depending on the nozzle size in the FACS machine, 50 μm
mesh sizes can also be used.

3. Because the sonication procedure depends on the device used,
we describe here the setting used for the Bioruptor standard
sonicator device (Diagenode). If an alternative sonication
device is used, make sure to adapt the settings properly.

4. We used the Nextera XTDNA library preparation kit (Illumina,
USA) at this stage, but alternative kits could also be used here.

Fig. 4 Visualisation of NADs position along the chromosome. The relative

enrichment of a given genomic segment in the nucleolus can be visualized

using a chromosome plot. In this example, nucleolar and nuclear DNA from

wild-type Col-0 plants were used. The y axis displays the fold change ratio No/N.

Each dot represents a 100-kb window along chromosome 4. Nucleolus enriched

genomic regions above the threshold are shown in grey
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5. For instance, the ChIP DNA Clean & Concentrator™ kit
(Zymo Research, USA) could be used at this stage.

6. The reference genome from Araport, 11 can also be used here:
https://www.araport.org/data/araport11

7. Nuclei isolation by FACS can be performed using the fluores-
cent signal of the YFP:FIB2 marker. Alternatively, FANS can be
performed after DNA labeling with a DNA marker like DAPI
or propidium iodide.

8. To mince the samples, you can use a plastic weight boat or the
interior of a petri dish.

9. It is important to use low retention eppendorf tubes because
nucleoli tend to stick on the surface of regular tubes.

10. The size of the nucleoli detected also varies because they tend
to aggregate with each other once released from the nucleus.

11. When sorted by FACS, each nucleus or nucleolus is isolated in
an approximately 3 nL drop. Therefore, a centrifugation step
can be added here: 100 g 15 min. Keep only 100 μL of the
supernatant and resuspend the nuclei or nucleoli in this
volume.

12. For a better alignment of the reads along the reference
genome, paired-end sequencing of at least 100 bp is
recommended.

13. Of course, any reference genome could be used here.
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3.2.2 Comparaison des NADs entre deux éhantillons

Pour pouvoir comparer l’enrichissement nucléolaire entre deux échantillons (stressé
et contrôle, par exemple), un nouveau FC est calculé à partir des FCs des deux conditions
à comparer (FC/FC). Proches de 1, cela signiie qu’il n’y a pas de diférences d’association
avec le nucléole dans les conditions testées. Si le FC est élevé (>1,5) ou proche de 0, on
peut considérer un gain ou une perte d’association avec le nucléole, respectivement. Pour
visualiser ces diférences d’association avec le nucléole, le log2 du FC dans la condition
étudiée divisé par le FC chez le témoin (log2 FC/FC) de chaque fenêtre est représenté
(Figure 3.11).

3.2.3 Développement de nouvelles lignées FIB2 ::YFP pour l’étude des

NADs

Pour isoler des noyaux ou nucléoles par FANS et FANoS, respectivement, des lignées
transgéniques exprimant le marqueur nucléolaire FIB2 ::YFP sont utilisées. J’ai donc pro-
duit le plasmide pEarlyGate101 ::FIB2 ::YFP (pEG ::FIB2 ::YFP) avec laméthode de clonage
Gateway® (hermo Fisher Scientiic, États Unis), en introduisant la séquence codante de
la FIB2 dans le plasmide de destination pEarlyGate101 (pEG101), entre le promoteur ubi-
quitaire 35S CMV et la séquence codante de la YFP (cf. Figure 3.6 et partie Matériel et
Méthodes).
Le plasmide a été ensuite validé par séquençage Sanger et utilisé pour transformer des
plantes via insertion d’ADN-T. La bactérie Agrobacterium tumefaciens (Beijerinck et van
Delden, 1902) est alors utilisée pour transformer les plantes via leurs boutons loraux
(Clough et Bent, 1998). Après transformation, des lignées de la deuxième génération
de transformants (T2) homozygotes pour l’insertion ont été sélectionnées (cf. partie Ma-
tériel et Méthodes).

Un des objectifs de l’ANR nucleoReg a été de révéler l’existence potentielle d’une va-
riabilité intraspéciique au niveau des NADs. Pour cela, les écotypes Cvi-O (Cape Verde
Islands), C24 et Ler (Lansberg) d’A. thaliana ont été transformés et sélectionnés. Ils seront
utilisés ultérieurement par l’équipe. De manière intéressante, le knob hk4S du bras court
du chromosome 4 n’est pas présent dans les écotypes Ler et C24 (Figure 3.2 et Fransz
et al. 2016). L’identiication des NADs dans ces écotypes permetra de déterminer si en
absence du knob hk4S, la totalité du bras court du chromosome 4 continue d’être associé
avec le nucléole.
De plus, dans l’écotype Ler, les deux NORs sont actifs (Rabanal et al. 2017a). Par consé-
quent, l’identiication des NADs dans cet écotype permetra d’analyser l’impact de l’acti-
vité transcriptionnelle du NOR2 dans l’organisation du génome autour du nucléole dans
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Figure 3.6 – Création de nouvelles lignées FIB2 ::YFP pour l’étude des NADs. A) La séquence
codante du gène FIBRILLARINE2 a été ampliiée par PCR (les sites de recombinaison homologue
At B1 et B2, de part et d’autre de la séquence codante, étaient inclues dans les amorces). Ce
fragment d’ADN a été inséré dans le plasmide donneur pDONR221 par recombinaison homo-
logue. Le plasmide de destination pEarlyGate101, possède un gène de sélection pour les bactéries
(KanR : gène de résistance à la Kanamycine) et entre les bordures gauche (BG) et droite (BD) de
l’ADN-T : un gène de sélection pour les plantes (BaR : gène de résistante au BASTA), la séquence
codante de l’YFP sous contrôle du promoteur ubiquitaire 35S CMV, et entre ces deux derniers se
trouve la cassete Gateway®. Cete cassete permet d’insérer la séquence codant la FIB2, à partir
du pDONRTM221, en amont de l’YFP. B) Des Agrobacterium tumefaciens ont été transformées
avec le plasmide pEG101 ::YFP ::FIB2, et utilisées pour insérer ce dernier dans diférents écotypes
et la lignée 20%ADNr d’A. thaliana pour l’étude des NADs.
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un contexte naturel, ce qui permetra de compléter les données obtenues dans les mu-
tants nuc1 et hda6 dans lesquels les NOR2 et NOR4 sont actifs (Pontvianne et al. 2016b).

Deuxièmement, une lignée Col-0 avec 80% de copies de gènes d’ARNr 45S en moins
(20%ADNr) a également été transformée. La lignée 20%ADNr a été créé par complémen-
tation fonctionnelle des mutants fasciata1 et fasciata2 (Figure 3.7A et Pavlištová et al.
2016). Les protéines FASCIATA1 (FAS1) et FAS2, ainsi que le SUPPRESSEUR MULTICO-
PIE DE IRA1 (MSI1) sont les trois sous-unités du facteur d’assemblage de la chromatine
1 (CAF1) chez A. thaliana.
CAF1 est une histone chaperonne qui réalise la déposition des histones H3 et H4 sur
l’ADN lors de sa réplication. Lorsque FAS1 ou FAS2 sont mutés, il y a une réduction de
la longueur des télomères des deux extrémités des 5 chromosomes et une perte progres-
sive de copies de gènes d’ARNr 45S. Les autres séquences répétées ne son pas afectées
(Figure 3.7B et Mozgová et al. 2010).
En efet, des unités de répétition sont perdues au niveau des deux NORs (NOR2 et NOR4)
et après 4 générations, il ne reste que 20% de la totalité des gènes 45S, le minimum re-
quis a priori pour maintenir le niveau de production d’ARNr et permetre la survie de la
plante (Mozgová et al. 2010 ; Pontvianne et al. 2013).
Le croisement entre la 4ème génération des mutants fasciata1 et fasciata2, complémente
les deux mutations et les télomères récupèrent leur longueur normale. Cependant, le
nombre de copies de gènes d’ARN 45S n’est pas rétabli. Au contraire, la descendance du
croisement entre fas1 et fas2 présente une grande hétérogénéité du nombre de copies
de gènes d’ARNr 45S, ce qui a permis de sélectionner deux lignées (6 et 9) 20%ADNr,
dans lesquelles uniquement 20% de la totalité des copies sont présentes. Cete quantité
est maintenue au cours des générations suivantes (Pavlištová et al. 2016). La lignée 6
(L6) 20%ADNr, a été transformée avec le plasmide pEG ::FIB2 ::YFP, et les NADs ont été
identiiés (voir le prochain chapitre de résultats).

3.3 Les NADs en condition de hoc thermique

Le choc thermique (CT) induit la reprogrammation transcriptionnelle de centaines de
gènes, la dénaturation de protéines et l’accumulation d’Espèces Réactives de l’Oxygène
(ROS) (Wang et al. 2013). Chez Arabidopsis thaliana, cete reprogrammation s’accom-
pagne d’une décondensation de la totalité des chromocentres dans une grand nombre de
cellules (Pecinka et al. 2010), qui est nécessaire à la réponse au stress thermique (Wang
et al. 2013).
Ainsi, suite à un CT de 24 heures à 37 degrés Celsius (℃), environ 70% des noyaux de
feuilles d’A. thaliana présentent des chromocentres décondensés. La protéineHIT4 (pour
HEAT-INTOLERANT 4), localisée au niveau des chromocentres, est impliquée dans ce
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Chromatin Assembly Factor 1 (CAF1) des plantes est composé de trois sous-unités : MSI3, FAS1 et
FAS2. Ce complexe dépose les histones H3 et H4 lors de la réplication de l’ADN. B)Histogramme
représentant la quantité relative de copies de gènes d’ARNr 45S dans les mutants fasciata1 et 2 en
fonction de la génération (adapté de Mozgová et al. 2010). On constate une perte progressive de
copies de gènes d’ARNr 45S dans ces mutants, qui après quatre générations ne contiennent que
20% de la totalité des copies de gènes d’ARN ribosomique 45S. C) Le croisement entre la généra-
tion 4 des mutants fasciata1 et 2, permet la complémentation fonctionnelle des deux protéines.
La descendance récupère la totalité des télomères et de façon hétérogène le nombre de copies de
gènes d’ARNr 45S, sauf les lignés 20%ADNr 6 et9. Dans les lignées L6 et L9, la quantité relative
de copies est maintenue de façon transgénérationnelle (pendant plus de 6 générations) à 20% par
rapport à la plante sauvage (Pavlištová et al. 2016). Des plantes de la cinquième génération de
la lignée 6 (L6F5) ont été utilisées pour créer la lignée 20%ADNr - pEG ::YFP ::FIB2
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relâchement de l’hétérochromatine qui induit l’expression des répétitions centromé-
riques de 180 pb et d’autres séquences répétées comme l’élément transposable ONSEN
(Mirouze et al. 2009 ; Wang et al. 2013).
Ce remodelage de la chromatine semble essentiel à la survie de la plante lors d’un CT.
En efet, les mutants hit4, dans lesquels cete décondensation des chromocentres ne se
produit pas, résistent moins bien au stress thermique. Par ailleurs, un CT afecte la fonc-
tion nucléolaire et la biogenèse des ribosomes, ce qui entraîne la relocalisation ou dis-
sociation des protéines nucléolaires et potentiellement, des changements structuraux au
niveau des trois compartiments du nucléole (FC, DFC et GC) (Figure 3.8 et Jacob et al.
2013 ; Pontvianne, 2016).
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Figure 3.8 – Structure du nucléole d’Arabidopsis thaliana suite à un choc thermique. De gauche
à droite : noyaux de la lignée Col-0 pEG ::YFP ::FIB2 colorés au DAPI et observés au microscope
confocal en conditions contrôles (22℃), suite à un choc thermique de 24 heures à 37℃ et trois
jours après ce choc. Suite à un choc thermique, on ne distingue plus les trois compartiments du
nucléole (Pontvianne, 2016).

Ain de déterminer si ces changements structuraux, à la fois au niveau du nucléole
et de la chromatine, induisent des changements au niveau des domaines chromatiniens
associés au nucléole, j’ai identiié les NADs suite à un CT. Des graines de la lignée trans-
génique Col-0 pEG101 ::FIB2 ::YFP (Pontvianne et al. 2013), ont été semées en terre
et cultivées en chambre de culture Percival® pendant trois semaines. Ensuite, un stress
thermique de 24 heures à 37ºC a été réalisé en maintenant la même photopériode, inten-
sité lumineuse et humidité. Les lots témoins ont été maintenus à 22ºC durant le stress.
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Pour l’identiication des NADs, un échantillon d’ADN nucléaire et deux d’ADN nucléo-
laire de plantes de 21 jours stressées et de plantes contrôle ont été séquencés (séquençage
illumina® en «paired-end», 2x150 pb) par la plateforme de séquençage Bioenvironne-
ment de l’Université de Perpignan Via Domitia (cf.Matériel et Méthodes).
En parallèle, une analyse transcriptomique a également pu être réalisée. En efet, des
données d’ARN-seq (séquençage à haut débit du transcriptome) des ARN polyadénylés
(pour sélectionner les ARNm stables) de plantes de 21 jours cultivées dans les mêmes
conditions contrôle puis de stress, étaient déjà disponibles au laboratoire. J’ai donc pu
réaliser l’analyse diférentielle de l’expression des gènes lors de ce CT ain de comparer
ces diférences d’expression avec les diférences d’association avec le nucléole. Le dé-
tail de cete analyse bioinformatique se trouve dans la partie Matériel et Méthodes de ce
manuscrit de thèse. Les caractéristiques de séquençage et d’alignement des diférentes
librairies de séquences (ADN ou ARN) se trouvent en Annexe 1.

