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Figure 1 : Les différents niveaux de compaction de la chromatine.

Un brin de 146 pb d’ADN s’enroule autour d’un octameére d’histone (H2A-H2B-H3-
H4) pour former le nucléosome. L’'assemblage de ces nucléosomes sur ’ADN forme
la structure chromatinienne dite en « collier de perles » et la fixation de I'histone H1
sur 'ADN « linker » va permettre la condensation de cette structure. La
condensation de la chromatine atteint sa forme la plus condensée lors de la
formation des chromosomes au cours des processus de mitose et méiose. Modifiée
de Maleszewska and Kaminska, 2013.



I) L’organisation de I’ADN au sein du noyau eucaryote

I.1) La chromatine

Chez les eucaryotes, I'ADN, porteur de I'information génétique, est précisément
organisé sous forme de chromatine, un complexe nucléo-protéique permettant la
compaction de 'ADN dans le noyau. L'organisation de la chromatine se fait a plusieurs

échelles moléculaires (figure 1).

I.2) Le nucléosome et les protéines histones

Le nucléosome constitue le premier niveau d’organisation. Il est composé
d’environ 146 paires de base (bp) d’ADN enroulé autour d’un octamére de protéines
histones H2A, H2B, H3 et H4, contenant deux copies de chaque protéine (Luger et al.,
1997). Le nucléosome est assemblé de maniére séquentielle : Les histones H3 et H4
sont déposées en premier sur 'ADN, sous forme de deux diméres ou d’un tétramere,
puis les histones H2A et H2B sont déposées sous forme de deux diméres de part et
d’autre du tétramere H3-H4 (Arents et al., 1991). Cet assemblage peut se faire via
deux voies différentes : Une voie couplée a la réplication de 'ADN et une voie
indépendante de cette réplication (Tagami et al., 2004). Chaque voie fait intervenir des
facteurs spécifiques qui prendront en charge les différentes histones, et seront
détaillés plus loin dans ce manuscrit. L'assemblage des nucléosomes le long de ’'ADN
forme une structure dite en « collier de perles » d’environ 10 nm de diameétre (Fransz
and De Jong, 2011). En condition physiologique, cette structure est rapidement
condensée en une fibre de 30 nm, grace notamment a I'histone « linker » H1 qui se lie
a I'ADN situé entre deux nucléosomes (appelé ADN « linker »), permettant le
rapprochement des nucléosomes (Song et al., 2014). La formation d’'une fibre de 30
nm n’est toutefois pas toujours observée in vivo, comme cela a été montré chez
'Homme. Dans ce cas-la, les fibores de 10 nm se condensent pour former des

structures chromosomiques irrégulieéres (Nishino et al., 2012).
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Figure 2 : Les différents états de la chromatine dans le noyau en interphase
chez A. thaliana.

A. Dans le noyau, I'hétérochromatine constitutive apparait sous la forme de foci
d’ADN fortement condensés appelés chromocentres (CCs) qui se concentrent a la
périphérie nucléaire ou proche du nucléole (No). L’euchromatine, quant a elle,
apparait plus diffuse au sein du noyau. B-D. L’hétérochromatine constitutive est
caractérisée par la marque répressive H3K9me2 (B), I'euchromatine par des
marques permissives comme H3K23ac (C) et I'hétérochromatine facultative par la
marque répressive H3K27me3 (D). DAPI (6’4’-diamidino-2-phénylindole) est un
fluorochrome qui permet de détecter 'ADN en se fixant a celui-ci.



1.3) Les différents niveaux de compaction de la chromatine

Dans le noyau en interphase, la chromatine n’est pas uniformément structurée.
En microscopie, nous pouvons distinguer deux types principaux de compartiments, ou
de régions de la chromatine, montrant un niveau de compaction différent. En 1928, E.
Heitz désigne I'hétérochromatine comme les régions chromosomiques restant
condensées lors de l'interphase et I'oppose a I'euchromatine qui désigne, quant a elle,
les régions décondensées qui deviennent presque invisibles en microscopie (Heitz,
1928; Passarge, 1979). Aujourd’hui, ces termes ont été affinés et se basent a présent
sur le niveau de condensation de la chromatine, mais également sur leur composition
en génes et/ou en éléments d’ADN répétés, ainsi que leur enrichissement en marques

épigénétiques (voir ci-dessous).

1.3.1) L’hétérochromatine constitutive

L'’hétérochromatine constitutive désigne [I'état le plus condensé de Ia
chromatine. Chez certains organismes comme la plante modéle Arabidopsis thaliana,
elle est organisée, pendant l'interphase, sous forme de chromocentres (CCs) (figure
2). L’hétérochromatine constitutive est composée d’éléments d’ADN répétés, incluant
les éléments transposables (TEs) qui sont transcriptionnellement réprimés (Grewal
and Jia, 2007).

1.3.2) L’euchromatine

L’euchromatine est une forme moins condensée de la chromatine diffuse dans
le noyau (figure 2). Les régions euchromatiniennes sont enrichies en génes et sont
plus permissives a la transcription. Ceci se reflete par la présence de marques
épigénétiques et facteurs protéiques impliqués dans ce processus cellulaire initiant

'expression des génes.



1.3.3) L’hétérochromatine facultative

A linverse de I'hétérochromatine constitutive, I'nétérochromatine facultative
désigne les régions chromatiniennes qui ont la capacité de passer d'un état
transcriptionnellement réprimé a actif au cours du développement de l'organisme.
Cette forme chromatinienne est étroitement liée a la voie Polycomb (PcG) et a des
marques épigénétiques répressives spécifiques (figure 2 et voir plus loin).
L'’hétérochromatine facultative est donc enrichie en geénes transcriptionnellement
réprimés dont I'expression est associée a des processus développementaux ou en

réponse a des stimuli environnementaux (Trojer and Reinberg, 2007).

1.3.4) Les paysages épigénétiques

Comme nous le verrons tout au long de cette introduction, les nombreuses
modifications épigénétiques portées par la chromatine offrent une multitude de
combinaisons possibles. Ainsi, au fil des années, cette vision dichotomique
hétéro/euchromatine s’est avérée étre trop simpliste. |l est a ce jour clairement défini
que la chromatine existe sous de nombreuses formes, on parle d’ailleurs de paysages
épigénétiques ou « epigenetic landscapes » qui définissent plus subtilement les
différents états chromatiniens. Par exemple, chez Drosophila melanogaster, I'étude de
ces différentes combinaisons a permis de définir neuf paysages épigénétiques
(Kharchenko et al., 2011). Le méme type d’analyses chez A. thaliana a permis de
définir d’abord quatre (Roudier et al., 2011), puis neuf paysages épigénétiques
(Vergara and Gutierrez, 2017). Ces différents paysages épigénétiques impactent la
compaction de la chromatine, ce qui a un effet direct sur I'expression du génome, mais

aussi sur tout autre mécanisme cellulaire en relation avec la chromatine.
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Figure 3 : Les acteurs épigénétiques de la cellule.

Représentation schématiques des protéines « writer », « eraser » et « reader ». Les
protéines « writer » et « eraser » sont capables de déposer et de retirer des
modifications épigénétiques respectivement. Les protéines « reader » se lient sur
les modifications épigénétiques. MPT : Modification post-traductionnelle. Extrémité
N-ter : Extrémité N-terminale des histones.



Il) Les modifications épigénétiques

Il.1) Définition de I’épigénétique

Historiquement, [I'épigénétique dérive des termes « epigenesis » et
« epigenotype » définis par C.H. Waddington comme une théorie selon laquelle
génétique et phénotype sont étroitement interconnectés tout au long du
développement d’'un organisme et au sein de chaque lignée cellulaire qui le compose.
Waddington proposait aussi que lI'expression spécifique de génes était une force
majeure promouvant la variation phénotypique et la plasticité cellulaire (Waddington,
1942).

Le terme « épigénétique » a évolué au cours du temps pour faire, a présent,
référence a I'étude des mécanismes impliqués dans la modification de I'expression
des génes de maniere réversible et héritable tout en maintenant I'intégrité de la
séquence d’ADN (absence de mutation). Les principales modifications épigénétiques
sont la méthylation de 'ADN et la modification des histones, mais plus globalement,
tout mécanisme réversible et héritable impactant la compaction de la chromatine et
par extension l'expression des génes pourrait étre défini comme mécanisme
épigénétique. Les mécanismes épigénétiques sont essentiels au bon développement
de tout organisme, mais ils jouent aussi un réle important dans toutes les situations
impliquant une adaptation rapide de I'expression des génes, tels qu’en réponse a des

stimuli environnementaux et des maladies (Cavalli and Heard, 2019).

I1.2) Les différents acteurs épigénétiques

La dynamique des modifications épigénétiques est coordonnée par I'action de
protéines spécialisées que I'on peut séparer en trois groupes. Les protéines effectrices
dites « writers » sont capables de déposer les marques épigénétiques, et les
« erasers » sont, quant a elles, capables de les retirer. Enfin, les protéines dites
« readers » reconnaissent et lient spécifiguement les différentes marques

épigénétiques (figure 3). Il est courant qu’une protéine « writer » ou « eraser » porte
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également un domaine de type « reader ». Cependant, de nombreuses protéines
portent uniguement un domaine « reader », jouant ainsi un role régulateur des voies

epigénétiques en autorisant ou non le recrutement des protéines effectrices.

Dans les parties suivantes, seront décrites les principales modifications
epigénétiques connues, impliquant directement la molécule d’ADN et les histones,
ainsi que leurs réles biologiques dans la cellule.

I.3) La méthylation de ’ADN

La méthylation de 'ADN consiste en l'ajout d’'un groupement méthyl sur les
cytosines a la position du carbone #5 (5mC). Présente chez de nombreux organismes
tels que les mammiféres, certains insectes (comme le diptere Apis mellifera), le
poisson zébre (Danio rerio), les plantes a fleurs et les gymnospermes, les algues
(comme Chlamydomonas reinhardtii), les hépatiques (comme Marchantia
polymorpha), certains champignons filamenteux (comme Neurospora crassa), cette
marque eépigénétique est absente ou quasiment indétectable chez les levures
Schizosaccharomyces pombe et Saccharomyces cerevisiae, et chez le nématode
Caenorhabditis elegans (Capuano et al., 2014; Ausin et al., 2016; Montgomery et al.,
2020). Finalement, le débat reste ouvert concernant la présence de 5mC chez
Drosophila melanogaster. En effet, bien que cette marque épigénétique ait pu étre
détectée, elle reste a des niveaux trés faibles en comparaison a d’autres organismes
présentant des niveaux de 5mC beaucoup plus élevés. De plus, 5mC apparait
beaucoup moins stable chez D. melanogaster ; son potentiel role biologique et la
machinerie moléculaire impliquée dans la déposition de cette marque restent

énigmatique chez ce diptére solitaire (Deshmukh et al., 2018).

11.3.1) Les différents contextes de méthylation de 'ADN

La méthylation de 'ADN peut se faire dans trois contextes de séquence
différents : CG, CHG et CHH (ou H est soit A, T ou C). Les deux premiers sont dits
« symetriques », car les deux brins d’ADN présentent une cytosine méthylée. A

l'inverse, la méthylation de type CHH est dite « asymétrique ». Chez les mammiféres,
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Figure 4 : Répartition de la méthylation de I’ADN chez A. thaliana.

Répartition de la méthylation de 'ADN le long des chromosomes chez A. thaliana.
Les chromosomes sont représentés schématiquement au-dessus des graphiques.
Les bras chromosomiques et les régions péricentromériques sont représentés en
gris clair et gris foncé respectivement. Mb : Mégabases. Modifiée de Bernatavichute

et al., 2008.



la méthylation de 'ADN se produit presque exclusivement en contexte CG, toutefois
de la méthylation de type non-CG a aussi été observée dans les cellules souches
embryonnaires (Ramsahoye et al., 2000; Lister et al., 2009). Chez les plantes, 'ADN
est méthylé dans les trois contextes de séquence avec respectivement 24% des CG,
6.7% des CHG et 1.7% CHH qui sont méthylés a I'échelle du génome d’A. thaliana
(Cokus et al., 2008; Lister et al., 2008).

11.3.2) La répartition de la méthylation de '’ADN

La méthylation de 'ADN n’est pas répartie de fagon homogéne sur les génomes
(Cokus et al, 2008; Lister et al., 2009). De maniere générale, I'ADN
hétérochromatinien, composé de séquences répétées comme les TEs, est fortement
méthylé, particulierement au sein des régions péricentromériques (Cokus et al., 2008 ;
Lister et al., 2008, 2009) (figure 4).

Chez les mammiféeres, la majorité du génome est méthylé dans le contexte CG
(Lister et al., 2009). Il existe cependant des régions génomiques non-méthylées,
appelées ilots CpG qui sont enrichis dans les régions promotrices de génes actifs
(Lister et al., 2009). Chez A. thaliana, différents profils de méthylation peuvent étre
observés : les régions hétérochromatiniennes péricentromériques sont fortement
méthylées dans les trois contextes de séquences, tandis qu'une méthylation
uniquement de type CG peut aussi étre observée sur environ 1/3 des génes actifs. On
parle alors de « gene body methylation, GbM » (Zhang et al., 2006; Cokus et al., 2008;
Zilberman, 2017).

Le dépdt et la maintenance de 5mC est assuré par plusieurs enzymes
spécialisées impliquant des facteurs différents selon les organismes et le contexte de

séquence.

11.3.3) La mise en place et le maintien de la méthylation de '’ADN chez
les mammiferes

Le profil de méthylation du génome des mammiféres est établi tét lors de
'embryogenése, au moment de I'implantation du blastocyste (Monk et al., 1987; Kafri
et al., 1992). Lors de la gamétogenese, les cellules germinales primordiales (PGCs)

subissent deux vagues successives de déméthylation puis de méthylation de novo de
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Figure 5 : La méthylation de novo chez les mammiféres.

Représentation schématique de la méthylation de novo chez les mammiféres par
DNMT3A et DNMT3L. La protéine DNMT3L (3L) est capable d’interagir avec les
H3K4 non-méthylées et recrutent DNMT3A (3A) sur TADN. DNMT3A et DNMT3L
forment alors un tétramere et DNMT3A méthyle '’ADN linker a des intervalles de 10
paires de bases (bp). Les tétraméres DNMT3A/3L s’oligomérisent sur 'ADN. Les
cercles rouges représentent la méthylation de I'ADN et les étoiles rouges
représentent le site actif de DNMT3A. Modifiée de Law and Jacobsen, 2010.



'ADN (Sasaki and Matsui, 2008; Weber et al., 2012). Cette méthylation de novo
n’affecte toutefois pas [lintégralité du génome, et certaines régions restent
déméthylées, comme les ilots CpG (Bird et al., 1985).

Chez les mammiféres, il existe trois méthyltransférases de 'ADN actives : DNA
METHYLTRANSFERASE 1 (DNMT1), DNMT3A et DNMT3B. DNMT1 agit
principalement dans la maintenance de la meéthylation, tandis que DNMT3A et
DNMT3B agissent dans la méthylation de novo (Bestor et al., 1988; Okano et al.,
1998). Cependant, cette séparation des rbéles n’est pas absolue, et chaque protéine
peut intervenir dans la maintenance ou la méthylation de novo, selon le type de
séquence cible (Arand et al., 2012). Lors de la méthylation de novo des PCGs,
DNMT3A et DNMT3B interagissent avec un paralogue inactif DNMT3-like (DNMT3L)
(Bourc'’his et al., 2001; Ooi et al., 2007). La méthylation de '’ADN serait ciblée sur les
génes et les TEs via la reconnaissance de 'histone H3 non-méthylée sur la lysine 4
(H3K4me0) par DNMT3L et DNMT3A (Jia et al., 2007; Ooi et al., 2007; Otani et al.,
2009) (figure 5). Ce modéle est soutenu par I'existence d’'une exclusion mutuelle entre
la méthylation de 'ADN et la méthylation de H3K4 sur certains génes (Fournier et al.,
2002 ; Vu et al., 2004). En plus de ce mécanisme, DNMT3A et DNMT3B peuvent étre
recrutées sur certains loci par les protéines EUCHROMATIC HISTONE LYSINE
METHYLTRANSFERASE 2 (EHMT2) et M-PHASE PHOSPHOPROTEIN 8 (MPP8),
des protéines impliquées dans la voie de la méthylation des histones (Epsztejn-Litman
et al., 2008; Kokura et al., 2010).

La maintenance de la méthylation de type CG est assurée majoritairement par
DNMT1 qui agit au niveau la fourche de réplication de I'ADN pour maintenir la
méthylation de '’ADN sur les brins néosynthétisés (Kim et al., 2009). DNMT1 est
recrutée par le facteur « Proliferating cell nuclear antigen » (PCNA) et Ubiquitin-like,
containing PHD and RING finger domains 1 (UHRF1) (Estéve et al., 2006; Bostick et
al., 2007; Sharif et al., 2007). UHRF1 reconnait '’ADN contenant une séquence de type
CG hémiméthylée (Bostick et al., 2007). Ainsi, UHFR1 va donc se lier aux brins d’ADN
hémiméthylés, produits de la réplication, afin de recruter DNMT1 et permettre la

maintenance de la méthylation de ’ADN.
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Figure 6 : Les voies du RdDM.

Représentation schématique simplifiée des voies canoniques et non-canoniques du
RdDM. Dans la voie canonique, un ARN est transcrit par 'ARN pol IV qui est recrutée
par SHH1 et les protéines CLSY1 et 2. L’ARN est ensuite pris en charge par RDR2
pour former un ARN double brin (ARNdb) qui sera clivé par DCL3 pour produire des
siARN de 24 nucléotides. Ces siARN seront pris en charge par AGO4 ou AGO6 dans
les complexes RITS qui seront recrutés sur les loci cibles grace aux siARN, a de
nombreux acteurs protéiques et conjointement a la transcription d’'un long ARN non
codant produit par I'ARN pol V. L'ADN des loci cibles sera finalement méthylé par
DRM2. Dans la voie non-canonique, 'ARN pol Il remplace 'ARN pol IV, RDR6
synthétise les ARNdb qui seront clivées par DCL2/4 pour produire des siARN de 21-22
nucléotides. Ceux-ci seront ensuite pris en charge par le complexe RITS-AGO6 qui
sera finalement recruté sur les loci cibles par des mécanismes similaires a ceux de la
voie canonique. Modifiée de Zhang et al., 2018.