Remarquablement,malgré le remaniement important de l’architecture chromatinien-
ne accompagné d’une décondensation de la totalité des chromocentres (Wang et al.
2015b) et une déstructuration du nucléole (Pontvianne, 2016) lors d’un CT chez A. tha-
liana, on ne constate pas de diférences au niveau des domaines chromatiniens associés
au nucléole. En efet, on peut voir que la distribution des régions associées au nucléole
sont très similaires au conditions contrôles (Figure 3.9A). À l’échelle chromosomique, on
retrouve en efet, l’association du bras court du chromosome 4 et de sa région centromé-
rique, des régions subtélomériques et de quelques petites régions hétérochromatiques
au sein des 5 chromosomes.
Néanmoins, à l’échelle génique, l’ensemble des gènes associés sont assez diférents. Une
grande partie des NAD-gènes identiiés avec les échantillons d’ADN provenant des
plantes témoin (580 sur 884 identiiés), présentent un appauvrissement de leur associa-
tion avec le nucléole, et 716 gènes qui ne sont pas associés au nucléole chez les plantes
qui sont restées à 22℃, deviennent des NAD-gènes suite à un CT. Cependant, la majo-
rité de ces derniers proviennent également du bras court du chromosome 4 (Figure 3.9B).

De son côté, l’analyse transcriptomique ne montre pas de relation entre cet enri-
chissement ou appauvrissement d’association avec le nucléole et des changements d’ex-
pression. Efectivement, le choc thermique induit la reprogrammation transcription-
nelle de centaines de gènes, au total 527 gènes sont sur-accumulés et 640 sont inhibés
(padj <0.05 et FC > 4). Parmi les gènes activés, seuls 7 se dissocient du nucléole suite
à un CT. Dans le même temps, parmi les 640 gènes réprimés, uniquement 23 font par-
tie des NAD-gènes suite à un CT (Figure 3.9C). Il est à noter que ces 7 ou 23 gènes
ne sont pas liés à la réponse au CT et ne sont pas impliqués dans un processus biolo-
gique particulier (analyse Gene Ontology avec le logiciel haleMine d’Araport ; https:
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Figure 3.9 – Les NADs d’Arabidopsis thaliana en condition de choc thermique.A) Enrichissement
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0 suite à un choc thermique de 24h à 37ºC. Chaque fenêtre est positionnée le long du chromosome
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//apps.araport.org/thalemine/ et Krishnakumar et al. 2015).

3.4 Identiication des NADs suite à la transition lorale

Lors de la transition lorale (TF), le passage de la phase végétative à la phase de repro-
duction sexuée, s’accompagne d’une reprogrammation génétique et d’un remaniement
de la chromatine (Tessadori et al. 2007). Cete transition se déroule généralement après
4 semaines de croissance chez A. thaliana, en fonction des conditions environnantes.
En 2007, Tessadori et des collaborateurs ont mesuré l’hétérogénéité de la fraction d’hété-
rochromatine relative (RHF) et de l’index hétérochromatique (HX) des noyaux de cellules
du mésenchyme foliaire, à diférents stades de développement autour de la TF. La RHF
est le ratio entre la surface et l’intensité luorescente de tous les chromocentres par rap-
port à la surface et l’intensité luorescente totale du noyau. L’HX est le pourcentage de
noyaux présentant des chromocentres bien déinis sur l’ensemble analysé.
Ainsi, environ 4 jours avant et jusqu’à 2 jours après l’apparition des boutons loraux
(~27 jours après la germination, juste avant que la tige de la hampe lorale soit visible),
ils ont mis en évidence une réduction des deux indices RHF et HX. Cela suggère une
décondensation de l’hétérochromatine du génome liée à la loraison. Pour vériier cete
hypothèse, ils ont réalisé la même étude dans diférents écotypes ou mutants où la TF se
déroule à d’autres moments du développement. Une décondensation des chromocentres
lors de la TF était observable chez toutes les plantes étudiées, indépendamment de l’âge
des plantes lors de la transition (Tessadori et al. 2007).

Il est possible que ces remaniements de la structure 3D du génome soient liés à la
reprogrammation transcriptionnelle nécessaire au changement de phase développemen-
tale. Dans ce cas, la localisation nucléaire de domaines chromatiniens ainsi que de gènes,
maintenus inhibés ou activés pendant la phase de reproduction sexuée, peut être modi-
iée. Il est donc possible que cete transition développementale induise des diférences
dans la composition des NADs. Pour tester cete hypothèse, j’ai identiié les NADs juste
après la TF, lors de la reconstitution des chromocentres.

Le moment de la transition lorale dépend de l’espèce mais également des conditions
de culture. En efet, la TF dans les individus de l’étude de Tessadori et ces collaborateurs
(2007) se déroule plus précocement que chez le même écotype Col-O, dans les condi-
tions de croissance des chambres de culture du laboratoire. Par conséquent, j’ai d’abord
réalisé un suivi phénotypique de la lignée transgénique Col-0 pEG ::FIB2 ::YFP, accom-
pagné d’une analyse microscopique de noyaux de cellules de feuilles colorés au DAPI.
Cete analyse m’a permis de déinir de façon précise le moment de la TF de cete lignée
au niveau des feuilles dans les conditions de culture de notre laboratoire. L’isolement
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de nucléoles a été réalisé avant (plantes âgées de 21 jours) et après la transition lorale
(plantes âgées de 29 jours), juste après le remaniement chromatinien associé à cete tran-
sition.
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Figure 3.10 – Décondensation des chromocentres des noyaux de cellules de feuille d’A. thaliana
pendant la transition lorale. A) Noyaux isolés Col-0 colorés au DAPI et observés au microscope
confocal. De gauche à droite : chromocentres très condensés (TC), condensés (C), peu déinis
(PD) ou non visibles (NV). La distribution de la FIB2 ::YFP correspond au signal vert. B) Pourcen-
tage de noyaux présentant des chromocentres déinis sur la totalité de noyaux observés (indes
hétérochromatique ou HX), avant la transition lorale (Pré-TF), lors de la TF et après la transi-
tion lorale (Post-TF). Lors de la TF, environ 60% (sur 120) des noyaux analysés présentent des
chromocentres mal déinis ou non détectables.

J’ai débuté le suivi à partir du 22ème jour de croissance jusqu’au trente-unième
jour après la germination. Chaque jour, deux extractions de noyaux de feuilles d’un
total de 6 individus ont été réalisées, ainsi qu’une coloration au DAPI (4’,6-diamidino-
2-phénylindole) de ces noyaux pour leur observation au microscope confocal (cf. partie
Matériel et Méthodes). Les diférentes préparations cytologiques ont été regroupées en
fonction du phénotype de la plante, suivant les observations de Tessadori et al. 2007 :
les noyaux provenant de plantes où la rosete n’est constituée que de feuilles (autour de
~23 jours de croissance), ceux provenant de plantes où des petites feuilles centrales ren-
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ferment les boutons loraux (plantes âgées d’environ 25 à ~28 jours) et inalement, ceux
issus de plantes où la tige de la hampe lorale est visible. Ces trois groupes correspondent
aux stades Pré-TF, TF et Post-TF.

En interphase, la coloration DAPI des noyaux d’A. thaliana permet la détection en gé-
néral de 8 à 10 chromocentres bien déinis (Fransz et al. 2002). En fonction de la forme
et intensité luorescente de ces derniers, les noyaux ont été classés en deux groupes :
noyaux avec des chromocentres déinis (très condensés ou condensés) ou avec des chro-
mocentres non déinis (peu condensés ou non visibles) (Figure 3.10A). En accord avec les
publications précédentes, l’observation microscopique des noyaux de cellules de feuilles
montre une décondensation des chromocentres lors de la TF (Figure 3.10). En efet, le
pourcentage de noyaux présentant des chromocentres déinis (HX) pas de 77% à 40% (Fi-
gure 3.10B).
Pour avoir un premier aperçu de l’impact de la TF dans l’identité des NADs, j’ai isolé par
FANoS deux échantillons de 600.000 nucléoles, à partir de feuilles de plantes âgées de 29
jours, chez lesquelles la tige de la hampe lorale était visible. Des données de séquençage
d’ADN nucléaire de plantes de la même lignée Col-0 pEG ::FIB2 ::YFP âgées de 21 jours
et ayant poussé dans les mêmes conditions, ont été utilisées pour cete première étude
pilote.
En efet, un échantillon d’ADN nucléaire et deux d’ADN nucléolaire de plantes Col-0
pEG ::FIB2 ::YFP de 21 jours ont été séquencés (séquençage illumina® en «paired-end»,
2x150 pb) par la plateforme de séquençage Bioenvironnement de l’Université de Perpi-
gnan Via Domitia (cf. Matériel et Méthodes). L’enrichissement nucléolaire des fenêtres
de 100 kb a été calculé (Figure 3.1). Les caractéristiques de séquençage et d’alignement
des diférentes librairies de séquences ADN se trouvent en Annexe 1. Ensuite, l’enri-
chissement nucléolaire des fenêtres de 100kb après transition lorale a été comparé à
l’enrichissement chez les plantes âgées de 21 jours.
Dans la Figure 3.11 est représenté l’enrichissement nucléolaire des fenêtres génomiques
de 100 kb après la TF par rapport à l’enrichissement nucléolaire de ces dernières chez les
plantes de 21 jours (FC/FC). On observe que log2(FC/FC) de ces fenêtres dans les cinq
chromosomes est proche de 0 (i.e. : FC/FC=1), ce qui n’indique pas de changements au
niveau des NADs induits par la TF.

A l’échelle génique, comme ce qui a été observé suite à un CT, l’identité des gènes
associés au nucléole difère grandement entre les deux conditions (Figure 3.12A). Par
ailleurs, il y a peu de superposition entre les gènes identiiés en 2016 (Pontvianne et al.
2016b) et les gènes trouvés lors de ce nouveau séquençage, alors qu’il s’agit de plantes
de la même lignée et du même âge ayant poussé dans les mêmes chambres de culture
(Figure 3.12A). La même observation est faite lorsque ces données sont comparées avec
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Figure 3.11 – Les NADs d’Arabidopsis thaliana suite à la la transition lorale. Enrichissement
nucléolaire des fenêtres génomiques de 100 kb après la transition lorale par rapport à l’enrichis-
sement nucléolaire de plantes de 21 jours. En ordonnée le log2(FC/FC).
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les NAD-gènes des plantes contrôle pour le CT.
Toutefois, la majorité de NAD-gènes sont localisés dans les régions associées avec le
nucléole lorsqu’elles sont identiiées par des fenêtres de 100 kb. C’est notament le cas
du bras court du chromosome 4 (Figure 3.12B). Ces résultats semblent indiquer que la
méthode utilisée ne permet pas une précision au gène. Dans ce cas, une augmentation
de la couverture de séquençage pourrait régler en partie ce problème. Cependant, l’iden-
tiication des NADs est performante pour déterminer les régions génomiques de 100 kb
associées au nucléole.
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Figure 3.12 – Comparaison des NAD-gènes entre diférents échantillons. A) Diagrammes de
Venn représentant la superposition entre les NAD-gènes identiiés dans les diférents échan-
tillons d’ADN. B) Proportion de NAD-gènes par chromosome (en %) dans les cellules de feuilles
de cellules de plantes de 22 jours qui ont servi de témoin pour le CT (22℃), de plantes de 21 jours
de la première étude de 2016 (Pontvianne et al. 2016b) et générées pendant ma thèse (Pré TF)
et de plantes de 29 jours (Post TF).

3.5 Rôle des gènes d’ARNr 45S dans la composition des

NADs

Dans cete section est inclue l’article publié en 2019 dans la revue Nucleus, où se
trouve la comparaison entre les NADs et les domaines associés à la périphérie du noyau
des cellules d’A. thaliana. Cet article souligne également l’importance du positionnement
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et de l’expression des gènes d’ARNr, pour l’identité des NADs et l’organisation de hubs
inter-chromosomiques (interactions entre 3 régions chromosomiques ou plus) de gènes
peu ou pas transcrits.
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Genomic interactions can occur in addition to those within chromosome territories and can be
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Introduction

In 1928, the cytogeneticist Heitz described twomajor

chromatin states that differ according to their con-

densation level in the nucleus [1,2]. He named the

condensed chromatin regions heterochromatin,

while more loosely packed chromatin regions were

named euchromatin. The identification of genome-

wide chromatin–chromatin interactions maps con-

firmed this bipartite organization. Today, euchroma-

tin and heterochromatin are generally referred to as

A/B compartments [3]. This type of organization is

relevant to both plant and animal cells [4]. However,

this bipartite organization can be subdivided into

several states according to their epigenetic signatures

such as, but is not restrictive to, DNA methylation,

histonemodifications, histone variant distribution or

nucleosome positioning [5–7]. Notably, these differ-

ent states strongly participate in gene transcriptional

regulation by modifying the access, or the attractive-

ness, of any loci to the transcriptional machineries.