11.3.4) La mise en place et le maintien de la méthylation de 'ADN chez
A. thaliana

La méthylation de novo de 'ADN est assurée par la protéine DOMAINS
REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2), homologue des DNMT3 de
mammiféres (Cao et al., 2000). Son proche homologue DRM1 contribuerait également
a la méthylation de novo spécifiquement au cours du développement de I'ovule (Jullien
et al., 2012). Plusieurs études ont démontré que la 5mC de novo dans les trois
contextes de séquence requiert DRM2 et la voie du « RNA-directed DNA methylation
(RADM) » (Law and Jacobsen, 2010; Martinez de Alba et al., 2013; Matzke et al.,
2015). Le RdDM est une voie complexe impliquant de nombreux facteurs protéiques
dont deux ARN polymérases spécifiques des plantes, '’ARN polymérase IV (ARN Pol
IV) et ARN Pol V, conjointement a I'action d’ARNs non codants (ARNNc) tels que les
ARNs interférents (siARN) (figure 6). Le RdADM peut étre découpé en deux étapes :
tout d’abord en amont du RdADM, '’ARN pol IV est recrutée sur ses séquences d’ADN
cibles par les protéines SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOGUE 1 (SHH1),
CLASSY 1 (CLSY1) et CLSY2 qui se lient a la marque répressive H3K9me2 (Law et
al., 2013; Zhou et al., 2018). Inversement, CLSY3 et CLSY4 agiraient dans une voie
indépendante en recrutant ’ARN pol IV par reconnaissance de la méthylation de type
CG (Zhou et al., 2018). LARN pol IV synthétise alors un ARNnc simple brin utilisé
comme matrice par la RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2 (RDR2) pour
produire un ARN double brin (ARNdb) (Li et al., 2015; Zhai et al., 2015). Cet ARNdb
est ensuite clivé par la protéine DICER-LIKE PROTEIN 3 (DCL3) pour donner des
siARN de 24 nucléotides (24-nt) (Xie et al., 2004). La seconde étape (en aval du
RdDM) implique le recrutement de 'ARN pol V via le complexe RNA-induced
transcriptional silencing (RITS) composé des siARN 24-nt et de la protéine
ARGONAUTE 4 (AGO4) (Zilberman et al., 2003; Law and Jacobsen, 2010). En se liant
a de 'ADN méthylé, les protéines SUPRESSOR OF VARIEGATION 3-9 HOMOLOG
PROTEIN 2 (SUVH2) et SUVH9 jouent également un rble essentiel dans le
recrutement de I'ARN pol V (Johnson et al, 2014). Ensuite, dans le modéle
conventionnel, '’ARN Pol V produit alors de longs ARNnc (ARNInc) sur lesquels le
complexe RITS serait recruté par similarité de séquence entre les siARN 24-nt et
'ARNInc (Zhang et al., 2018b). Finalement la protéine RNA-DIRECTED DNA
METHYLATION 1 (RDM1) servirait de pont entre AGO4 et DRM2 pour permettre le
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Figure 7 : La maintenance de la méthylation de I’ADN dans les différents
contextes de séquence chez A. thaliana.

La maintenance de la méthylation de 'ADN est assurée par différentes enzymes
selon le contexte de séquence. MET1 pour la méthylation en CG, CMT3 et CMT2
pour CHG et DRM2 et CMT2 pour CHH. Pour ces trois contextes, DRM2 en assure
la mise en place (initiation). Modifiée de Cao et al., 2003.



recrutement de cette derniére (Gao et al., 2010; Zhang et al., 2018b). Cependant, des
analyses plus récentes réalisées dans I'équipe de Thierry Lagrange suggére un
modele alternatif ou le complexe RITS se lierait directement sur TADN ouvert de la
boucle de transcription réalisée par 'ARN PolV, ceci afin de recruter directement
DRM2 au niveau de 'ADN (Lahmy et al., 2016). En plus de cette voie dite RdDM
canonique, il existe une voie non-canonique reposant sur [l'action de
facteurs différents : TARN polymérase Il (ARN pol Il) produit des ARN potentiellement
convertis en ARNdb par RDRG6. Les protéines DCL4 et DCL2 produisent ensuite des
siARN de 21- ou 22-nt, respectivement, qui seront pris en charge par AGO6 pour
recruter les facteurs en aval du RdDM tels que les complexes ARN Pol V et DRM2
(Zhang et al., 2018b). Le RdDM non-canonique cible principalement les TEs
transcriptionnellement actifs et les génes produisant des siARN agissant en frans
(Nuthikattu et al., 2013; McCue et al., 2015).

La maintenance de la méthylation de 'ADN est assurée par différentes enzymes
selon le contexte de séquence (figure 7). La méthylation de type CG est maintenue
exclusivement par la protéine METHYLTRANSFERASE 1 (MET1), orthologue de
DNMT1 chez les mammiféres (Kankel et al., 2003; Cokus et al., 2008). Malgré ce réle
de maintenance, MET1 a aussi montré une légere activité de type de novo sur
certaines régions géniques actives transcriptionnellement (Zubko et al., 2012). Le
recrutement de MET1 se fait par I'action redondante des protéines VARIANT IN
METHYLATION 1 (VIM1), VIM2 et VIM3, orthologues de UHRF1, qui comme cette
derniére, reconnaissent ’ADN hémiméthylé (Woo et al., 2008; Kim et al., 2014). Ainsi
le recrutement des deux homologues MET1 et DNMT1 se fait par des mécanismes
moléculaires similaires.

La maintenance de la méthylation de type CHG est catalysée par
CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3) et CMT2 (Lindroth et al., 2001; Zemach et al., 2013;
Stroud et al., 2014). Cette maintenance est fortement liée a la marque H3K9me2,
déposée par les histones méthyltransférases (HMTs) SUVH4 ou KRYPTONITE (KYP),
SUVHS et SUVHG a travers un mécanisme de boucle rétroactive ou le domaine « SET
and RING-associated » (SRA) de ces HMTs reconnait ’ADN méthylé et inversement,
les domaines « bromo adjacent homology domains » (BAH) et Chromo des CMTs
reconnait H3K9me2 (Du et al., 2015) (figure 8). Ainsi, dans des plantes mutantes

suvh4 suvhb suvh6 la perte de H3K9me2 est corrélée avec la perte de méthylation
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Figure 8 : Boucle d’autorégulation de la méthylation de I’ADN de type CHG et de
la marque répressive H3K9me2 chez A. thaliana.

Les protéines HKMTs SUVH4/5/6 sont capables de reconnaitre la méthylation de
'ADN de type CHG pour déposer la marque H3K9me2 au sein des nucléosomes
adjacents. La marque H3K9me2 est alors reconnue par CMT3 qui catalyse le dépbt de
la méthylation CHG a ces régions génomiques, maintenant ainsi une répression
transcriptionnelle. Modifiée de Law and Jacobsen, 2010



CHG (Stroud et al., 2013). Réciproquement, dans un mutant drm1 drm2 cmt2 cmt3, le
niveau de H3K9me2 diminue de la méme maniére que dans un mutant suvh4 suvhb
suvh6 (Stroud et al., 2014). Ces analyses montrent une boucle de rétrocontréle entre
ces deux marques.

La maintenance de la méthylation CHH est assurée par I'action de DRM2 et
CMT2 (Stroud et al., 2013, 2014). DRM2 maintient cette marque via la voie du RdDM,
et CMT2 agit probablement en se liant a H3K9me2. Ces deux protéines maintiennent
la méthylation sur des régions différentes du génome (Stroud et al., 2014; Zhang et
al., 2018a).

Toutes ces voies de méthylation de I'ADN, ainsi que la voie H3K9me2
interagissent entre elles a travers un réseau complexe de mécanismes. Par exemple,
il a été montré que MET1 et CMT3 peuvent jouer un role dans le maintien de la
méthylation de type CHH (Zhang et al., 2018b). En effet, une diminution de cette
marque épigénétique est observée dans un double mutant met1 cmt3 a certaines
régions génomiques présentant également une diminution de H3K9me2. Le réle de
MET1 et CMT3 dans le maintien de la méthylation de type CHH pourrait cependant
étre indirect. En effet, La diminution de H3K9me2 due a la mutation cmt3 impacterait
le recrutement de CMT2 et, ainsi, aurait un effet sur le niveau de CHH (Zhang et al.,
2018b).

11.3.5) La déméthylation de 'TADN

La méthylation des cytosines est une marque épigénétique généralement
maintenue au cours du développement. Toutefois, il est parfois nécessaire de retirer
cette méthylation. La déméthylation de '’ADN peut s’effectuer de maniére passive via
la réplication de 'ADN et 'absence de maintenance. Elle peut également étre retirée
de maniére active par des enzymes spécialisées intervenant dans la voie de réparation
par excision de base (BER) (Zhang et al., 2018b). Chez A. thaliana, les mC sont
directement reconnues par des ADN glycosylases qui peuvent les exciser du brin
d’ADN générant un site apyrimidique (AP). Celui-ci est ensuite reconnu par
'endonucléase DNA-(APURINIC OR APYRIMIDINIC SITE) LYASE (APE1L) et TADN
phosphatase POLYNUCLEOTIDE 3’-PHOSPHATASE (ZDP) qui coupent les liaisons
phosphate entre les nucléotides, générant un site vide dans le brin d’ADN (Zhang et

al., 2018b). Ce site vide sert de substrat a une ADN polymérase inconnue et a ’ADN
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Figure 9 : Déméthylation active de I’ADN par ROS1 chez A. thaliana