At the nucleus scale, cytological analyses already

revealed the existence of chromosome territories that

can be distributed randomly, as in Arabidopsis thali-

ana or non-randomly, as in human cells, within

interphase nuclei [8–11]. In addition, recent techni-

cal advances deeply increased our knowledge of how

the genome is organized within the nucleus. For

example, the development of the chromosome con-

formation capture (3C) approach to a genome-wide

scale revealed in various organisms and cell-types

how inter and intra-chromosomal DNA contacts

shape this 3D organization [12]. These studies

revealed the existence of topologically associating

domains or (TADs) that are self-interacting genomic

regions, separated by boundaries, and confined

either in A or B compartments, depending on their

chromatin signatures. In plants, although the pre-

sence of TADs is not obvious in Arabidopsis thali-

ana, they were described in other plant species with

larger genomes [4,13].

Recent studies pushed forward our understand-

ing of the 3D genome organization, by taking into

consideration the subnuclear compartments such

as the nucleolus and the nuclear speckles. In this

review, we aim to combine data of recent studies

that demonstrate an important role of ribosomal

RNA genes distribution and expression in global

genome organization.

The nucleolus, a platform for genome
organization

Ribosomal RNA (rRNA) genes are organized as

tandem repeats in specific genomic regions

named nucleolus organizer regions (NORs) by
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Barbara McClintock [14]. The nucleolus is the site

of ribosome biogenesis, starting with rRNA tran-

scription, and is present in most eukaryote cells.

Its size is dependent on the ribosome biogenesis

activity, but can represent a large volume of the

cell, especially in actively dividing cells [15]. In

human cells, several nucleoli are usually present,

while in A. thaliana, usually one round nucleolus

is present. The nucleolus is a direct consequence of

ribosome biogenesis. However, this large subnuc-

lear compartment is also implicated in other cel-

lular processes, especially in the maturation or

sequestration of several ribonucleoproteins com-

plexes such as the spliceosome, the proteasome,

the RNA telomerase and others implicated in

RNA degradation [15–20].

In 2010, two studies conducted in human cells

demonstrated the direct role of the nucleolus in

genome organization [21,22]. DNA co-purified

with nucleoli from two types of human cells were

analyzed, demonstrating that all chromosomes con-

tain, at least, one region associating with the nucleo-

lus. These genomic regions were named NADs for

nucleolus-associated chromatin domains. In parallel,

a network composed by nuclear lamina also anchors

genomic regions with repressive epigenetic features

at the nuclear periphery [23]. These regions are

named LADs for lamina-associated domains.

NADs were subsequently identified in A. thaliana

cells [24]. In both plant and animal cells, excluding

rRNA genes, NADs are composed of around 4% of

the genome and display repressive chromatin fea-

tures [24]. Interestingly, genes are also present in

NADs and tend to be lowly expressed. Majority of

NADs are presumed to be located at the nucleolus

periphery, but cytological analyses demonstrated

that the DNA inside the nucleolus is not only com-

posed of rRNA genes [24]. Since RNA polymerase II

is absent from inside the nucleolus, it has been pro-

posed that the nucleolus would have a negative

impact on gene expression [25,26].

Among the important aspects pointed out by

Nemeth et al. [22], is the potential redundancy

between NADs and LADs. Additional studies con-

firmed this observation and demonstrated that

a portion of LADs, identified as facultative LADs,

can reshuffle stochastically either at the nuclear or

the nucleolar periphery after mitosis [27,28].

Conversely, LADs remaining at the nuclear

periphery in the daughter cells are now identified

as constitutive LADs [29]. In plant cells, no homo-

log of nuclear lamina proteins have been identified

so far, but putative homologs like nuclear matrix

constituent protein (NMCP), nuclear envelope-

associated proteins (NEAPs) or CROWDED

NUCLEI (CRWN) proteins, all localized at the

nuclear periphery, are suspected to play a similar

role [30–33]. Chromatin domains associating with

proteins located at the nuclear periphery have not

been identified so far, but Chang Liu’s laboratory

was able to identify the genomic regions associated

with the nuclear periphery using a derived chroma-

tin immunoprecipitation (ChIP) protocol. The

nucleoporin NUP1, which is one of the subunits

of the nuclear pore complex, was used as a bait [34].

As for NADs, chromosome regions identified in

this study (hereafter referred to as NUP1-enriched

domains) are enriched in repressive chromatin sig-

natures, transposable elements and contain genes

that tend to be lowly expressed [34]. Since at least

a portion of NADs overlap with LADs in human

cells, we analyzed the potential connection between

NADs and NUP1-enriched domains in A. thaliana

(Figure 1). At the chromosome scale, NADs corre-

spond to genomic regions flanking telomeres, as

well as the short arm of chromosome 4, where

active rRNA genes are located [35,36]. In contrast,

NUP1-enriched domains mainly correspond to

peri-centromeric regions, and large portions of

chromosome arms (Figure 1(a)) [24,34]. The partial

overlap observed on the short arm of chromosome

4 could potentially link the nucleolus and the

nuclear periphery. Interestingly, the heterochro-

matic knob, corresponding to the conspicuous gap

located between the 3,5 and 4,5 MB region, only

associate with the nucleolus.

Therefore, the overlap between NADs andNUP1-

enriched domains appears minor, and genes usually

either associate with the nuclear periphery or with

the nucleolar periphery (Figure 1(b)).

Influence of RNA genes in
nucleolus-associated chromatin domains and
inactive hubs

The Hi-C approach allows the detection of direct or

indirect chromatin interactions in a cell population

[12]. However, Hi-C is not compatible to detect
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simultaneous chromatin interactions and cell-to-cell

variability. Single-cell Hi-C has recently been devel-

oped to counteract this problem, but sequencing

depth remains an issue, leading to very low genome

coverage [37]. In a recent study, Quinodoz and col-

leagues enable the detection of simultaneous interac-

tions via the development of a new technique named

SPRITE for split-pool recognition of interactions by

tag extension [1]. SPRITE allows the detection of

multiple chromatin interactions mediated by an indi-

vidual complex within a nucleus, revealing the context

of the interactions. Briefly, unique complex, from

which all RNA, DNA and protein components are

covalently crosslinked, are sorted in individual wells.

Therefore, all DNA reads from one individual com-

plex are identified as a SPRITE cluster [1]. In other

words, a chromatin loop can be associated with its

TAD and its compartment. Using the SPRITE techni-

que, Quinodoz et al., linked some A/B compartments

with nuclear bodies. They identified active hubs, cor-

responding to A compartments, in association with

nuclear speckles. In parallel, inactive hubs, corre-

sponding to B compartments, were shown to associate

with the nucleolus [1]. This corroborates previous

observations made in both animal and plant cells

[25,38], regarding the important role of the nucleolus

in organizing inactive chromatin regions at the

nucleolar periphery.

Importantly, inactive hubs are present on rRNA-

genes bearing chromosomes [1]. In other words,

inactive hubs correspond to genomic regions flank-

ing rRNA genes. This raises the question of the role

of rRNA gene expression and location on chromo-

somes in defining the identity of inactive hubs at the

nucleolar periphery. In A. thaliana, NADs are

mainly composed of genomic regions corresponding

to the NOR-bearing chromosomes 2 and 4, as well as

genomic regions from the subtelomeric regions [24].

In wild-type leaves, only NOR4-derived rRNA genes

associate with the nucleolus and are actively tran-

scribed, while NOR2-derived rRNA genes are silent

and excluded from the nucleolus [35,36,39–42].

Interestingly, NOR2-derived rRNA genes expression

provokes a complete reorganization of the short arm

of chromosome 2 that associates with the nucleolus

[24]. Collectively, these data suggest that rRNA

genes expression or silencing impact the global het-

erochromatin nuclear distribution. To test the

a b

Figure 1. Overlap between NADs and NUP1-regions in Arabidopsis thaliana. (a) Genome-wide view of NAD-genes and the regions
enriched at the nuclear periphery (NUP1-enriched regions) in the A. thaliana genome produced by Circos [49]. Considering the
concentric circles from the outside inward, the outermost (and first) circle indicates the five chromosomes of A. thaliana. The next
two circles are showing the location of NADs-genes (blue) and NUP-enriched regions (green) throughout the genome. (b) Venn
diagram of NAD-genes and NUP1-enriched regions corresponding to protein-coding genes in TAIR10. Data from [24,34] were used to
generate this figure.
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potential presence of inactive hubs inA. thaliana, we

analyzed the global gene expression of nucleolus-

associated genomic regions. As in mammalian cells,

the short arms of NOR-bearing chromosomes tend

to contain low-expressed genes compared to the

entire genome (Figure 2). However, we do not see

such correlation for genes of the subtelomeric

regions that also associate with the nucleolus in

a wild-type (Col-0) A. thaliana line [43].

Conclusions and perspectives

Overall, recent studies revealed the importance of

nuclear bodies in the distribution of the epigenome.

In these cases, nuclear body specific proteins play

crucial roles in these regulations. For example, the

nucleolar protein Nucleolin was demonstrated to reg-

ulate (i) telomere nucleolar clustering in A. thaliana

[24], (ii) the two-cell embryo master regulator gene

DUX in human embryonic stem cells [44] or (iii)

centromere nucleolar clustering in drosophila [45].

A missing aspect is an overlap between inactive hubs

identified using the SPRITE method and NADs iden-

tified in human cells [1,19,20]. We indeed expect

NADs and inactive hubs to overlap. To further

demonstrate how rRNA genes distribution in the

genome defines NADs or inactive hubs, it will be

important to identify these regions in cells with the

variable NOR chromosomal location, or in mutant

showing reduction or increase numbers of rRNA

genes. Previous observations in yeast and in droso-

phila demonstrated that reducing the number of

rRNA genes alter heterochromatin organization and

genome stability [46–48]. In the light of these new

data, we expect to observe changes in global genome

organization in cells with a reduced number of rRNA

genes.
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Lors de l’analyse comparative entre les NADs et les domaines associés à la périphérie
du noyau des cellules d’A. thaliana de cete étude, ce sont les domaines chromatiniens
puriiés par le biais de la protéine NUP1 qui ont été utilisés (Bi et al. 2017). Plus tard,
l’équipe de Chang Liu a identiié les domaines associés à la périphérie nucléaire, en utili-
sant les protéines CRWN (CROWDED NUCLEI) (Hu et al. 2019). Les domaines identiiés
ont été appelés PLADs (Plant-like Lamina associated chromatin Domains).

J’ai utilisé ces nouvelles données pour refaire l’analyse comparative entre les NADs
et les PLADs (Figure 3.13). Les résultats obtenus sont très similaires à ceux obtenus en
comparant les NADs avec les domaines NUP1. En efet, il y a très peu de superposition
entre les NADs et les PLADs. Les domaines qui à la fois peuvent être associés au nucléole
où à la périphérie nucléaire sont des régions qui se trouvent au niveau du bras court du
chromosome 4.

  

ch
r1

0

5
10

15

20

25

30

ch
r2

0

5

10

1
5

chr3

0

5

1
01
5

2
0

c
h
r4

0

5

10

15

ch
r5

0

5

10

15

2
0

2
5

PLADs

NADs

NADs + PLADs

Figure 3.13 – Comparaison entre les NADs et les PLADs. Circos (Krzywinski et al. 2009) re-
présentant la position des PLADs et des NADs le long des 5 chromosomes d’A. thaliana, et les
régions qui ont été à la fois identiiées comme des NADs et des PLADs.
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3.6 Discussion

Au cours de ma thèse, j’ai pu analyser les NADs en condition de stress thermique et
suite à la transition lorale. Lors d’un CT, la décondensation des chromocentres est un
processus transitoire impliqué dans la réponse au stress thermique. Lors de la transition
lorale, la restructuration de la chromatine est due à un changement développemental
qui implique la modiication de l’expression de gènes de façon plus prolongée dans le
temps. Cependant, dans les deux cas, on ne constate pas de diférences au niveau des
domaines associés avec le nucléole.
Au contraire, ces résultats montrent une grande stabilité des NADs à l’échelle de 100 kb,
qui correspondent à des domaines hétérochromatiques très spéciiques. En efet, l’iden-
tité des NADs est surtout déterminée par l’activité des NORs et le regroupement des
télomères autour du nucléole. De même, chez les mammifères, les NADs sont très enri-
chis en séquences proches des NORs. Les hubs inter-chromosomiques qui sont localisés
autour du nucléole se forment entre des chromosomes possédant des NORs (Guetg et
Santoro, 2012a ; Koningsbruggen et al. 2010 ; Németh et al. 2010 ; uinodoz et al.
2018 ; Vertii et al. 2019).
Mis à part le chromocentre associé au NOR actif, les régions péricentromériques ne font
pas partie des NADs. Contrairement aux animaux, qui possèdent aussi des régions péri-
centromériques de plusieurs chromosomes, parmi lesquels des chromosomes ne compor-
tant pas de NOR, associées avec le nucléole (Dillinger et al. 2016 ; Guetg et Santoro,
2012a ; Koningsbruggen et al. 2010 ; Németh et al. 2010).

Ces résultats étaient atendus en raison de la conformation en rosete du génome d’A.
thaliana (Fransz et al. 2002), avec les centromères localisés à la périphérie nucléaire et
les télomères à la périphérie nucléolaire. Cete conformation explique également pour-
quoi on constate peu de chevauchement entre les NADs et les domaines associés à la
périphérie nucléaire contrairement à la levure ou l’humain. Cependant, un nombre non
négligeable de régions du bras court du chromosome 4 ont également été identiiées
comme des PLADs. Une explication possible est le rapprochement observé dans de nom-
breux noyaux du nucléole avec la périphérie nucléaire.
De plus, mis à part les régions péricentromériques, la fraction inactive des NORs et le
knob hk4S (chez Col-O), le génome d’A. thaliana ne comporte pas de régions intergé-
niques hétérochromatiques. Par conséquent, il n’y a pas d’autres régions propices à se
retrouver associées avec le nucléole. Cete stabilité est également observée entre des dif-
férentes lignées cellulaires d’humain et souris, de même qu’au cours de la sénescence
cellulaire chez l’humain (Dillinger et al. 2016 ; Vertii et al. 2019).

Il est à noter que les NADs sont aussi composés de régions hétérochromatiques qui
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ne sont pas localisées au niveau du bras court du chromosome 4 ni des régions sub-
télomériques. En efet, des domaines hétérochromatiques de tous les chromosomes, chez
A. thaliana comme chez l’humain et la souris, font partie des NADs. De plus, la proximité
physique avec un NOR est importante mais ne suit pas pour se retrouver associé avec
le nucléole.
Par exemple, le NOR et le bras court du chromosome 2 sont exclus du nucléole. Chez
l’humain, des régions actives entre des NADs proches d’un NOR ne se retrouvent pas
associées avec le nucléole (Dillinger et al. 2016). Ceci indique que si une région a une
activité transcriptionnelle elle est exclue de la périphérie nucléolaire. Un autre exemple
est le chromosome X inactif qui est associé avec le nucléole, mais des régions de ce der-
nier qui « échappent » à la répression mise en place au cours du développement ne sont
pas associées (Dillinger et al. 2016).

En conclusion, nos résultats ne nous permetent pas de valider l’existence d’une voie
active de régulation transcriptionnelle par séquestration (ou libération) nucléolaire de
certains gènes transcrits par l’ARN pol II. De mon point de vue, l’ensemble des données
suggèrent plutôt que l’association de domaines hétérochromatiques avec le nucléole est
un phénomène passif. Une conséquence du fait d’être à proximité d’un NOR ou trans-
criptionnellement inactif.





Chapitre 4

Importance de l’ADN ribosomique dans
l’integrité du génome d’Arabidopsis
thaliana

Le deuxième axe de ma thèse avait comme but d’étudier l’importance des copies
inactives des gènes d’ARNr chezA. thaliana. Les résultats obtenus font l’objet de l’article
en préparation.
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Suppl. Figure 11
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Mes travaux de thèse avaient deux objectifs majeurs : i) étudier la dynamique des
domaines chromatiniens associés au nucléole d’Arabidopsis thaliana ; ii) révéler l’impor-
tance des copies inactives des gènes d’ARNr 45S sur l’organisation et l’intégrité du gé-
nome de cete espèce.
Pour ce faire, j’ai d’abord optimisé la méthode d’identiication des NADs et l’ai adapté au
FACS BioRad S3TM du laboratoire. J’ai également créé des nouveaux outils pour l’étude
des NADs comme la lignée transgénique 20%ADNr-pEG ::FIB2 ::YFP.

Chez A. thaliana Col-0, seul un des deux NORs est actif. Mais au sein de ce NOR
actif, seule une portion des gènes d’ARNr 45S sont activement transcrits et forment le
nucléole. Ainsi, les gènes d’ARNr 45S inactifs du NOR actif sont très condensés et locali-
sés à la périphérie du nucléole. Ils participent à la formation d’une couche d’hétérochro-
matine constitutive autour du nucléole, à laquelle s’ajoutent les régions centromériques
et péricentromériques adjacentes au NOR actif. Dans le cas du NOR4, le knob hk4S est
également associé.
Les régions subtélomériques des 5 chromosomes sont également associées au nucléole.
Puisque la chromatine périnucléolaire est enrichie en marques de type répressives et que
les gènes présents sont peu ou pas transcrits, le premier axe de ma thèse a été d’identiier
les NADs dans diférentes conditions. A terme, nous voulions vériier l’existence d’une
possible voie de régulation transcriptionnelle par séquestration nucléolaire.

L’identiication des NADs en condition de choc thermique et suite à la transition
lorale a permis de démontrer que la composition des NADs était stable. Cependant, au-
cune voie de régulation transcriptionnelle par relocalisation de certains gènes atour du
nucléole ou vice-versa, n’a pu être démontrée.
Cependant, nous avons constaté une grande hétérogénéité quant à l’identiication des
NAD-gènes, même entre les conditions contrôles. La profondeur de séquençage de ce
genre d’approches est un élément clé qui détermine la résolution de l’analyse. Plus elle
sera grande, plus la détection des NADs sera précise et ine. Avec une faible profondeur
de séquençage, comme lors de ma thèse, les NADs ne peuvent être déterminés qu’avec
une résolution comprise entre 50 et 100 kb. Dans Pontvianne et al. 2016b, les NAD-
gènes avaient été identiiés avec une plus grande profondeur de séquençage. Ainsi, le
chevauchement entre les réplicats était meilleur.
Finalement, l’ensemble des résultats obtenus concernant la dynamique des NADs in-
diquent que les régions associées avec le nucléole sont des régions très spéciiques du
génome, surtout déterminées par la proximité avec les télomères et le NOR actif.

L’importance de la proximité avec un NOR pour l’association avec le nucléole est
un constat qui est vrai chez les autres organismes étudiés. Cete observation est logique,
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puisque le nucléole se forme atour des NORs. C’est pourquoi la proximité avec un NOR
mais également son activité, vont déterminer si les régions adjacentes s’associent avec
le nucléole.
L’identiication des NADs dans la lignée 20%rDNA-pEG ::YFP ::FIB2, où l’ensemble du
bras court du chromosome 2 et son chromocentre font partie des NADs, est un autre
exemple conirmant cet efet de l’activité des NORs. En efet, cete observation avait
déjà été faite dans le mutant nuc1 où les deux NORs sont actifs (Pontvianne et al. 2007 ;
Pontvianne et al. 2016b).

Lorsqu’on analyse la composition des bras courts des chromosomes acrocentriques 2
et 4, on s’aperçoit que 7,5% des gènes qu’ils contiennent sont des pseudogènes. Pourtant,
sur les autres bras des chromosomes ils ne représentent que 2% des gènes. Concrète-
ment, parmi les 915 pseudogènes annotés chez A. thaliana, 72 (7,9%) sont présents dans
les NADs. Ceci démontre la spéciicité de ces régions chromosomiques, appauvries en
gènes fonctionnels.
Chez la majorité des espèces étudiées (plus de 75% des caryotypes), les NORs sont éga-
lement localisés en position terminale, proches des télomères ou en position péricentro-
mérique (Garcia et al. 2014 ; Garcia et al. 2017 ; Sochorová, 2018). La position péri-
centromérique des NORs est moins récurrente, surtout si l’espèce possède un seul NOR
par génome haploïde. Dans tous les cas, la matrice d’ADNr se trouve proche de régions
d’hétérochromatine constitutive, enrichies en séquences répétées et appauvries en gènes
(Garcia et al. 2014 ; Garcia et al. 2017 ; Sochorová, 2018).

Il semblerait donc qu’au niveau évolutif, les NORs occupent des positions préféren-
tiellement distinctes du reste des chromosomes et des gènes transcrits par l’ARN Pol II.
Plusieurs hypothèses permetent d’expliquer cete convergence évolutive.
Premièrement, il est probable que le positionnement de l’ADNr en position terminale
et/ou proche de régions non transcrites, soit important pour la formation des structures
nucléolaires. En efet, le nucléole est une agglomération de centaines de facteurs pro-
téiques et d’ARNs sur des gènes d’ARNr actifs. L’ensemble de ces molécules possèdent
des caractéristiques physiques qui induisent la formation d’un compartiment «phase-
séparé», non miscible avec le nucléoplasme (Brangwynne et al. 2011 ; Feric et al. 2016).
Si le NOR était entouré de domaines euchromatiques, cela pourrait compliquer la forma-
tion du nucléole. Ou, à l’inverse, la formation du nucléole pourrait interférer avec l’acti-
vité transcriptionnelle des domaines euchromatiques. Ainsi, la chromatine très conden-
sée et appauvrie en gènes entourant les NORs mais aussi le nucléole (les NADs), sert
peut être de barrière physique entre le nucléole et le reste du génome. Ces structures
sont d’ailleurs appelées «Nucleolar Shell» du fait de leur densité (Guetg et Santoro,
2012b).
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Deuxièmement, ceci peut être dû à la nature très instable des gènes d’ARNr. En ef-
fet, l’ADNr est une des régions les plus sensibles à des agents endommageant de l’ADN,
qu’ils soient exogènes (e.g. : bléomycine) ou endogènes (e.g. : transcription). Par consé-
quent, à cause de sa nature répétée, des erreurs de réparation de l’ADNr sont récurrents.
Ces erreurs induisent des délétions ou ampliications de copies de gènes d’ARNr au sein
du NOR (cf. : Introduction générale). Par exemple, dans les cellules cancéreuses, carac-
térisées par une grande instabilité génétique, un des loci les plus afectés est l’ADNr qui
présente beaucoup d’événements d’expansion ou contraction des NORs par rapport aux
cellules saines du même individu (Valori et al. 2019 ; Wang et Lemos, 2017 ; Xu et al.
2017).
Une des causes principales de l’instabilité de l’ADNr est la forte activité transcription-
nelle au sein des NORs. En efet, lorsque l’activité transcriptionnelle est augmentée de
façon artiicielle, on constate une instabilité accrue de l’ADNr (Aldrich et Maggert,
2015 ; Peng et Karpen, 2007). La transcription entraîne la formation de structures se-
condaires de l’ADN, un état ouvert de la chromatine et des possibles collisions avec la
machinerie de réplication de l’ADN. Tous ces facteurs peuvent induire des DSBs. Les co-
pies d’ADNr inactives ainsi que l’hétérochromatine entourant les NORs pourraient ainsi,
aténuer le stress transcriptionnel du bras chromosomique en question.
D’un autre côté, il est avéré dans les organismes étudiés, que les copies de gènes d’ARNr
inactives et condensées participent à la stabilité des copies actives. Ainsi, chez la levure,
des lignées présentant un nombre réduit de copies sont plus sensibles au méthanesul-
fonate de méthyle (MMS) ou à la lumière ultraviolete (UV). Par ailleurs, des cellules
souches hématopoïétiques de souris qui ont un nombre réduit de copies de gènes d’ARNr,
sont également plus sensibles aux agents endommageant de l’ADN tels que la bléomy-
cine (Xu et al. 2017).

Cete instabilité peut être expliquée par deux mécanismes chez la levure (Ide et al.
2010 ; Kobayashi, 2011, 2014).
Premièrement, des copies inactives sont intercalées avec les copies actives et permetent
de réduire le stress transcriptionnel au niveau de la partie active du NOR. Ainsi, la chro-
matine est moins encombrée par lamachinerie de transcription de l’ARN Pol I et présente
une conformation moins «ouverte». Ceci réduit les possibilités de cassure de cete der-
nière.
Deuxièmement, les copies inactives facilitent la réparation des DSBs au niveau des NORs.
En efet, l’ADNr est surtout réparé par recombinaison homologue (Marnef et al. 2019 ;
McStay, 2016 ; Sluis et McStay, 2015 ; Tsang et Carr, 2008). Parmi les protéines impli-
quées dans ce processus, on retrouve des complexes protéiques formés par des protéines
STRUCTURAL MAINTENANCE OF CHROMOSOMES (SMC) tels que la cohésine ou la
condensine. Ces complexes, sont essentiels à la cohésion des chromatides pour la ré-
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paration des chromosomes par recombinaison homologue (Watanabe et al. 2009). Les
copies inactives servent de point d’ancrage de ces protéines, car les copies actives sont
occupées par la machinerie de transcription (Ide et al. 2010).
Dans le cas de la levure, c’est la condensine qui est impliquée dans la cohésion des chro-
matides lors de la recombinaison homologue au niveau de l’ADNr (Ide et al. 2010). Dans
des lignées artiicielles présentant un nombre très réduit de copies, toutes deviennent
actives pour maintenir le niveau de production d’ARNr. Par conséquent, la chromatine
devient plus sensible aux agents endommageant de l’ADN et il y a une augmentation
des DSBs. De plus, la condensine a moins d’espace pour se ixer et les DSBs sont plus
diiciles à réparer (Ide et al. 2010).

Grâce à la lignée 20%ADNr, on a pu metre en évidence que chez A. thaliana, ces ex-
tra copies sont également importantes pour la stabilité de l’ADNr. En efet, comme chez
la levure, la souris ou la drosophile, la lignée 20%ADNr présente une croissance normale
et on constate le même niveau de production d’ARNr. Ces copies supplémentaires ne
sont donc pas nécessaires aux fonctions nucléolaires de base.
Cependant, en conditions normales de croissance, les noyaux de cete lignée présentent
plus de DSBs que chez l’écotype sauvage. Et la majorité de ces signaux (plus de 60%)
sont localisés au niveau du nucléole, c’est à dire au niveau des gènes d’ARN 45S actifs
(données non montrées).
Comme chez la levure, il se peut que l’augmentation du nombre de DSBs dans la lignée
20%ADNr soit due à la fois à une augmentation du stress transcriptionnel et à une ne
réduction de l’eicacité de réparation. Chez les plantes, les condensines sont aussi im-
pliquées dans la recombinaison homologue. Plus particulièrement la condensine II, qui
est impliquée dans la réparation de l’ADN durant l’interphase et est localisée au niveau
du nucléole chez A. thaliana (Sakamoto et al. 2019). En outre, l’analyse d’expression
diférentielle entre l’écotype sauvage et la lignée 20%ADNr, n’a pas mis en évidence
l’inhibition de gènes impliqués dans la réparation de l’ADN qui pourraient expliquer
cete sensibilité.