Le complexe INCREASED DNA METHYLATION (IDM), composé de plusieurs
protéines et notamment IDM1 est capable de reconnaitre la marque H3K18Ac et de
recruter ROS1. Par la suite, ROS1 retire la cytosine méthylée créant un site
apyrimidique reconnu par APE1L et ZDP et la voie de réparation par excision de
base restaure une cytosine non-méthylée via I'action d’une polymérase inconnue et
de LIG1. Modifiée de Zhang et al., 2018



ligase DNA LIGASE 1 (LIG1) qui restaurent une cytosine non méthylée (Zhang et al.,
2018b) (figure 9). Il existe plusieurs ADN glycosylases chez A. thaliana. DEMETER
(DME) est essentielle au phénomeéne de I'empreinte parentale se déroulant dans
'albumen et essentiel pour la viabilité de la graine (Choi et al., 2002). DME est aussi
exprimée au cours de la gamétogenése dans la cellule centrale du gamétophyte
femelle afin de permettre I'activation de génes tels que MEDEA (MEA), FLOWERING
WAGENINGEN (FWA) et FERTILIZATION INDEPENDENT SEED 2 (FIS2) (Huh et al.,
2008; Gehring et al., 2009; Hsieh et al., 2009). DME cible de préférence les TEs
présents dans les promoteurs de génes, ce qui impacte leur expression (Huh et al.,
2008; Gehning et al., 2009; Hsieh et al., 2009). Dans les tissus végétatifs, les ADN
glycosylases REPRESSOR OF SILENCING (ROS1), DEMETER-LIKE 2 (DML2) et
DML3 agissent de fagon redondante (Choi et al., 2002; Penterman et al., 2007; Ortega-
Galisteo et al., 2008). ROS1 cible des TEs proche de génes et des régions enrichies
en marques H3K18ac et H3K27me3 et appauvries en marques H3K27me1 et
H3K9me2 (Tang et al., 2016). Son action permettrait d’établir les frontieres entre les
transposons et les génes en limitant la propagation de la méthylation de 'ADN en
jouant un réle antagoniste au RdDM (Tang et al., 2016). Le recrutement de ROS1 sur
ces cibles peut se faire via le complexe INCREASED DNA METHYLATION (IDM), qui
contient notamment le facteur IDM1 capable de lier la méthylation de 'ADN et
possédant une activité histone acétyltransférase qui pourrait déterminer les cibles de
ROS1 (Qian et al., 2012; Lang et al., 2015; Duan et al., 2017). D’autres protéines ont
été identifiées comme jouant un réle dans la voie ROS1, comme par exemple ROS3,
une protéine se liant aux ARNncs et qui ciblerait ROS1 sur certaines de ses cibles, et
plus récemment METHYLATION ELEVATED MUTANT 1 (MEM1), dont le mode
d’action reste a caractériser (Zheng et al., 2008; Lu et al., 2020).

Chez les animaux, il n’existe pas d’homologue des protéines DME ou ROS1.
La déméthylation de 'ADN implique les protéines ten-eleven translocation 1 (TET1),
TET2 et TET3 qui modifient les 5mC en 5-hydroxyméthyl cytosine (5hmC),
5-formylcytosine (5fC) et 5-carboxyl cytosine (5caC) (Wu and Zhang, 2017). Ces
modifications sont ensuite soit reconnues par des thymine DNA glycosylases (TDG)
qui les excisent, et enclenchent la voie de la « base excision repair » (BER), soit
éliminées par dilution via la réplication de 'ADN (Wu and Zhang, 2017). Comme chez
les plantes, la BER implique une endonucléase, une ADN polymérase et une ligase :
respectivement AP endonucléase 1 (APE1), DNA polymerase (3 (pol B) et ligase 3
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Figure 10 : Les principales modifications post-traductionnelles (MPTs) des
histones.

Représentation schématique des sites de MPTs sur les extremités N et C-
terminales des histones composant le nucléosome. S : sérine, K : lysine, T :
thréonine ; R : arginine. Modifiée de Graff and Mansuy, 2008



(LIG3) (Wu and Zhang, 2017). Une autre protéine pourrait étre impliquée dans la
déméthylation de 'ADN chez les animaux : Activation induced deaminase (AID), une
cytidine désaminase de la famille des APOBEC, est capable de changer les cytosines
en uraciles et les mC en thymines par hydrolyse (Muramatsu et al., 2000). Cette
protéine est majoritairement exprimée dans les lymphocytes, et de fagon transitoire
dans les autres tissus. En cas de cancer, AID est exprimée de fagon ectopique dans
différents tissus (Muramatsu et al., 1999; Rommel et al., 2013). Le réle de AID dans la
démeéthylation est encore débattu (Bochtler et al., 2017), mais un modéle propose que
AID agisse de maniére indirecte sur la déméthylation de ’ADN en désaminant les mC,
la transition C->T étant par la suite réparée grace a la voie du BER (Santos et al., 2013;
Dominguez and Shaknovich, 2014; Grin and Ishchenko, 2016).

I1.4) Les histones

11.4.1) Les modifications post-traductionnelles (MPTs) des histones

Les histones peuvent étre modifiées par I'ajout de groupements chimiques
variés, tels que des groupements aceétyl, méthyl et phosphate, majoritairement sur leur
extrémité N-terminale par I'activité de plusieurs enzymes spécialisées (figure 10). Les
histones peuvent également étre modifiées sur leur extrémité C-terminale ainsi qu’au
sein de leur domaine globulaire, situé au cceur du nucléosome. La combinaison de ces
différentes MPTs constitue le fameux code des histones. En combinaison avec la
méthylation de I’ADN, les MPTs des histones jouent un role essentiel dans tous les
processus épigénétiques en lien avec la chromatine, tels que la régulation de la
transcription, la répression des TEs, la division cellulaire, ou encore la réparation de
'’ADN (voir partie I1.5).

11.4.2) L’acétylation des histones

L'acétylation des histones est une modification qui se fait sur les résidus lysines.
Cette marque est trés dynamique et sa régulation se fait par deux familles de protéines
antagonistes : les histones acétyl transférases (HATs), qui déposent les groupements
aceétyl sur la chromatine et les histones désacétylases (HDACs) qui les retirent

(Kouzarides, 2007; Bannister and Kouzarides, 2011). Le groupement acétyl neutralise
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la charge positive de I'histone, ce qui affaiblit son interaction avec 'ADN (Kouzarides,
2007 ; Bannister and Kouzarides, 2011). L'acétylation des histones est une marque
permissive pour la transcription ; elle est enrichie dans I'euchromatine. Il existe deux
classes majeures de HAT. La classe de type-A est séparée en 3 familles selon leur
séquence et leur conformation : les familles GNAT, MYST et CBP/p300 (Hodawadekar
and Marmorstein, 2007). Ces HATs sont souvent en complexe avec d’autres protéines
qui contrdlent leur recrutement, activité et spécificité de substrat (Yang and Seto,
2007). La classe de type-B, correspond a des HAT cytoplasmiques qui acétylent les
histones libres plutot que les histones incorporées dans la chromatine (Parthun, 2007).
De par leur fonction, les HDACs sont des répresseurs transcriptionnels. Elles sont
séparées en trois classes selon leur homologie avec les HDAC de levure. Les HDACs
de classe | sont homologues de Reduced Potassium Deficiency 3 (RPD3), celles de
classe Il sont homologues a I'Histone Deacetylase-A 1 (HAD1), enfin les HDACs de la
classe IV montrent des homologies a RPD3 et HDA1 (Chen et al., 2019). Plusieurs
études ont montré que les HDACs ont des réles importants dans de nombreux
processus biologiques, comme le développement, la réponse aux stress biotiques et
abiotiques et la sénescence chez les plantes (Ueda et al., 2017; Chen et al., 2019;
Zheng et al., 2020). Chez A. thaliana, HDAG6 est impliquée dans des processus de
répression des TEs en interagissant avec MET1 et SUVH4/5/6 (Liu et al., 2012 ; Yu et
al., 2017) ou en réponse a des stimuli environnementaux pour réprimer I'expression

de genes cibles (Hung et al., 2019).

11.4.3) La méthylation des histones

La méthylation des histones est une modification qui se fait sur les résidus lysine
et arginine. Dans ce paragraphe, je me focaliserai sur la méthylation des résidus lysine.
Jusqu’a trois groupements méthyl peuvent étre ajoutés sur une méme lysine. Selon la
position de la lysine au sein de la séquence peptidique de I'histone et le nombre de
groupement méthyl ajouté, cette modification peut étre permissive ou répressive pour
la transcription (Fromm and Avramova, 2014; Du et al., 2015). La majorité des histones
lysine méthyl transférases (HKMTs) sont caractérisées par un domaine SET, identifié
originellement dans les HKMTs Suppressor of variegation 3-9 [su(var)3-9], Enhancer

of zeste [E(Z)] et Trithorax de D. melanogaster (Elgin and Reuter, 2013).
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Chez A. thaliana, les HKMTs sont regroupées en cinq classes (Pontvianne et al.,

2010) :

La classe | est composée de CURLY LEAF (CLF), MEDEA (MEA) et
SWINGER (SWN), des homologues de E(Z). Ce sont des acteurs essentiels
de la voie polycomb (PcG) qui, comme nous l'avons vu plus haut, est
nécessaire a I'élaboration de I'hétérochromatine facultative, a travers la
déposition de la marque tri-méthylation de la lysine 27 de H3 (H3K27me3).
H3K27me3 est enrichie dans les génes dont I'expression doit étre réprimée
a certaines étapes du développement (Mozgova and Hennig, 2015).

La classe Il est composée des protéines homologues de Set2, une HKMT
de S. cerevisae, telle que SET DOMAIN GROUP 8 (SDG8) (Zhao et al.,
2005). Ces HKMTs déposent la tri-méthylation de la lysine 36 de H3
(H3K36me3) pendant la phase d’élongation de la transcription. Chez S.
cerevisiae, H3K36me3 permet de réprimer la transcription cryptique
(Carrozza et al., 2005). Chez A. thaliana, elle est associée a I'activation de
la transcription, jouant notamment un role dans le déclenchement de la
floraison (Zhao et al., 2005; Xu et al., 2008).

La classe lll est composée des ARABIDOPSIS TRITHORAX-LIKE (ATX),
qui font partie du complexe COMPASS-related (AtCOMPASS). Ces HKMTs,
comme SDG2, sont généralement impliquées dans le dépbt de la tri-
méthylation de la lysine 4 de H3 (H3K4me3), une marque permissive pour
la transcription, enrichie dans I'euchromatine (Fromm and Avramova, 2014).
Ces enzymes sont également capables de déposer la marque H3K36me3
(Lee et al., 2017).