L’instabilité accrue de l’ADNr causée par la réduction du nombre de copies, entraîne
une réduction de la durée de vie des levures (Ide et al. 2010). Dans des cellules humaines,
un lien entre l’instabilité de l’ADNr et la sénescence cellulaire a également été mis en
évidence (Paredes et al. 2018). Dans cete étude, les auteurs se sont intéressés au rôle
de l’histone déacétylase SIRTOUINE7 (SIRT7) qui se lie aux séquences régulatrices des
ADNr et participe à leur régulation, dans le vieillissement cellulaire (Paredes et al. 2018).
En cas d’inhibition de la protéine SIRT7, les auteurs ont observé une augmentation sub-
stantielle du nombre de cellules sénescentes. De plus, ils ont pu démontrer que la sé-
nescence observée était plus précoce et indépendante de la sénescence induite par le
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raccourcissement des télomères.
Ces cellules présentaient également une instabilité accrue de l’ADNr (augmentation des
niveaux de γH2AX ) ainsi qu’une réduction de jusqu’à 50% du nombre de copies d’ADNr.
Ain de metre en évidence un lien direct entre l’instabilité de l’ADNr et la sénescence
cellulaire, ils ont utilisé la technologie CRISPR-Cas9 pour générer des DSBs spéciique-
ment au niveau des séquences d’ADNr. Grâce à cete expérience, un lien direct entre
l’instabilité de l’ADNr et la sénescence précoce des cellules a pu être établi (Paredes et
al. 2018).

Dans nôtre cas, la croissance des plantes de la lignée 20%ADNr est beaucoup plus
afectée par l’exposition à la bléomycine. Par contre, nous n’avons pas observé de signes
de sénescence précoce dans cete lignée.

Dans les populations naturelles, l’ADNr reste très instable, même lorsqu’il contient
de nombreuses copies inactives. Le grand nombre de DSBs et les NAHR fréquentes au
niveau de ces loci, induisent des variations du nombre de copies d’ADNr mais également
des changement structuraux, surtout des duplications, au niveau des séquences adja-
centes (McStay, 2016). En outre, le fait que les NORs soient souvent sur des bras courts
de chromosomes acrocentriques (Garcia et al. 2014 ; Garcia et al. 2017 ; Sochorová,
2018) est peut être une conséquence d’événements de recombinaison homologue non
allélique. En efet, il se peut que ces événements aient induit la délétion de séquences
adjacentes aux NORs au cours du temps. Ces délétions auraient été sélectionnés positi-
vement pour séparer les NORs du reste du chromosome et ne pas impacter négativement
les gènes adjacents.

Pour résumer, au cours de l’évolution, il est très possible que la localisation des NORs
au sein de régions hétérochromatiques, ait été sélectionnée, pour servir de barrière phy-
sique entre le nucléole et le reste du génome et aider ainsi à la stabilité de l’ensemble
du génome. De plus, ces copies inactives stabilisent aussi le NOR en réduisant le stress
transcriptionnel et en facilitant sa réparation. Ces deux raisons, pourraient expliquer
pourquoi un grand nombre de copies d’ADNr est retrouvé chez tous les eucaryotes.
Il est à noter que les gènes d’ARNr sont les plus anciens du génome et on les retrouve chez
tous les organismes. Les bactéries possèdent que quelques opérons codant pour leurs
trois ARNr (16S, 23S et 5S) et n’ont pas de système d’ampliication génique (Kobayashi,
2014). Mais avec l’apparition de la pluri-cellularité, les organismes plus complexes ont eu
besoin d’augmenter la production de protéines, et donc de ribosomes. Pour répondre à
la demande en ARNr, il y a eu une ampliication du nombre de copies des gènes d’ARNr.
La grande instabilité générée par le fort taux de transcription aurait été toxique pour les
cellules, en augmentant leur sensibilité aux dommages de l’ADN, comme ceux causés
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par les rayons UV. Les cellules capables de maintenir un nombre élevé de copies d’ARNr
par un système d’ampliication génique, auraient ainsi été sélectionnées (Garcia et al.
2014 ; Garcia et al. 2017 ; Kobayashi, 2014 ; Sochorová, 2018).

Ce système d’ampliication génique permet de maintenir un nombre de copies entre
un intervalle, spéciique à chaque espèce. Cependant, il existe une grande variabilité du
nombre de copies au niveau intra- et interspéciique (cf. : Introduction générale). Chez
l’humain (Gibbons et al. 2014) et le maïs (Li et al. 2018), la variation du nombre de co-
pies dans des populations naturelles a été corrélée à des diférences d’expression d’une
quarantaine de gènes chez le maïs et environ 200 chez l’humain. Ainsi, il semblerait que
les copies inactives participent à la formation d’hétérochromatine constitutive ayant un
impact sur l’ensemble du génome et l’expression des gènes (Paredes et Maggert, 2009 ;
Paredes et al. 2011).
On a pu metre en évidence cete inluence également chez A. thaliana, où on constate
une grande surexpression de gènes dans la lignée 20%ADNr comparée à l’écotype sau-
vage. Plus de 85% des gènes diférentiellement exprimés sont surexprimés. Chez l’hu-
main et le maïs, l’expression des gènes inluencés par la variation du nombre de copies
était le plus souvent corrélée positivement avec les diférences de quantité d’ADNr. En
d’autres mots, si l’individu présente plus de copies, le gène est plus exprimé ou vice-
versa. Par contre, chez la drosophile, la réduction artiicielle de copies de gènes d’ARNr
induit la sur expression mais également la sous expression de gènes à une proportion à
peu près égale (Paredes et al. 2011).

Chez le maïs, les gènes corrélés à la variation du nombre de copies de gènes 45S sont
impliqués dans la biogenèse des ribosomes (Li et al. 2018). Par contre, chez A. thaliana
comme chez l’humain et la drosophile, les gènes impactés sont répartis sur l’ensemble
des chromosomes et ne sont pas uniquement liés à la fonction nucléolaire (Gibbons et
al. 2014 ; Paredes et al. 2011). De plus, une étude a démontré, grâce à la technique de
Hi-C, que les gènes identiiés comme étant associés à la variation du CN en ADNr parmi
les génotypes de populations humaines, n’étaient pas en contact avec l’ADNr au sein du
noyau (Yu et Lemos, 2018).
Ceci laisse penser que les gènes d’ARNr ont un efet pléiotropique indirect sur l’expres-
sion de certains gènes transcrits par l’ARN Pol II. Les mécanismes par lesquels les gènes
d’ARNr impactent l’expression d’autres gènes est inconnue. Il a été suggéré que ce mé-
canisme de régulation indirecte pouvait être dû à des changements au niveau de l’épi-
génome, induits par des changements du nombre de répétitions de l’ADNr.
Parmi les gènes dont l’expression est corrélée chez l’humain avec la variation du nombre
de copies d’ARNr, se trouvent des gènes codant pour des facteurs impliqués dans la
régulation de la chromatine. C’est le cas par exemple, des gènes codant pour la pro-
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téine structurale HP1β (HETEROCHROMATIN PROTEIN 1-beta) ou encore le facteur
de transcription CTCF (Gibbons et al. 2014). Suite à ces résultats, les auteurs ont proposé
que le dosage de l’ADNr pourrait altérer les états de la chromatine, en altérant l’expres-
sion de ces gènes qui seraient «dosage-sensitive» (i.e. : dépendants du nombre de copies
d’ADNr). Ces protéines codées par les gènes «dosage-sensitive», se ixent et régulent
également la chromatine au niveau des NORs. Le dosage diférentiel des NORs provo-
querait des diférences de concentration dans le noyau de ces protéines, et pourraient
donc modiier la chromatine et l’expression de certains gènes sur l’ensemble du génome
(Gibbons et al. 2014 ; Yu et Lemos, 2018).

Cependant, chez A. thaliana, l’analyse transcriptomique de la lignée 20%rDNA n’a
pas mis en évidence des changements d’expression de gènes impliqués dans la régula-
tion de la chromatine. Soit cete régulation «dosage-sensitive» n’existe pas dans cete
espèce, soit des possibles facteurs impliqués dans ce mécanisme sont régulés de façon
post-transcriptionnelle ou sont tout simplement inconnus. De même, les diférences au
niveau des NADs de cete lignée, ne permetent pas d’expliquer l’expression diféren-
tielle des gènes.
En revanche, nos données de séquençage ont permis de metre en évidence 7 duplica-
tions en tandem en orientation directe (TDDO). Ces duplications ont été validées par
l’analyse de la couverture d’alignement des séquences issues du séquençage Nanopore
de la lignée 20%ADNr, sur le génome de référence TAIR10, mais aussi par Hi-C et micro-
scopie. L’ensemble de ces duplications comptent pour un gain de 2,31 Mb par génome
haploïde, induisant la duplication de 626 gènes et 851 TEs. Ces duplications ont per-
mis d’expliquer la diférence d’expression de 20% des gènes sur-exprimés dans la lignée
20%rDNA (70 des 321 gènes sur-exprimés sont dupliqués). En efet, il est connu que des
variations du nombre de copies de gènes induisent des changements d’expression de ces
derniers (Zhang et al. 2019 ; Żmieńko et al. 2014).
De façon intéressante, mis à part le changement d’expression de nombreux gènes, ces
duplications ont également induit la formation de gènes chimériques (fusion de gènes)
exprimés par la cellule. Les transcrits issus de ces gènes chimériques ont en efet été re-
trouvés dans les données d’ARN-seq. Pour vériier si ces transcrits donnent lieu à des pro-
téines stables, il serait très intéressant de créer des lignées transgéniques exprimant ces
derniers. C’est à dire insérer un construit contenant un promoteur ubiquitaire, comme
le 35S, et la séquence chimérique issue de la fusion de gènes et voir si la plante traduit
les transcrits et a protéine synthétisée est stable.

Nos données ne nous permetent pas d’expliquer le mécanisme par lequel les dupli-
cations en tandem se sont produites. Plusieurs hypothèses sont plausibles, mais celles
qui me paraissent le plus en accord avec les résultats obtenus sont les suivantes. Premiè-
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rement, la recombinaison homologue non allélique (c.f. : Introduction Générale), surtout
dans le cas de la TDDO3 et 4, car ce sont des régions enrichies en séquences répétées.
Deuxièmement, la réparation par excision de base (BER) «long-patch», qui se produit
également suite à un DSB, suivie d’une ligation des extrémités cassées par NHEJ. Comme
la NAHR, la réparation par BER «long-patch» combinée à la NHEJ induit des transloca-
tions et duplications en tandem (pour une explication détaillée de ce mécanisme, voir :
Krasileva, 2019). En efet, les autres duplications ne sont pas enrichies en séquences
répétées, et donc la NAHR semble moins probable.
Cependant, ce qui est fortement probable, c’est que ces duplications sont les consé-
quences d’une erreur de réparation de l’ADN suite à un DSBs. ue ce soit la perte de
copies d’ADNr ou les erreurs de réplication dus aux mutations fas1 ou fas2 (c.f. : plus
bas), dans les deux cas il y a une augmentation du le nombre de DSBs dans le génome
(c.f. : article en préparation et Muchová et al. 2015). Les diférentes régions dupliquées
mises en évidence dans la lignée 20%ADNr, possèdent une caractéristique commune.
En efet, au moins un des deux sites où s’est produit la cassure est localisé au niveau
de la limite entre un domaine LSD (Loose Structural Domain) et un domaine CSD (Clo-
sed Structural Domain), les analogues compartiments A et B chez les animaux. Comme
il s’agit d’une frontière entre deux types de chromatine très diférents, il se peut que ce
soit des sites fragiles et donc plus afectés dans le cas d’une instabilité génomique accrue.

La duplication du bras court du chromosome 4 (TDDO4) est très probablement due à
la réduction de copies d’ADNr. Il est vrai que cete duplication est également retrouvée
dans la génération 4 du mutant fas2, mais ce mutant présente déjà une réduction de 80%
de l’ensemble des copies. De plus, une TDDO au niveau du bras court du chromosome 4
comprenant également le knob hk4S, a été retrouvée dans une lignée d’A. thaliana Col-O
indépendante, où la réduction de copies d’ADNr a été réalisée par CRISPR-Cas9 (com-
munication personnelle).
L’augmentation de l’instabilité de l’ADNr due à la réduction du nombre de copies d’ADNr
et la subséquente réparation par NAHR, a dû provoquer la duplication de la région gé-
nomique adjacente aux copies actives (il n’y a plus de copies inactives qui les séparent)
dans les deux lignées.
Mis à part cete TDDO, nos données nous permetent pas d’expliquer l’origine des autres
duplications. En efet, la lignée 20%ADNr est issue du croisement entre les mutants fas1
et fas2. Chez ces mutants, il y a également une grande augmentation des DSBs au niveau
de l’ensemble du génome et la fréquence de recombinaison homologue est multipliée par
40 (Muchová et al. 2015). La duplication TDDO3 semble être propre à la lignée L6F6, et
donc à la perte de copies d’ADNr car elle n’a pas été retrouvée chez les parents fas1 ou
fas2. Dans tous les cas, il est possible qu’elle soit originaire du parent fas1 G4. C’est pour
cela, qu’un séquençage Nanopore des mutants fas1, fas2, et de la lignée 9 20%ADNr, va
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être réalisé. Ce séquençage nous permetra d’ainer l’apparition de l’ensemble des TD-
DOs depuis les parents fas1, fas2, jusqu’aux descendants. Il permetra également d’ap-
porter des nouvelles données pour comprendre les mécanismes par lesquels ces TDDOs
se sont formées.
Il est possible que les résultats du séquençage Nanopore montrent un efet synergique
entre la mutation fasciata et la perte de copies d’ADNr, car dans les deux cas une aug-
mentation du nombre de DSBs est observée. De plus, il est possible qu’il y ait une autre
cause à cete instabilité. En efet, la création des lignées 6 et 9 20%ADNr a été possible car
parmi toute la descendance du croisement entre les mutants fas1 et fas2, ces deux lignées
ne récupéraient pas de copies d’ADNr, contrairement au reste. On n’a pas d’explication
pour ce constat, mais peut être que le mécanisme impliqué a également eu une inluence
sur la création des TDDO.

Dans lamajorité de cas, les mutations de l’ADN (que ce soit des changements de bases
azotées ou des réarrangements chromosomiques) causées par des erreurs de réparation
de l’ADN, sont délétères, provoquant souvent des maladies (Franke et al. 2016 ; Peng et
Karpen, 2008). Mais dans certains cas, cete instabilité peut avoir un efet neutre, voir
positif. Il est connu que les évènements de duplication de l’ensemble du génome (po-
lyploïdisation) ou d’un segment d’ADN (comme les TDDO), ont grandement participé
à l’évolution des espèces par le biais de la duplication ou fusion de gènes. Suite à de
telles duplications, les gènes peuvent évoluer et acquérir des nouvelles fonctions. À une
échelle de temps plus courte, ces variations du nombre de copies induisent des variations
d’expression des gènes concernés.
Cete variation de l’expression des gènes peut également participer à la itness de l’in-
dividu et contribue de manière signiicative à la variation phénotypique de populations
naturelles, et donc inluence l’évolution des espèces. Il existe de nombreux exemples de
variation du nombre de copies d’un gène et donc de son expression, liées à des difé-
rences dans la réponse à des stress, ou encore dans le moment de la transition lorale
(pour une review, voir : Żmieńko et al. 2014).
Dans le cas de la lignée 20%ADNr F6L6, on a constaté un grand enrichissement de gènes
impliqués dans la réponse biotique dans les gènes diférentiellement exprimés. Cete sur-
expression de gènes liés à la réponse biotique, met un place un «priming» (sans contact
préalable avec l’agent infectieux) chez la plante, qui lui confère une meilleure résistance
en cas d’infection biotique. Il est à noter que ces expériences ont été réalisées en labora-
toire, dans des conditions contrôlées. Il est possible que dans la nature, le fait d’exprimer
ces gènes interfère avec la croissance où la réponse à d’autres stress, et ne s’avère pas
positif.

En conclusion, il est possible que la variation naturelle du nombre de copies d’ADNr,
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entraîne des changements d’expression de gènes dans les populations naturelles, parti-
cipant ainsi à la variation phénotypique de ces dernières. Il se peut également, que dans
certains cas beaucoup moins fréquents, ces changements aient provoqué des duplica-
tions dans d’autres parties du génome, qui aient été maintenues au cours de l’évolution.
Cependant, dans notre cas, la variation de copies d’ADNr est artiicielle et très forte. On
ne retrouve pas d’individus avec uniquement 20% de copies d’ADNr dans les populations
naturelles d’A. thaliana. Enin, il est possible que les duplications soient dues à des efets
synergiques entre les mutations fas1, fas2 et la réduction du nombre de copies d’ADNr.
Pour avoir un aperçu plus ample et ainsi mieux comprendre l’efet de la variation du
nombre de copies d’ADNr, même si nous savons que la TDDO3 n’a pas été générée dans
un contexte de mutation fasciata.
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6.1 Conditions de culture des plantes

Culture des plantes en hambre de culture

Les graines sont semées sur terre (contenant 1 volume de vermiculite pour 3 volumes
de terreau) puis déposées 48 heures en chambre froide (6℃) pour uniformiser le moment
de la germination (étape de stratiication).
Ensuite, elles sont mises en culture dans des chambres de croissance, avec une photopé-
riode de 16 heures de lumière à 100 μE·m-2·s-1 (ampoules luorescentes à spectre blanc
de 6500K, Sylvania) et 8 heures d’obscurité, 60 à 75% d’humidité et 20℃. Ou en chambre
de culture Percival® pour une croissance dans des conditions contrôlées, avec une pho-
topériode de 16 heures de lumière à 150 µmol·m-2·s-1 et 22ºC pour 8 heures d’obscurité
à 20ºC ; 55% d’humidité constante.

Culture in vitro de plantes

Les graines sont stérilisées dans un bain de 12 minutes dans une solution d’éthanol
75% et 0,05% de SDS, puis rincées avec trois lavages successifs de 3 minutes à l’éthanol
95% avant d’être séchées.
Les plantes sont cultivées in vitro dans des boîtes de Pétri contenant du milieu MS (Mu-
rashige et Skoog, Duchefa Biochemie M0231) 1X gélosé : 4,7g/L de milieu MS, 5g/L de
MES et 10g/L de Plant Agar (Gold Biotechnology). Le pH est ajusté à 5,7 avec une so-
lution de KOH. Les boîtes sont incubées pendant 48 heures à 6℃ dans le noir (étape de
stratiication) et placées dans une chambre de croissance à 20℃ avec une photopériode
de 16 heures de lumière à 130 μE·m-2·s-1 (DEL à spectre blanc 4500K, Vegeled) et 8 heures
d’obscurité.

Traitement Bléomycine

Les graines de l’écotype Arabidopsis thaliana Col-0 et de la lignée 20%ADNr L6F6
ont été stérilisées, et les plantes sont cultivées in vitro dans des boîtes de Pétri conte-
nant du milieu MS 1X gélosé, additionné de 1,5 µg/mL de bléomycine. Après 18 jours de
croissance, les plantes ont été pesées.
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6.2 Création de lignées transgéniques FIB2 ::YFP

Clonage d’un gène dans un plasmide

Ampliication d’un fragment d’ADN par Polymerase Chain Reaction (PCR)

La PCR permet d’ampliier exponentiellement un fragment d’ADN délimité par deux
amorces (ou oligonucléotides). Pour la réalisation du clonage, les PCR sont réalisées avec
l’enzyme Phusion TM Hight Fidelity (HF) DNA polymerase (Finnzymes). La réaction de
PCR est réalisée dans le mélange suivant : du tampon Phusion HF à 1X, 200 pmoles
de dNTPs, 10 pmoles de chaque amorce, 100 ng d’ADN matrice, 0,5 U de polymérase.
Des thermocycleurs Biometra® Tprofessional ont été utilisés pour efectuer les réac-
tions PCR. Ensuite, une électrophorèse sur gel d’agarose (1,2 %) avec l’agent intercalant
RedGel® à une concentration inale de 1/10000ème est réalisée (25 minutes à 130 V).
Les amorces utilisées permetent d’ajouter aux extrémités du fragment d’ADN ampli-
ié les séquences nécessaires à son clonage (i. e. : sites de restriction ou de recombi-
naison homologue). Pour introduire dans le vecteur pDONRTM221®, la séquence co-
dante de la FIBRILLARINE2, les sites de recombinaison homologue AtB1 et AtB2 ont
été rajoutés grâce aux amorces : FIB2+AtB1−F (GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAG-
CAGGCTTTATGAGACCTCCTCTAACTGG) et FIB2+AtB2−R (GGGGACCACTTTG-
TACAAGAAAGCTGGGTCTCAAGCAGCAGTAGCAGCCTTTGG).

Puriication sur gel d’un fragment d’ADN

Suite à l’électrophorèse, le marqueur de taille 1Kb Plus DNA Size Ladder (à 100 ng/µl,
Gibco), est utilisé pour estimer la taille des fragments d’ADN sur le gel. Le fragment
d’intérêt est excisé du gel, avant d’être puriié avec le kit GENECLEAN Turbo Protocols®

(Qbiogen, États-Unis), selon les directives du fabricant.

Clonage Gateway® (hermo Fisher Scientiic, États Unis)

Le clonageGateway® exploite la recombinaison homologue du bactériophage lambda
pour transformer des plasmides (Hartley, 2000). L’enzyme BP ClonaseTM permet d’in-
sérer dans un plasmide dit donneur (pDONRTM221®), un fragment d’ADN possédant à
ses extrémités les sites de recombinaison homologue AtB1 et AtB2 ajoutés par PCR.
Le plasmide pDONRTM221® contenant le fragment d’ADN d’intérêt permet d’insérer ce
dernier dans un plasmide de destination par la LR Clonase TM II. Ce clonage est réalisé
selon les recommandations du fabricant (Invitrogen®).
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Transformation de bactéries avec un plasmide

Les souches bactériennes Escherichia coli DH5α thermo-compétentes sont transfor-
mées par le biais d’un choc thermique. D’abord, 50 µl de cellules compétentes sont dé-
congelées sur glace et additionnées de 10 µl de tampon KCM 5X (0,5M de KCl ; 0,15M
de CaCl2 et 0,25M de MgCl2) à une concentration inale d’1X, ainsi que le plasmide ou
le produit de ligation à transformer. Le mélange est ensuite incubé 30 minutes dans la
glace. Après un choc thermique de 45 secondes à 42℃ suivi de 2 min dans la glace, 1
mL de milieu liquide LB (Luria Bertani) est ajouté. Ce milieu est composé d’extraits de
levure (5 g/L), de Bacto Tryptone (10 g/L), de NaCl 10 g/L, le tout ajusté à pH 7,2. Les bac-
téries sont ensuite incubées 30 minutes à 37℃ sous agitation (320 rpm). Pour terminer,
250 µL de culture sont étalées sur des boîtes de Pétri contenant du milieu solide LB-Agar
(à 15 g/L) et de la kanamycine (Duchefa) à 50 µg/mL (uniquement les bactéries ayant
intégrées le plasmide pourront se développer), puis son incubées à 37℃ toute la nuit.

PCR (Polymerase Chain Reaction) sur colonie

Une partie de chacune des colonies à tester est ajoutée à un mélange réactionnel
contenant 2U de GoTaq® Polymerase (Promega), 4 µL de tampon GoTaq® (concentration
inale de 1X, Promega), 10 pmoles de chacune des amorces et 200 pmoles de dNTPs. Les
réactions PCR sont réalisées dans les thermocycleurs Biometra® Tprofessional : 30 cycles
avec 30 secondes à 96ºC, 30 secondes à 56ºC et 150 secondes à 72ºC. Une élongation
inale de 10 minutes à 72ºC termine la réaction. Les produits PCR sont ensuite analysés
par électrophorèse sur gel d’agarose (1,2 %).

Ampliication, puriication et dosage d’un plasmide

Les colonies bactériennes possédant le plasmide sont mises en culture dans 5 mL de
milieu LB liquide contenant de la kanamycine à 50 µg/mL et sont incubées sur la nuit à
37℃ (320 rpm). Ensuite, les bactéries sont culotées par centrifugation (1 min à tempéra-
ture ambiante, 14000 rpm). Les plasmides sont alors puriiés à l’aide du kit Wizard Plus
SV Minipreps DNA Puriication System® (Promega, États-Unis), avant d’être dosés avec
le spectrophotomètre NanoDropTM2000 (hermo Fisher Scientiic, États-Unis).

Séquençage Sanger de plasmides

Les réactions de séquençage sont réalisées à l’aide du kit Bid Dye v3.1 (Applied Bio-
systems, États-Unis) et du séquenceur « 3130 xl Genetic Analyser » (Applied Biosys-
tems). Les réactions sont préparées dans 8 µL inaux avec 5 pmol d’amorces et 100 ng
d’ADN pour un plasmide de 4000 paires de bases. Les séquences sont par la suite ana-
lysées via le logiciel Geneious® version 8.1.8. Les amorces utilisées pour vériier la sé-
quence codante de la FIBRILLARINE2 intégrée dans le plasmide pEG ::FIB2 ::YFP sont
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les suivantes : FIB2−R1 (CACCACTGAATCCACCGTCA) et FIB2−R2 (CCTCGACCAC-
CACTGAATCC).

Transformation de plantes

Transformation et sélection d’Agrobacterium tumefaciens

La souche C58C1 d’Agrobacterium tumefaciens (compétentes) a été utilisée pour réa-
liser les transformations de plantes. Cete dernière est résistante à la rifampicine et
contient le plasmide pMP90, nécessaire pour l’insertion de l’ADN-T dans le génome de
la plante, résistant à la gentamicine.
1 µg de plasmide est incorporé dans 100 µL d’A. tumefaciens compétentes, suite à un
choc thermique de 5 minutes à 37℃. Puis, 2 mL de LB liquide sont ajoutés, et l’ensemble
est incubé à 28℃ pendant 3 heures sous agitation (320 rpm). Ensuite, 200 µL de culture
sont étalées sur boîte de Pétri avec du milieu LB - Agar additionné des antibiotiques ri-
fampicine (Duchefa, à une concentration inale de 12,5 µg/ mL), gentamicine (Sigma, à
25 µg/mL) et kanamycine (à une concentration inale de 50 µg/ mL). Les boîtes sont alors
incubées pendant 48 heures à 28℃ et les colonies analysées par PCR sur colonie.