La classe IV est composée des HKMTs ARABIDOPSIS TRITHORAX-
RELATED PROTEIN 5 (ATXRS5) et ATXR6. Ces HKMTs, spécifiques des
plantes, déposent un unique groupement meéthyl sur la lysine 27 de H3
(H3K27me1). H3K27me1 est enrichie dans I'hétérochromatine constitutive
et réprime la transcription. Cet enrichissement de H3K27me1 dans
I'hétérochromatine constitutive semble étre spécifique des plantes (Jacob
and Michaels, 2009; Jacob et al., 2009).

La classe V est la classe la plus abondante. Elle se compose de la famille
des SU(VAR)3-9 HOMOLOGOUS (SUVH) qui comporte 10 membres.
Comme décrit précédemment, SUVH4 (ou KYP), SUVH5 et SUVHG6
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permettent le dépot de la di-méthylation de la lysine 9 de H3 (H3K9me2),
une marque répressive enrichie dans I'hétérochromatine (Du et al., 2015).
Les protéines SUVH2 et SUVH9 jouent, quant a elles, un réle dans le RADM,

en recrutant ’ARN pol V sur la chromatine (Johnson et al., 2014).

La méthylation des histones a longtemps été considérée comme une marque
stable, avant que des enzymes portant une activité d’histone déméthylase soient
identifiées (Shi et al., 2004; Tsukada et al., 2006). Chez les animaux et les plantes, le
domaine Jumoniji C (JmjC) est conservé et porte I'activité déméthylase (Tsukada et al.,
2006 ; Lu et al., 2008 ; Pedersen & Helin, 2010). Chez A. thaliana, 21 génes codent
des protéines JUMONJI (JMJ) (Lu et al., 2008 ; Chen et al.,2011). Les protéines
JMJ14-19 déméthylent spécifiquement H3K4me1/2/3 (lwase et al., 2007 ; Klose &
Zhang, 2007 ; Lee et al., 2007). JMJ14 joue un réle dans la répression de FT et SOC,
et permet le maintien de la répression transcriptionnelle via le RADM (Deleris et al.,
2010). Il a également été montré que JMJ14 active la voie de la répression post-
transcriptionnelle (Le Masson et al., 2012). Les histones déméthylases jouent de
nombreux réles dans la plante, notamment dans le contréle de la floraison avec
RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6 (REF6) et EARLY FLOWERING 6 (ELF6) (Noh
et al., 2004), ou dans la tolérance aux stress (Shen et al., 2014 ; Huang et al., 2019).
REF6 et ELF6 ont également été récemment impliqués dans des processus de
reprogrammation et réinitialisation épigénétique au sein du gamete male (Borg et al.,
2020).

11.4.5) Les autres MPTs des histones

La phosphorylation des histones peut se faire sur les résidus sérine, thréonine
et tyrosine (Rossetto et al., 2012). La phosphorylation comme l'acétylation est une
marque trés dynamique, mise en place par les kinases et retirée par les phosphatases.
L'ajout d’un groupement phosphate sur I'extrémité N-terminale des histones augmente
les charges négatives des histones, ce qui provoque un relachement de la structure
de la chromatine. Cette modification joue donc un rdle dans le contrble de la
transcription (Rossetto et al., 2012). Elle joue également un role important dans la voie

de réparation de I'’'ADN, en effet lors de cassures double brin (DSB), I'histone H2A est

16



phosphorylée par plusieurs protéines kinases comme ATAXIA TELANGIECTASIA
MUTATED (ATM) et ATM AND RAD3 RELATED PROTEIN (ATR) (Friesner et al.,
2005). Enfin, cette modification est aussi associée a la condensation des
chromosomes lors de la division cellulaire. Par exemple, I'histone H3 est phosphorylée
sur la sérine 10 (H3S10ph) au moment de la condensation des chromosomes lors de
la prophase (Kaszas and Cande, 2000 ; Goto et al., 2002).

Les histones peuvent également étre modifiées par de petits peptides tels que
l'ubiquitine ou les small ubiquitin-like modifier (SUMO) (Kouzarides, 2007).
L'ubiquitination des histones est réalisée par I'action de trois enzymes E1-activating,
E2-conjugating et E3-ligating (Hershko and Ciechanover, 1998). Une histone peut étre
modifiée par I'ajout d’'une seule ou plusieurs ubiquitines. Selon I'histone et/ou le résidu
modifié, l'ubiquitination aura un impact négatif ou positif sur la transcription, par
exemple l'ubiquitination de la lysine 123 de H2B est une marque permissive, tandis
que l'ubiquitination de la lysine 119 de H2A est répressive (Wang et al., 2004; Lee et
al., 2007; Kim et al., 2009). La sumoylation peut étre portée par toutes les histones
nucléosomales, et son dépdt est assuré par un processus enzymatique similaire a
celui réalisant I'ubiquitination (Bannister and Kouzarides, 2011). La sumoylation des
histones joue un role de répresseur de la transcription, en permettant le recrutement
de protéines HDAC lorsque H4 est sumoylée (Shiio and Eisenman, 2003). Elle peut
agir comme compétiteur de l'acétylation ou de l'ubiquitination a certaines lysines

comme par exemple pour H2BK16ac (Nathan et al., 2006).

11.4.6) Les variants d’histones

Chez les eucaryotes, toutes les histones possédent des variants (Talbert et al.,
2012; Long et al., 2019). Ces variants d’histone peuvent différer de quelques acides
aminés ou par la présence de domaines protéiques supplémentaires. On différencie
deux types de variants d’histone : le premier type correspond a des histones
incorporées dans la chromatine lors de la phase S du cycle cellulaire, aprés le passage
de la fourche de réplication, formant ainsi de nouveaux nucléosomes. Ces variants
sont appelés des variants d’histone réplicatifs, ils correspondent aux versions
canoniques des histones. Chez les mammiféres et la drosophile, les génes d’histones

canoniques sont organisés en cluster avec une régulation unique, et ils ne portent
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Figure 11 : Différences de séquences peptidiques entre les variants d’histone
H3.1 et H3.3 et entre especes.

Représentation schématique des différences de séquences entre les variants
d’histone H3.1 et H3.3 chez 'Homme (h) et A. thaliana (At). Les acides aminés qui
different entre H3.1 et H3.3 sont encadrés et leur position dans la séquence est
indiqué au-dessus.



genéralement pas d’intron (Elsaesser et al., 2010). Chez les plantes, cette organisation
en cluster n’est pas observée, et seuls les génes codant I'histone H3 canonique ne
portent pas d’intron (Chaubet et al., 1992). Le deuxiéme type de variant correspond a
des génes exprimés tout le long du cycle cellulaire. lls assurent le turn-over des
histones dans les nucléosomes, ou leur remplacement aprées ['éviction des
nucléosomes lors de mécanismes comme la transcription (Venkatesh and Workman,
2015). Ces variants correspondent aux histones dites non-canoniques, aussi appelées

histones remplagantes.

11.4.6.1) Les variants H3

a) Les différents types d’histone H3

Il existe trois variants « principaux » d’histone H3, communs aux animaux et aux
plantes : L'histone canonique H3.1, et deux histones non-canoniques H3.3 et cenH3.
La distribution chromosomique de ces variants differe grandement. H3.1 est enrichie
dans les régions hétérochromatiques, tandis que H3.3 est retrouvée dans les régions
euchromatiques. H3.3 est positivement corrélée a la transcription, chez les
mammiféres, elle est enrichie dans les régions proches du site d’initiation de la
transcription (TSS) des génes actifs et dans leurs régions transcrites (Goldberg et al.,
2010). Chez les plantes, H3.3 est retrouvée dans les régions 3’ des génes, mais est
déplétée du TSS (Stroud et al., 2012; Wollmann et al., 2012). Elle est aussi enrichie
au sein des régions régulatrices, des télomeéres et des répétitions d’ADN ribosomique
(ADNr) (Shi et al., 2011; Shu et al., 2014; Duc et al., 2017). CenH3 (appelée CENP-A
chez les mammiferes et CID chez D. melanogaster) est une histone localisée
spécifiqguement dans les régions centromériques (Nagaki et al., 2003; Schuh et al.,
2007; Black and Cleveland, 2011). H3.1 et H3.3 ne different que de quelques acides
aminés qui sont différents selon les espéces considérées, suggérant que les variants
H3 sont apparus indépendamment dans les différents régnes (figure 11) (Waterborg
and Robertson, 1996; Talbert et al., 2012). Cependant, la répartition similaire des
variants H3.1 et H3.3 le long des chromosomes d’espéces phylogénétiquement
éloignées laisse supposer une convergence évolutive de ces histones (Mito et al.,

2005; Goldberg et al., 2010). La séquence peptidique de CenH3 differe, quant a elle,
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Figure 12 : Les variants d’histone H3 et leurs chaperonnes.

Représentation schématique de la répartition des variants H3.1 et H3.3 le long des
chromosomes par leur chaperonnes spécifiques. Les histones H3.1 et H3.3 sont importées
dans le noyau par NASP et ASF1 ou elles sont ensuite prises en charge par leur
chaperonnes respectives. H3.1 est intégrée dans la chromatine par CAF-1 lors de la
réplication, et H3.3 est intégrée dans la chromatine par HIRA et ATRX. H3.1 et H3.3
peuvent également étre prises en charge par la chaperonne DEKS. Les bras
chromosomiques sont représentés en bleu foncé et les régions péricentromériques en bleu
clair. Modifiée de Probst et al., 2020.



grandement de H3.1 et H3.3, ainsi qu'entre espéces de différents regnes, ce qui
suppose une adaptation de la protéine aux séquences centromériques sur lesquelles
elle se lie (Talbert et al., 2002; Simon et al., 2015).

Chez A. thaliana, 15 génes appelés HISTONE THREE RELATED (HTR) 1-15,
codent pour les histones H3. Parmi ces génes, cinq codent I'histone canonique
H3.1 (HTR1, HTR2, HTR3, HTR9 et HTR13) trois génes codent I'histone non-
canonique H3.3 (HTR4, HTR5 et HTRS8) et un géne code I'histone CenH3 : HTR12
(Chaubet et al., 1992; Okada et al., 2005; Jiang and Berger, 2017). Parmi les 6 génes
restants, HTR6, HTR10, HTR11, HTR14 et HTR15 codent respectivement les histones
H3.6, H3.10, H3.11, H3.14 et H3.15. Les histones H3.6, H3.10 et H3.14 portent des
résidus spécifiques de H3.3, tandis que H3.11 présente des caractéristiques de H3.1.
Malgré ces ressemblances, I'impact fonctionnel de ces variants atypiques n’est pas
bien compris (Tachiwana et al., 2011; Probst et al., 2020). Enfin, HTR7 est classé

comme un pseudogéne.

b) Prise en charge des variants H3

A cause de leur nature basique, les histones peuvent interagir de maniére

aspécifique avec d’autres protéines et des acides aminés. Afin d’éviter ces interactions
non-specifiques, les histones sont prises en charge par des protéines ou des
complexes protéiques spécifiques appelés chaperonnes d’histone.
Les histones H3 nouvellement synthétisées dans le cytoplasme sont prises en charge
par les chaperonnes ANTI-SILENCING FACTOR 1 (ASF1) et NUCLEAR
AUTOANTIGENIC SPERM PROTEIN (NASP), qui permettent le transport dans le
noyau des diméres H3-H4 (Campos et al., 2010). ASF1 va ensuite transmettre les
diméres H3-H4 a d’autres chaperonnes spécifiques qui assureront leur dép6t dans la
chromatine (English et al., 2006; Natsume et al., 2007). Au niveau de la fourche de
réplication, le dépot de novo des histones est assuré par le complexe CAF-1 (Hoek
and Stillman, 2003). Chez les plantes, CAF-1 est composé des sous-unités
FASCIATA1 (FAS1), FAS2 et MSI1, et son recrutement a la fourche de réplication se
fait par I'interaction de FAS1 avec le facteur de réplication PCNA (Jiang and Berger,
2017). Des expériences chez les mammiferes et A. thaliana ont montré que le
complexe CAF-1 lie et incorpore spécifiquement I'histone H3.1 (Tagami et al., 2004;
Otero et al., 2016; Jiang and Berger, 2017; Benoit et al., 2019) (figure 12).
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Le dépdt des histones H3.3 dans la chromatine est assuré par I'action des
complexes HIRA et ATRX-DAXX (Ray-Gallet et al., 2002; Goldberg et al., 2010; Nie et
al., 2014; Duc et al., 2015, 2017). Chez les mammiféres et A. thaliana, le complexe
HIRA est composé des sous-unités HIRA, CABIN et UBINUCLEIN (Nie et al., 2014;
Duc et al., 2015). La protéine HIRA lie spécifiquement H3.3 (Nie et al., 2014). Chez les
mammiféres, dans le complexe ATRX-DAXX, la protéines DAXX donne la spécificité
de liaison a I'histone H3.3, en préférant la glycine a la méthionine en position 90 sur
les histones H3.3 (Elsasser et al., 2012). Chez A. thaliana, aucun homologue de DAXX
n’a été identifié, et il a été montré qu’ATRX lie directement les histones H3.3 (Duc et
al., 2017). Chez A. thaliana, le complexe HIRA permettrait donc I'incorporation des
histones H3.3 dans les régions hétérochromatiques (Goldberg et al., 2010; Lewis et
al., 2010). De plus, toujours chez A. thaliana, la protéine DEK-DOMAIN CONTAINING
PROTEIN 3 (DEKS3) peut aussi interagir avec les diméres H3-H4 et a un effet sur
'occupation des nucléosomes a certains loci (Waidmann et al., 2014). DEK3 est
enrichie sur les régions 3’ des génes de la méme maniére que les histones H3.3,
suggérant une préférence de DEK3 pour H3.3 (Brestovitsky et al., 2019). Enfin, au
cours de la transcription les histones sont prises en charge par SPT6 et le complexe
« FACILITATES CHROMATIN TRANSCRIPTION » (FACT), afin de permettre leur
échange et leur recyclage (Duroux et al., 2004; Grasser, 2020) (figure 12). Les voies
de recyclage des histones H3.1 et H3.3 dans la chromatine sont trés conservées a
travers les especes.

L’histone CenH3 est déposée par des voies différentes en fonction de I'espéce
étudiée. Chez 'Homme, elle est déposée par la chaperonne Holliday junction
recognition protein (HJURP) (Dunleavy et al., 2009; Foltz et al., 2009). Chez la D.
melanogaster, la chaperonne chromosome alignement defect 1 (CAL1) joue ce réle
(Phansalkar et al., 2012). Enfin, chez A. thaliana, une étude récente a montré que la
protéine chaperonne NASP agit dans [lincorporation de CenH3 au sein des
centroméres (Le Goff et al., 2020).
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c) Spécificité et réle des variants d’histone H3

Chez A. thaliana, une réduction de I'expression des génes codant H3.1 affecte
le développement des plantes (Kaya et al., 2001). Ce phénotype ne peut pas étre
complémenté par I'expression de génes H3.3 sous le contrdle d’'un promoteur de géne
H3.1, ce qui démontre bien les rdles spécifiques de chaque variant (Jiang and Berger,
2017). Combiner des mutations au sein des différents génes H3.3 est |étal, et une
réduction de leur expression provoque des phénotypes développementaux, ainsi
gu’une perturbation globale de I'expression génique (Wollmann et al., 2017).

Les MPTs des histones sont enrichies différentiellement sur les variants H3.1 et
H3.3 : les marques répressives, comme H3K9me2 et H3K27me1/3, sont enrichies sur
H3.1, tandis que celles qui sont permissives a la transcription, comme H3K4me2/3,
sont enrichies sur H3.3 (Vergara and Gutierrez, 2017). Ceci est évidemment cohérent
avec les localisations sub-chromatiniennes des différentes marques épigénétiques et
variants H3 décrites plus haut. Enfin, il a été montré que H3.3 est essentielle pour la
mise en place de la marque H3K9me2 sur les télomeres (Udugama et al., 2015).

Chez A. thaliana, H3.10 est un variant spécifique des gamétes males (Okada et
al., 2005). Ce variant est intégré dans la chromatine au cours de la gamétogénése, au
cours de laquelle la marque H3K27me3 est remise a zéro. H3.10 participe a cette
reprogrammation épigénétique en empéchant le dépét de H3K27me3 sur les

nucléosomes dans lesquels il est incorporé (Borg et al., 2020).

11.4.6.2) Les variants H2A

a) Les différents types d’histones H2A

Le génome des eucaryotes code pour plusieurs variants H2A : les variants
H2A.Z et H2A.X sont présents chez tous les eucaryotes, les variants macroH2A et
H2AB (ou H2ABbd) sont spécifiques aux animaux, enfin le variant H2A.W est
spécifique des plantes (Yelagandula et al., 2014). Chaque variant est codé par
plusieurs génes. Le génome d’'A. thaliana code pour quatre H2A canoniques, deux
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H2A.X, trois H2A.W et quatre H2A.Z (Probst et al., 2020). Chacun de ces variants
jouent des roles différents au sein de la chromatine.

Chez les animaux, I'histone H2A.B est enrichie sur les génes activement
transcrits (Chen et al., 2014), et les nucléosomes contenants ce variant sont moins
stables provoquant ainsi une structure moins compacte de la chromatine (Weber and
Henikoff, 2014).

H2A.Z est impliquée dans la régulation de la transcription et peut agir comme
un facteur activateur (Santisteban et al., 2000; Mahrez et al., 2016) ou répresseur (Fan
et al., 2004; Sura et al., 2017). Chez A. thaliana, ce double réle de H2A.Z dépend de
son enrichissement le long des régions transcrites. H2A.Z est associée a I'activation
de la transcription si elle est enrichie dans le nucléosome en +1 aprés le TSS
(Zilberman et al., 2008; Mahrez et al., 2016), et a la répression de la transcription si
elle est enrichie dans le corps des génes (Sura et al., 2017). Les dimeres H2A.Z-H2B
sont remplacés plus rapidement que les diméres contenant d’autres variants d’H2A
(Osakabe et al., 2018). Il a également été montré que H2A.Z joue un rble dans la
réparation des DSB. La présence de H2A.Z sur les régions de cassure permet de
maintenir une conformation ouverte de la chromatine, et ainsi la mise en place de
modifications post-traductionnelles nécessaires a la réparation des DSB (Xu et al.,
2012 ; Murr et al., 2006). Le remplacement de 'histone H2A canonique par H2A.Z peut
avoir un rdle dans plusieurs mécanismes physiologiques comme le développement de
la plante (Jarillo and Pifeiro, 2015), ou la réponse aux stress (Asensi-Fabado et al.,
2017). Elle a notamment été montré comme jouant un réle dans I'expression de
FLOWERING LOCUS C (FLC), un répresseur de la floraison chez A. thaliana (Deal et
al., 2007).

H2A.X joue un réle important dans la réparation des DSB chez les eucaryotes.
En réponse aux DSB, H2A . X est phosphorylée sur sa région C-terminale par plusieurs
protéines kinases comme ATM et ATR (Friesner et al., 2005). La phosphorylation de
H2A.X s’accumule sur les régions de DSB et permet le recrutement de plusieurs
facteurs essentiels a la réparation de 'ADN (Rogakou et al., 1998 ; Stiff et al., 2006 ;
Stucki et al., 2005 ; Wu et al., 2008).

H2A.W est spécifiquement enrichi dans I'hétérochromatine, permettant la
répression des TEs indépendamment de la méthylation de '’ADN (Yelagandula et al.,

2014 ; Lorkovic et al., 2017). Il a été montré que la phosphorylation du variant H2A.W.7
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Figure 13 : Les histones H2A et H2B et leurs chaperonnes.