Transformation des plantes par insertion d’AND-T

La transformation repose sur la méthode d’inoculation au Silwet® (De Sangosse,
France), décrite par Clough et Bent (1998) et qui permet de transformer les plantes au
stade de la loraison.
Une colonie d’agrobactéries transformées est cultivée dans 5 mL de LB liquide addi-
tionné des 3 antibiotiques aux mêmes concentrations que dans le milieu solide, sur la
nuit, à 28℃ (120 rpm). De cete pré-culture, 2 mL sont utilisés pour ensemencer 200 mL
de culture (contenant les antibiotiques), puis incubée pendant 20 h à 28℃ (120 rpm). Les
bactéries sont culotées par centrifugation (1 min à 20℃, 7000 rpm) et reprises dans 200
mL de solution d’inoculation (5 % de sucrose ; 200 µL/L de Silwet® ; 10 mM de MgCl2).
Les inlorescences sont immergées dans la suspension d’A. tumefaciens pendant 45 se-
condes puis entourées de ilm plastique ain de les protéger de la dessiccation. Après 48
heures en dehors de la lumière directe, les plantes sont replacées en pièce de culture.

Sélection des plantes ayant intégré le marqueur nucléolaire FIB2 ::YFP

Les transformants de la première génération sont sélectionnes par un traitement
Basta®, et les F2 homozygotes sont sélectionnés au microscope inversé à luorescence
Nikon® ® Eclipse TS100-F®, en utilisant le iltre pour la luorescence de la YFP (FL2 :
iltre passe-bande 510-560 nm).
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6.3 Identiication des NADs hez Arabidopsis thaliana

Le protocole d’identiication des NADs fait l’objet d’une section du chapitre X de ce
manuscrit (L’étude des NADs chez Arabidopsis thaliana). Cependant c’est le FACS Bio-
Rad S3TM avec le logiciel ProSortTM (BioRad, États Unis) qui ont été utilisés pour trier
des noyaux ou des nucléoles. Un graphique de l’intensité du FSC en fonction de la luo-
rescence de la YFP (FL1) est crée, la zone de tri est ensuite déinie en entourant toutes
les particules qui émetent un signal ~log(FL1)<=100 (ajuster en fonction de l’échan-
tillon WT). La méthode d’extraction au phénol-chloroforme pour puriier l’ADN et le kit
uantiFluor® dsDNA System pour le doser ont également été utilisés. Le séquençage des
échantillons d’ADN a été réalisé par la plateforme Bio-Environnement de l’UPVD : pré-
paration des bibliothèques d’ADN avec le kit Nextera® XT (illumina, États-Unis), selon
les recommandations du fabricant ; séquençage illumina (séquençage en «paired-end»,
2x150 pb) par le système NextSeqMC550 (illumina, États-Unis).

puriication de l’ADN au phénol-hloroforme

Pour puriier l’ADN au phénol-chloroforme, un demi-volume de phénol à pH 8 et un
demi-volume de chloroforme sont ajoutés à l’échantillon. Après 30 secondes de vortex,
l’échantillon est centrifugé 15 minutes à vitesse maximale et à 4oC. La phase aqueuse
(surnageant) est récupérée puis un volume de chloroforme y est ajouté avant de centri-
fuger 10 minutes à vitesse maximale et à 4oC. Le surnageant est de nouveau récupéré et
un dixième de volume d’acétate de sodium (NaAc), puis deux volumes et demi d’éthanol
100% y sont additionnés avec 0,75 µL de glycogène d’azur. Les échantillons sont incubés
1 heure à - 80oC pour permetre la précipitation des ADN, puis centrifugés 20 minutes
à vitesse maximale et à 4oC. Après un lavage avec de l’éthanol à 70%, le culot est repris
dans 25 µL de tampon TE à pH 8 (10mM de Tris à pH 8 ; 1mM d’EDTA à pH 8).

6.4 Visualisation de noyaux et immunolocalisation de pro-

téines nucléaires au microscope confocal

Fixation des noyaux de feuilles sur des lames en polysine

Les feuilles sont ixées dans du tampon Tris froid (10 mM de Tris- Hcl pH 7,5 ; 10mM
d’NaEDTA; 100mM de NaCl) contenant 4% de formaldéhyde pendant 20 minutes, puis
lavées deux fois pendant 10 minutes avec du tampon Tris friod. Les feuilles sont hachées
inement à l’aide d’une lame de rasoir dans 500μL de tampon LB01 (15 mM de Tris-HCl
pH 7,5, 2mM d’NaEDTA, 0,5 mM de spermine, 80 mM de Kcl, 20 mM de NaCl et 0.1%
Triton X-100). Le liquide obtenu est iltré avec un iltre de 30 mum CellTrics® (Sysmex
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Partec, Japon) puis additionné d’un volume égal de tampon de tri (100 mM de Tris-HCl
pH 7,5 ; 50mM KCl ; 2mM de MgCl2 ; 0,05% de Tween®20 [Sigma-Aldrich, États Unis] ;
5% de saccharose). 20muL sont ensuite déposés sur une lame en polysine, séchés à tem-
pérature ambiante. Ensuite l’échantillon est ixé sur la lame avec 20muL de tampon 1X
PBS (137 mM de NaCl ; 2,7 mM de KCl ; 10 mM de Na2HPO4 ; 1,8 mM de KH2PO4) conte-
nant 2% de formaldéhyde pendant 5 minutes, ensuite il est rincé trois fois au 1X PBS puis
laissé sécher à température ambiante.

Coloration DAPI et visualization des noyaux

Une fois que la lame est sèche suite aux trois lavages au 1X PBS, un lavage de 5
minutes au 1X PBS additionné de DAPI (4’,6-diamidino-2-phénylindole) à une concen-
tration inale de 1 mug/mL est réalisé à température ambiante, puis un dernier lavage
de 5 minutes au 1X PBS. La lame est montée avec 18μL de milieu Vectashield® (Maravai
LifeSciences, États-Unis) , additionné de DAPI à une concentration inale de 1 mug/mL.
Les observations et images sont réalisées et analysées avec un microscope confocal à
balayage laser Zeiss LSM 700 (Carl Zeiss, Alemagne) et le logiciel ZEN (Carl Zeiss, Ale-
magne).

Immunolocalisation de protéines nucléaires

Une fois que la lame est sèche suite aux trois lavages au 1X PBS, ajouter directement
sur les lames du 1X PBS additionné de 0,5% de détergeant Triton et incuber pendant 15
minutes à température ambiante dans une chambre humide. Ensuite, 3 lavages de 5 mi-
nutes avec du PBS 1X sont réalisés à température ambiante. Ensuite, l’anticorps primaire
anti γH2AX (dilution à 1/500) contenu dans une solution de PBS 1X, 3% d’Albumine de
Sérum Bovine (BSA) et 0,05% de Tween®20 ; est déposé sur la lame, puis les lames sont in-
cubées sur la nuit à 4ºC dans une chambre humide et à l’obscurité. Le lendemain, réaliser
3 lavages de 5 minutes des lames avec du 1X PBS à température ambiante. Ajouter sur la
lame l’anticorps secondaire (dilution à 1/1000) anti-souris Alexa 488 (Abcam, Royaume-
Uni) contenu dans une solution de PBS 1X ; 3% d’Albumine de Sérum Bovine (BSA) et
0,05% de Tween®20. Les lames sont incubés pendant 2 à 3 heures dans une chambre hu-
mide à température ambiante et un lavage de 5 minutes avec du PBS 1X à température
ambianteest réalisé. Ensuite, un lavage de 5 minutes au 1X PBS additionné de DAPI à une
concentration inale de 1 mug/mL est réalisé à température ambiante, puis un dernier
lavage de 5 minutes au 1X PBS. La lame est montée avec 18μL de milieu Vectashield®

(Maravai LifeSciences, États-Unis), additionné de DAPI à une concentration inale de
1 mug/mL. Les observations et images sont réalisées et analysées avec un microscope
confocal à balayage laser Zeiss LSM 700 (Carl Zeiss, Alemagne) et le logiciel ZEN (Carl
Zeiss, Alemagne).
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6.5 Analyse de l’expression des gènes

Puriication d’ARN au TRIzol et séquençage ARN

L’ARN total de feuilles de l’écotypeArabidopsis thalianaCol-0 et de la lignée 20%ADNr
L6F6 a été puriié par la méthode de puriication au TRIzol. Les feuilles sont broyées dans
de l’azote liquide pour obtenir une poudre. ~1 g de poudre est transféré dans un tube
en polypropylène de 15 mL et 10 ml de réactif TRI Reagent® (Zymo Research, États-
Unis) sont ajoutés. Les tubes sont ensuite vortexés et incubés 5 minutes à température
ambiante. 2 mL de chloroforme froid sont ajoutés, les tubes sont vortexés pendant 20
secondes puis incubés 3 minutes à température ambiante. Après une centrifugation de
15 minutes à 8 000 × g et 4 ° C, la phase aqueuse est transférée dans un nouveau. 6mL
d’isopropanol froid sont ajoutés (mélanger doucement par inversion) et les tubes sont
incubés 30 minutes sur la glace. L’ARN est sédimenté par centrifugation pendant 30 mi-
nutes à 8000×g et 4℃, le culot est lavé avec 75% d’éthanol, puis laissé sécher. Le culot
est remis en suspension dans 50 µL d’eau milliQ puis dosé avec le spectrophotomètre
NanoDrop TM2000.
Le séquençage des échantillons d’ARN de feuilles d’A. thaliana Col-0 et de la lignée
20%ADNr L6F6 a été réalisé par la plateforme Bio-Environnement de l’UPVD : séquen-
çage illumina (séquençage en «paired-end», 2x75 pb) par le système NextSeqMC550 (illu-
mina, États-Unis). Les ARN à queue polyadénylée (polyA) totaux de plantes stréssées
(22 jours à 37℃) et contrôle (22 jours à 22℃) ont été séquencés à la plateforme MGX-
Montpellier GenomiX (50 paires de bases en «single-end», séquenceur HiSeq® 2500)
d’illumina®). Les données de séquençage des ARN (ARN-seq) ont été récupérées à partir
de ichiers au format fastq.

Analyse bioinformatique des séquences d’ARN totaux (sous linux)

Analyse de qualité et nettoyage des séquences

L’outil FastQC (version 0.11.5, Babraham bioinformatics, ©Andrews, Lindenbaum,
Howard et Ewels) a été utilisé pour réaliser les analyses de qualité. L’analyse de qualité
est faite avec l’outil fastQC. La délétion des séquences des adaptateurs et le iltre des
séquences issues du ARN-seq en fonction du score de qualité Sanger sont faits avec
l’outil Trimmomatic© (version 0.36 ; Bolger et al. 2014).

Alignement des séquences sur le génome de référence d’A. thaliana Col-0 TAIR10

Le logiciel utilisé est HISAT2 (Kim et al. 2015), il permet l’alignement de séquences
issues de transcrits sur un génome, à l’aide de l’algorithme Bowtie2 (version 2.3.4 ; Lang-
mead et al. 2009), et du ichier d’annotation du génome de référence (TAIR10), pour tenir
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compte de la localisation des introns (lorsqu’il s’agit de transcrits épissés). Ensuite, les
ichiers d’alignement au format BAM générés par HISAT2 ont été convertis au format
SAM avec l’outil samtools view (version 1.3 ; Li, 2011).

uantiication de l’expression des gènes

Le logiciel HTseq-count (version 0.6.0 ; Simon Anders, European Molecular Biology
Laboratory, 2010) est utilisé pour compter le nombre de séquences alignées sur chaque
séquence codante (CDS) du génome de référence (TAIR10). Les tableaux de comptage
générés par HTseq-count sont regroupés en un seul tableau de comptage au format .csv
pouvant être lu par le logiciel R. Dans ce tableau, chaque ligne correspond à un CDS, et
chaque colonne à un échantillon. Un deuxième ichier descriptif au format .csv est aussi
construit pour indiquer les caractéristiques de chacun des échantillons pour qu’ils soient
traités par le progiciel DESeq2 (Love et al. 2014).

Analyse diférentielle de l’expression des gènes

Le progiciel de R utilisé est DESeq2 (Love et al. 2014), avec la version 3.6.1 de R (R
Core Team, 2019). DESeq2 réalise, à partir du tableau de comptage et du ichier descriptif,
l’analyse d’expression diférentielle par une loi binomiale négative et teste la signiicati-
vité des diférences d’expression avec le test de Wald. La distance Euclidienne (classii-
cation hiérarchique) entre les échantillons à partir du tableau de comptage a également
été calculée, pour vériier l’accord des données avec l’origine des échantillons (stressés
ou contrôles).

Analyse des voies métaboliques diférentiellement exprimées

Cete analyse a été réalisée par le biais de l’outil haleMine (version 1.9.0 ; https:
//apps.araport.org/thalemine) de l’ARAbidopsis information PORTal (ARAPORT;
Krishnakumar et al. 2015).