Représentation schématique de la répartition des histones H2A et H2B le long des
chromosomes par leurs chaperonnes spécifiques. Les histones H2A et H2B sont importées
dans le noyau par NAP1 ou elles sont ensuite prises en charge par les chaperonnes NRP1
et NRP2 pour étre intégrées a la chromatine. La chaperonne FACT peut déplacer H2A et
H2B lors de la transcription. Le variant H2A.Z est intégré a la chromatine par la chaperonne
SWR1-C contenant MBD9. Les bras chromosomiques sont représentés en bleu foncé et les
régions péricentromériques en bleu clair. Modifiée de Probst et al., 2020.



d’A. thaliana est nécessaire a la réparation des dommages de 'ADN dans les régions

d’hétérochromatine (Roitinger et al., 2015).

b) La prise en charge des variants H2A

Les diméres H2A-H2B sont échangés plus rapidement que les diméres H3-H4.
Nous disposons de moins de données sur leur mode de dépbt sur la chromatine (figure
13). Chez A. thaliana, NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN 1 (NAP1), NAP1-
RELATED PROTEIN 1 (NRP1) et NRP2 sont capables de lier les diméres H2A-H2B
(Dong et al., 2005 ; Zhu et al., 2006 ; Zhu et al., 2017) et sont localisées dans le
cytoplasme et le noyau respectivement. NAP1 se lie aux diméres H2A-H2B dans le
cytoplasme et les transporte dans le noyau (Polo and Almouzni, 2006). Les protéines
NRP1 et NRP2 s’associent a la chromatine, et sont impliquées dans la régulation
globale de la transcription et la croissance de la racine (Zhu et al., 2006 ; 2017). Au
cours de la transcription et de la réplication, les diméres H2A-H2B peuvent étre pris
en charge par le complexe FACT, afin de permettre leur échange et leur recyclage
(Lolas et al., 2010 ; Grasser, 2020). Le dépot de H2A.Z implique le complexe SWR1-
C, un remodeleur de la chromatine, contenant la protéine METYL-CpG-BINDING
DOMAIN 9 (MBD?9). Cette protéine est capable de reconnaitre des régions riches en
marques d’histones activatrices (comme H3K4me3 et H3Ac) pour y induire le dépbt
de H2A.Z (Sijacic et al., 2019 ; Potok et al., 2019). MBD9 se lie également avec les
remodeleurs de la chromatine CHR11 et CHR17, permettant le glissement des
nucléosomes et I'expression des génes (Luo et al., 2020). Il a été montré que le
complexe SWR1-C est important pour I'incorporation de H2A.Z sur la région 5’UTR du
géne ETHYLENE INSENSITIVE 2 (EIN2) (Zander et al., 2019).

11.4.6.3) Les variants H2B

Il existe plusieurs variants de H2B chez les plantes et les mammiféres, mais les
connaissances sur leur distribution dans le génome et leur fonction sont limitées. Chez
le lys, un variant de H2B serait spécifiquement exprimé dans le pollen (Ueda et al.,
2000) et des variants d’'H2B portent des modifications post-traductionnelles

spécifiques chez A. thaliana (Bergmuller et al., 2007). On ne sait pas si ces variants
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Figure 14 : La chromatine est organisée a plusieurs niveaux dans le noyau.

(A) Au sein du noyau, les chromosomes sont organisés en territoires
chromosomiques bien définis. (B) Des compartiments A/B peuvent également étre
définis, ils correspondent a des régions d’ADN exprimées et réprimées
respectivement, avec le compartiment B localisé a la périphérie nucléaire et le
compartiment A vers le centre du noyau. (C) Les interactions de la chromatine avec
elle-méme ainsi qu'avec les composants du noyau définissent plusieurs domaines
associés : Les NADs, LADs et TADs. Les deux premiers correspondent a des
domaines de chromatine réprimée, et le dernier a des domaines chromatiniens

interagissant préférentiellement entre eux. No : Nucléole.




sont préférentiellement enrichis dans certaines régions du génome ou s’ils sont

associés préférentiellement a certains variants H2A.

I1.5) Fonctions biologiques des modifications épigénétiques

La méthylation de 'ADN et les MPTs des histones sont engagées dans de
nombreux processus nucléaires. Elles contribuent a 'organisation de la chromatine,
régulent I'expression des génes et des TEs. Comme déja évoqué, elles sont aussi
essentielles aux processus de réparation de 'ADN et de division cellulaire (Zhang et
al., 2018a; Greenberg and Bourc’his, 2019). De maniére générale, les modifications
épigénétiques sont, en combinaison d’autres facteurs cellulaires, impliquées dans tout

processus biologique impliquant la chromatine.

11.5.1) Impact des modifications épigénétiques sur I'organisation de la
chromatine dans le noyau

L'organisation 3D de la chromatine dans le noyau en interphase n’est pas
aléatoire et plusieurs domaines fonctionnels sont définis a différentes échelles
moléculaires par leurs interactions avec le reste du génome et leur paysage
épigénétique. De nombreuses especes montrent un plan d’organisation similaire
(figure 14).

11.5.1.1) Les territoires chromosomiques

Chaque chromosome occupe une région spécifique, que I'on appelle des
territoires chromosomiques et les interactions interchromosomiques sont limitées aux
frontiéres entre ces territoires (Shardin et al., 1985 ; Tanabe et al., 2002 ; Bolzer et al.,
2005 ; Branco & Pombo, 2006). Chez les mammiféres, les régions chromosomiques
riches en génes sont proches du centre du noyau ou des pores nucléaires (NPC),
tandis que les régions chromosomiques plus riches en séquences d’ADN répétées et
TEs sont proches de la périphérie nucléaire ou du nucléole (Croft et al., 1999; Ibarra
and Hetzer, 2015; Pontvianne and Liu, 2020). Le niveau d’expression des génes et
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leur réplication a également un impact sur leur localisation dans le noyau, les génes
répliqués précocement et les plus exprimés seront généralement plus proches du
centre que les geénes répliqués tardivement et peu ou pas exprimés (Grasser et al.
2008, Takizawa et al. 2008). Chez les plantes, cette répartition des territoires
chromosomiques en fonction du niveau d’expression n’est pas observée (Pecinka et
al., 2010; Schubert et al., 2012). Les territoires chromosomiques chez A. thaliana
montrent une répartition aléatoire dans le noyau et entre eux, a I'exception des

territoires associés au nucléole (Pecinka et al., 2010; Grob et al., 2014).

11.5.1.2) Les compartiments A/B

Les chromosomes se répartissent en deux compartiments aux propriétés
différentes : le compartiment A correspond aux régions euchromatiniennes, dense en
genes fortement exprimés et enrichies en H3K4me2/3. Le compartiment B correspond
aux régions hétérochromatiniennes réprimées, riches en séquences d’ADN répétés et
marquée par des marques répressives comme H3K9me2 ou 5mC. Le compartiment B
est associé aux lamines qui composent la lamina a la périphérie des noyaux de
mammiféres (Lieberman-Aiden et al., 2009 et voir ci-dessous). Les compartiments A/B
sont séparés physiquement dans le noyau. Cependant, par des processus
dynamiques, une région génomique peut passer d’'un compartiment a l'autre selon les
besoins de la cellule en termes d’expression des genes (Ryba et al., 2010 ; Wang et
al., 2016 ; Dong et al., 2017). C’est le cas par exemple lors de la différenciation des
cellules souches humaines au cours de laquelle 36% du génome montre un
changement de compartiment (Dixon et al., 2015). La présence de tels compartiments
et leur séparation peut permettre des enrichissements locaux de la machinerie de
transcription et des facteurs épigénétiques nécessaires, et ainsi augmenter leur
efficacité (Wang et al., 2016). Chez A. thaliana, les chromosomes adoptent une
structure en compartiments A/B plus simple avec le compartiment A correspondant aux
bras chromosomiques et le compartiment B correspondant aux régions
péricentromériques et aux centromeéres (Feng et al., 2014; Grob et al., 2014; Dong et
al., 2017).
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11.5.1.3) Les domaines topologiquement associés (TADs)

Les domaines topologiquement associés (TADs) ont été décrits pour la
premiére fois chez les mammiféres, en analysant les interactions entre les régions
chromosomiques (Dixon et al., 2012). lls ont par la suite été identifies dans de
nombreuses especes d’eucaryotes comme Drosophila (Sexton et al., 2012), le
poisson-zébre (Gomez-Marin et al., 2015), Caenorhabditis elegans (Crane et al.,
2015), la levure (Hsieh et al., 2015, Mizuguchi et al., 2015) et plus récemment chez
les plantes comme le mais ou le riz (Dong et al., 2017). Ce niveau d’organisation
chromatinienne est cependant absent chez A. thaliana, probablement due a la faible
complexité de son génome (Grob et al., 2014). Les TADs correspondent a des régions
génomiques interagissant fortement entre elles et plus faiblement avec le reste du
geénome (Dixon et al., 2012 ; Szabo et al., 2019). Leur position sur le génome est stable
et indépendante du niveau d’expression des génes, toutefois des variations
d’interaction interne ont pu étre observées dans les TADs au cours de la différenciation
de cellules souches embryonnaires humaines (Dixon et al.,, 2015). Chez les
mammiferes, les bordures des TADs sont définies par I'enrichissement de plusieurs
facteurs tels que les modifications d’histones H3K4me3 et H3K36me3, des sites de
début de transcription, des génes de ménage, des génes d’ARN de transfert (ARNt) et
la protéine CTCF (CCCTC-binding factor). Les protéines CTCF jouent un réle
important dans la mise en place des TADs, en effet on observe une réduction de la
formation des TADs lorsque CTCF est absente (Zuin et al., 2014). Chez les plantes, il
n’existe pas d’homologue de CTCF, toutefois une séquence liée par un facteur de
transcription TEOSINTE BRANCHED1/CINCINNATA/PROLIFERATING CELL
FACTOR (TCP) a été identifié dans la bordure des TADs chez le riz (Liu et al., 2017).
Un modele propose que la formation de structures similaires aux TADs chez les
plantes a grand génome reposerait donc sur des mécanismes qui pourraient se faire
via des facteurs encore méconnus ou par la présence de génes fortement exprimés
au niveau des frontiéres des TADs, comme c’est le cas chez D. melanogaster (Sexton
et al., 2015 ; Ulianov et al., 2016 ; Dong et al., 2017). Chez les plantes la position des
TADs n’est apparemment pas conservée entre les espéces, contrairement aux

mammiféres (Dixon et al., 2015 ; Dong et al., 2017).
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11.5.1.4) Les domaines associés aux lamines