Validation des diférences d’expression de gènes par RT-qPCR

Ain d’obtenir des ADN complémentaires, les ARN ont été traités avec le kit Invi-
trogen™ SuperScript™ IV Reverse Transcriptase (hermo Fisher Scientiic, États Unis),
selon les recommandations du fabricant. La préparation des échantillons pour la qPCR a
été réalisée avec le kit TakyonTM NoROX SYBR® Master mix dTTTP Blue (Eurogentec,
Belgique), selon les recommandations du fabricant. Les qPCR ont été réalisées dans le
LightCycler®480 Instrument II. Les résultats sont analysés en utilisant la méthode com-
parative CT à l’aide du logiciel d’analyse LightCycler®. Les amorces qui ont été utilisées
pour la vériication de l’ARNseq d’A. thaliana Col-0 et de la lignée 20%ADNr L6F6 se
trouvent en Annexe 2.
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6.6 Identiication des régions diférentiellement méthy-

lées (DMRs)

Le kit illustra Nucleon® Phytopure Genomic DNA Extraction (Tepnel Life Sciences
PLC, Royaume Uni) a été utilisé pour puriier de l’ADN de l’écotype Arabidopsis thaliana
Col-0 et de la lignée 20%ADNr L6F6. Les échantillons d’ADN ont été dosés avec le kit
uantiFluor® dsDNA System, selon les recommandations du fabricant. Le traitement au
bisulite et le séquençage ADN a été réalisé par la plateforme de séquençage Novogene
(Chine), les données de séquençage ont été récupérées au format fastq.

Analyse bioinformatique des séquences d’ADN (sous linux)

Alignement des séquences sur le génome de référence d’A. thaliana Col-0 TAIR10

L’analyse de qualité et le netoyage des séquences a été réalisé comme pour les sé-
quences d’ARN. L’alignement sur le génome de référence à été réalisé via le logiciel
Bismark bisulite mapper (version 0.22.1, [algorithme Bowtie2 version 2.3.4 ; Langmead
et al. 2009], alignement en «paired-end», paramètres par défaut ; Krueger et Andrews,
2011) Le logiciel Bismark bisulite mapper génère un seul ichier d’alignement au format
Binary Alignment Map (BAM). Pour obtenir les statistiques de cet alignement, l’outil
Flagstat (version 2.0, paramètres par défaut) du progiciel Samtools (version 1.3 ; Li, 2011)
a été utilisé. Les ichiers d’alignement BAM générés par le logiciel Bismark bisulite map-
per sont triés en fonction du nom du «scafold» avec l’outil Sort a BAM ile (version 1.0.0,
paramètres par défaut) du progiciel Samtools (version 0.1.3 ; Li, 2011), puis convertis en
format SAM avec l’outil BAM-to-SAM (version 1.0.4, paramètres par défaut) également
du progiciel Samtools (version 1.3 ; Li, 2011) ; pour être lus par le progiciel methylKit.

Identiication des régions diférentiellement méthylées avec le progicielmethylKit

Le progicielmethylKit (Akalin et al. 2012) du logiciel R (version 3.6.1, RDevelopment
Core Team, 2019), lit les ichiers d’alignement pour un seul contexte de méthylation de la
cytosine (CpG, CHH ou CHG) à la fois. Ainsi, les ichiers d’alignement issus de Bismark
bisulite mapper sont lus trois fois, une fois par contexte de méthylation. Ensuite, les
statistiques de la méthylation [getMethylationStats()] et de la couverture d’alignement
[getCoverageStats()] pour chaque échantillon, et chaque contexte de méthylation de la
cytosine, sont calculées. Pour la suite des analyses, les données sont iltrées en fonction
de la couverture d’alignement [ilterByCoverage()] par cytosine (dans le contexte ana-
lysé) ; les cytosines ayant une couverture de moins de 8X sont éliminées.
Deuxièmement, les données de méthylation par cytosine (dans un des trois contextes),
sont caractérisées par régions génomiques de 500 bases [tileMethylCounts()], puis seule-
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ment les régions méthylées dans les six échantillons sont retenues pour l’analyse et
réunies en un ichier [unite()]. Les données obtenues sont ensuite clustérisées selon une
classiication hiérarchique (métrique de distance Euclidienne entre les méthylomes des
échantillons). Finalement, les régions de 500 bases ayant des diférences de méthylation
signiicatives (régression logistique, valeur q < 0.01) sont obtenues avec la commande
calculateDifMeth() ; et grâce à la commande get.methylDif(), les zones avec une difé-
rence de taux de méthylation signiicative égale ou supérieure à 20% pour les contextes
CHH et CHG, ou égale ou supérieure à 50% pour le contexte de méthylation CpG sont
déinies comme des régions diférentiellement méthylées.

6.7 Séquençage Nanopore

Extraction et puriication de l’ADN

Extraction de l’ADN de feuilles de l’écotype Arabidopsis thaliana Col-0 et de la li-
gnée 20%ADNr L6F6 au Bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) (Clarke, 2009).
Suite à cete extraction, un traitement RNAse est fait, l’RNAse A est ajoutée dans chaque
échantillon d’ADN pour une concentration inale de 10 µg/mL, puis les échantillons sont
incubés à 37ºC pendant 30 minutes. Ensuite l’ADN est dosé avec le kit ubitTM dsDNA
High Sensitivity (hermo Fisher Scientiic, États Unis), selon les recommandations du fa-
bricant. Une deuxième étape de puriication est réalisée avec le kit Genomic DNA Clean
& Concentrator-10 (Zymo Research, États-Unis), selon les recommandations du fabri-
cant (l’ADN est élué dans un volume de 100 µL d’«elution bufer» préchaufé à 65℃).
Finalement l’ADN est précipité à l’acétate de sodium et éthanol : ajouter 1/10 de volume
d’acétate de sodium 3M et pH=5,2 puis 2 volumes d’éthanol absolu froid, ensuite les
échantillons sont centrifugés à 4℃ pendant 45 minutes à 13000 rpm. Le culot d’ADN est
rincé avec 500 µL d’éthanol 75% froid puis les échantillons sont centrifugés à 4℃ pen-
dant 15 minutes à 13000 rpm. Le surnageant est éliminé, le culot est séché à température
ambiante puis resuspendu dans 30 µL de tampon TE à pH 8 (10mM de Tris à pH 8 ; 1mM
d’EDTA à pH 8) et incubé à 4℃ sur la nuit. L’ADN est à nouveau dosé avec le kitubitTM

dsDNA High Sensitivity (hermo Fisher Scientiic, États Unis).

Séquençage Nanopore avec le séquenceur MinION

La préparation des banques d’ADN pour le séquençage a été réalisée avec le kit 1D
Genomic DNA by ligation SQK-LSK109 (Oxford Nanopore Technologies, Royaume-Uni),
selon les recommandations du fabricant. La lowcell utilisée avec le séquenceur MinION
a été la FLO-MIN106D version R9 (Oxford Nanopore Technologies, Royaume-Uni).
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Annexe 1
Tableau 1 – Caractéristiques des bibliothèques de séquences ADN ou ARN

Ehantillon # de séquences
après le iltre
de qualité avec
Trimmomatic

# de séquences
alignées sur le
génome TAIR10

Couverture
d’alignement (X)

N WT 13803877 8249056 18
Nuc 2 WT 14802693 8568483 19
Nucléoles 1 WT 22622115 13062116 29
Noyaux 20%ADNr 16663143 10894583 24
Nucléoles 2 20%ADNr 23959776 13968295 31
Nucléoles 1 20%ADNr 7142317 4586191 10
Noyaux 22℃ 16694003 9981574 22
Nucléoles 1 22℃ 14373115 8965292 20
Nucléoles 2 22℃ 14587596 6901038 15
Noyaux 37℃ 10904109 7354816 16
Nucléoles 1 37℃ 11198102 7064690 16
Nucléoles 2 37℃ 18838247 9251233 21
Nucléoles 1 Post TF 23424785 13748195 31
Nucléoles 2 Post TF 28104170 15219094 34
ARN 22℃ 1 46807612 23359468 52
ARN 22℃ 2 53452659 27368512 61
ARN 37℃ 1 55962086 25891433 58
ARN 37℃ 2 45838702 23728651 53
ARN WT1 13120041 3094522 7
ARN WT2 10343273 2506789 6
ARN WT3 13427880 3190052 7
ARN WT4 13618679 3252209 7
ARN 20rDNA L6F6 1 14478130 3445659 8
ARN 20rDNA L6F6 2 9788466 2489506 6
ARN 20rDNA L6F6 3 17332045 4043949 9
ARN 20rDNA L6F6 4 15647767 3872857 9
WGBS WT1 13764960 8052397 18
WGBS WT2 16343090 9726943 22
WGBS WT3 17041530 10260091 23
WGBS 20rDNA L6F6 1 18361132 11578448 26
WGBS 20rDNA L6F6 2 13844885 8557714 19
WGBS 20rDNA L6F6 3 17837081 10883453 24
Hi-C Col1 R1 28689042 64
Hi-C Col1 R2 26353843 59
Hi-C Col2 R1 27256052 61
Hi-C Col2 R2 25644805 57
Hi-C Col3 R1 31592696 70
Hi-C Col3 R2 29811064 66
Hi-C 20rDNA1 R1 36976966 82



iv

Ehantillon # de séquences
après le iltre
de qualité avec
Trimmomatic

# de séquences
alignées sur le
génome TAIR10

Couverture
d’alignement (X)

Hi-C 20rDNA1 R2 34756589 77
Hi-C 20rDNA2 R1 31994373 71
Hi-C 20rDNA2 R2 30307582 67
Hi-C 20rDNA3 R1 42287518 94
Hi-C 20rDNA3 R2 39023549 87



v

Annexe 2
Tableau 2 – Amorces pour la validation des diférences d’expression entre la lignée 20%ADNr et
l’écotype sauvage

Gène Séquence de l’amorce

AT1TE93275 (forward) CAACACAATTATGGGTCAGGT
AT1TE93275 (reverse) TCCAAGCCTCTTTCATTCTCA
AT4G05475 (forward) CCAATGACGAACAAAGGAGTAA
AT4G05475 (reverse) TCACGAGAGTTTCAAGCAGT
AT3G47210 (forward) AGCTTCTTCAACCTCTCAATG
AT3G47210 (reverse) GAAGTTTCTGTGTTTGACCCA
AT5G22560 (forward) AAGAATGAATCTTGATGCAAGC
AT5G22560 (reverse) CTTGGTACGAAAGTCTTACGG
AT1G53480 (forward) GCTCAGTGTTAAGAAGGTACAG
AT1G53480 (reverse) TCTTCACAACCAAGCTCGAAA
AT4G38410 (forward) GAAGTTGCTGAAGATCAATGTG
AT4G38410 (reverse) CATCCTCATGGCCTATACCC
AT4TE09845 (forward) CACGGTGGATGAATACATCAAA
AT4TE09845 (reverse) GAATCTACGCAAGCACTCTAA
AT4TE10285 (forward) CGATCACATGAGTTAGCAACTT
AT4TE10285 (reverse) CCTATTGAGGCGAGGATTATCT
AT4TE11395 (forward) CCCAATAAGGTAAATCTTCGGG
AT4TE11395 (reverse) CAACCAGAACCGAAACTGAC







Résumé
Le nucléole est le site de biogenèse des ribosomes, qui commence par la transcription
des gènes d’ARN ribosomique (ARNr). Cependant, le nucléole est également impliqué
dans d’autres processus cellulaires, comme l’organisation 3D du génome. Ainsi, des ré-
gions génomiques appelées NADs pour Nucleolus-Associated chromatin Domains, ont
été identiiées dans des cellules animales et végétales. Ces régions sont surtout hété-
rochromatiques et les gènes associés ont tendance a être peu ou pas transcrits. Un des
objectifs de ma thèse a été d’étudier l’implication du nucléole dans l’organisation de la
chromatine au sein du noyau et la régulation transcriptionnelle de gènes transcrits par
l’ARN Polymérase II chez Arabidopsis thaliana. Par ailleurs, parmi les centaines de co-
pies de gènes d’ARNr, uniquement une fraction participe au processus de biogenèse des
ribosomes. Dans un second temps, j’ai donc étudié le rôle de ces copies inactives. On a
pu démontrer que l’absence des gènes d’ARNr inactifs n’engendre pas de changements
majeurs dans la fonction nucléolaire. Par contre, ces copies participent à la stabilité du
génome. En efet, en leur absence, des duplications génomiques allant jusqu’à plusieurs
centaines de kilobases s’accumulent, entraînant des duplications de gènes et des difé-
rences du niveau d’expression de ces derniers. Finalement, les efets de ces changements
structuraux sur la biologie de la plante sont discutés.

Abstract
he nucleolus is the site of ribosome biogenesis, which begins with the transcription
of ribosomal RNA (rRNA) genes. However, the nucleolus is also involved in other cellu-
lar processes, such as the 3D genome organization. hus, genomic regions called NADs
for Nucleolus-Associated chromatin Domains, have been identiied in animal and plant
cells. hese regions are mostly heterochromatic and the associated genes tend to be
poorly transcribed. One of the objectives of my thesis was to study the involvement of
the nucleolus in the 3D genome organization and the transcriptional regulation of genes
transcribed by RNA Polymerase II in Arabidopsis thaliana. In addition, only a fraction
of rRNA gene copies participates in the process of ribosome biogenesis. In a second
time, I studied the role of the inactive rRNA gene copies. We show that in their absence,
there is no major changes in the nucleolus function. However, these copies contribute to
genome stability. Indeed, in their absence, up to several hundred of kilobases long dupli-
cation events accumulate, resulting in the duplication and the diferential expression of
hundreds of genes. Finally, the impact of these structural changes on the plant biology
are discussed.