L'enveloppe nucléaire est composée de deux membranes. La membrane
interne des animaux est recouverte par la lamina, un réseau protéique composeé de
lamines en complexe avec d’autres protéines (Turgay et al., 2017). Ces protéines sont
capables d’interagir avec la chromatine et plus spécifiquement avec des marques
répressives telles que H3K9me3 (Ye et al., 1996 ; Zuleger et al., 2013 ; Solovei et al.,
2013). Cette interaction entre lamines et chromatine définit les domaines associés a
la lamina (LADs). Les LADs sont composés principalement de régions génomiques
réprimées (Solovei et al., 2013 ; Luperchio et al., 2018). Ces domaines peuvent étre
séparés en deux catégories : les LADs constitutifs, enrichis en éléments répétés et les
LADs variables, constitués de génes qui sont exprimés au cours de la différentiation
cellulaire (Meuleman et al., 2013). Les plantes ne produisent pas de protéines lamines.
Cependant, il a été montré chez A. thaliana que NUCLEOPORIN1 (NUP1), qui fait
partie du NPC, s’associe avec I'hétérochromatine, et que les protéines CROWDED
NUCLEI (CRWN), des « lamin-like », sont nécessaires a la localisation de

I'hétérochromatine a la périphérie du noyau (Bi et al., 2017 ; Hu et al., 2019).

11.5.1.5) Les domaines associés au nucléole

Dans le noyau, I'hétérochromatine est également retrouvée dans les domaines
associés au nucléole (NADs) (Pontvianne and Liu, 2020). D’abord identifiés chez les
animaux, les NADs existent également chez A. thaliana (Pontvianne et al., 2016). Les
NADs présentent les mémes caractéristiques que les LADs : enrichissement en génes
réprimeés, TEs et marques répressives comme H3K9me2.

11.5.2) La régulation de I'expression des genes et des TEs

11.5.2.1) La répression de la transcription

La méthylation de I'ADN et H3K9me2 jouent un rdle dans la répression
transcriptionnelle des séquences d’ADN répétées et des TEs, ceci afin de réprimer la

transposition de ces derniers qui pourrait menacer I'intégrité du génome (Slotkin and
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Figure 15 : La régulation de I’expression de ROS1 par la méthylation de I’ADN.

La méthylation de 'ADN sur le promoteur de ROST active I'expression du géne, la
protéine ROS1 retire par la suite cette méthylation, ce qui réprime I'expression de
ROS1. Ce phénomeéne est appelé « methylstat ».



Martienssen, 2007). Chez les plantes, I'importance de ces marques épigénétiques a
été montrée par I'analyse de plantes combinant les mutations met1, dmr1, dmr2 et/ou
cmt3 dans lesquelles une augmentation de la transposition des TEs est observée (Kato
et al., 2003 ; Zhang and Jacobsen, 2006).

Ces modifications épigénétiques peuvent également étre présentes sur les
régions promotrices des genes, et contribuent globalement, en combinaison avec
d’autres marques épigénétiques, a la mise en place d’un environnement épigénétique
réprimant la transcription (Weber et al., 2007 ; Domcke et al., 2015 ; Zhu et al., 2016 ;
Yin et al., 2017).

11.5.2.2) L’activation de la transcription

Dans les régions d’euchromatine transcriptionnellement active, I'expression des
genes est fortement corrélée a des modifications épigénétiques permissives, comme
les marques H3K4me2/3 et H3K36me3 ou les variants d’histone H3.3 et H2A.Z. Ces
modifications permettent d’activer la transcription en rendant 'ADN plus accessible
aux facteurs de transcription, a la machinerie transcriptionnelle ainsi qu’a une myriade
de co-facteurs protéiques ou autres facteurs de remodelage comme le complexe
Nucleosome Remodeling Factor (NURF), qui aident a la transcription (Deal and
Henikoff, 2011 et partie VIl de cette introduction).

Bien que généralement répressive, il a été montré que, dans certains cas, la
méthylation de '’ADN pouvait avoir un réle d’activateur transcriptionnel. Chez A.
thaliana, la méthylation du promoteur de ROS1 constitue un « thermostat » régulant
positivement I'expression de ce géne, afin de contrdler le niveau global de 5mC du
génome (Williams et al., 2015 ; Lei et al., 2015) (figure 15). Enfin, il a également été
montré que la méthylation de ’ADN sur certains promoteurs permet le recrutement des
protéines SUVH1/3 qui a leur tour recrutent deux protéines DNAJ1 et DNAJ2 afin

d’initier la transcription (Harris et al., 2018).

11.5.2.3) La “gene body methylation” (GbM)

Chez A. thaliana, un tiers des génes présente une méthylation de type CG,
enrichie au sein de leur partie codante (Zhang et al., 2006). Il a initialement été montré
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que la GbM n’avait pas d’effet sur I'expression génique. En effet, dans un mutant met1,
’hypométhylation en CG de ces régions géniques ne s’accompagne pas d’une
variation de I'expression des génes (Zhang et al., 2006). En outre, pour un géne donné,
une variation de GbM entre différentes populations naturelles d’A. thaliana n’est pas
corrélée avec des variations de son niveau d’expression (Kawakatsu et al., 2016). Une
étude récente chez A. thaliana a montré que, conjointement a I'histone « linker » H1,
la GbM inhibe la transcription cryptique a l'intérieur de génes (Choi et al., 2019). Chez
les plantes, la GbM est plus fréquente sur les génes constitutivement exprimés et
évoluant lentement ce qui pourrait lier la GbM au rythme d’évolution du génome de
différentes espéces (Kim and Zilberman, 2014 ; Bewick and Schmitz, 2017). Cette
relation entre GbM et inhibition de la transcription cryptique a aussi été observée chez
la souris, de concert avec la marque H3K36me3 qui permet le recrutement de
DNMTS3B sur ces régions (Neri et al., 2017). De plus, toujours chez les mammiféres,
la GbM influerait sur I'épissage des génes (Gelfman et al., 2013 ; Yang et al., 2014 ;
Shayevitch et al., 2018).

Chez les plantes, linfluence de la méthylation sur la maturation des ARN
messagers (ARNm) semble aussi assurée par la méthylation, cette fois dans tous les
contextes de séquence des introns contenant des TEs ou des séquences répétées
(Wang et al., 2013 ; Duan et al., 2017). Par exemple, la formation d’hétérochromatine
sur les régions introniques de INCREASE IN BONSAI METHYLATION 1 (IBM1) aide
au recrutement d’'un complexe, contenant notamment IBM2, mettant en place la
polyadénylation des ARNm de IBM1 (Wang et al., 2013; Duan et al., 2017).

11.5.3) Modifications épigénétiques et developpement

11.5.3.1) L’empreinte parentale

Au cours du développement de l'organisme, certains génes sont soumis a
'empreinte parentale, un phénoméne au cours duquel l'alleéle maternel « maternally
expressed gene » (MEG) ou l'alléle paternel « paternally expressed gene » (PEG) est
spécifiquement exprimé (Gehring, 2013). Elle peut étre maintenue tout au long du
développement de 'organisme : au sein de I'embryon et de son tissu nourricier tel que

le placenta chez les placentaires, ou au sein de l'individu adulte (Gehring, 2013). Les
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Figure 16 : Le mécanisme d’empreinte parentale chez les plantes.

Représentation de deux modeles de régulation épigénétique des génes maternellement
(A) ou paternellement (B) exprimés. (A) L'allele maternel est activement déméthylé par
DME dans la cellule centrale tandis que l'allele paternel est maintenu méthylé par MET1,
résultant en l'expression spécifique de lalléle maternel dans l'albumen. (B) Lalléle
maternel est marqué par H3K27me3 déposé par PRC2, tandis que cette marque est
retirée de l'allele paternel, résultant en I'expression spécifique de l'alléle paternel dans
'albumen. L’alléle maternel est maintenu réprimé par I'action combinée de PRC2, SUVH
et CMT3. Adaptée de Batista and Kéhler, 2020.



modifications épigénétiques jouent un role important dans ce phénoméne d’empreinte
parentale (Gehring, 2013).

Chez les plantes a fleurs, 'empreinte parentale est principalement retrouvée
dans I'endosperme (ou albumen), tissu nourricier de la graine, avec seulement
quelques génes soumis a I'empreinte parentale dans 'embryon (Satyaki and Ghering,
2017). LUempreinte parentale est mise en place au cours de la gamétogenése, par
plusieurs voies épigénétiques. La méthylation de 'ADN et la marque H3K27me3
permettent la répression des alleles paternels et maternels respectivement (Batista
and Kohler, 2020) (figure 16). Pour certains MEGs spécifiques de I'endosperme, leur
expression repose sur l'action antagoniste de DME et MET1 (Hsieh et al., 2011 ;
Satyaki and Ghering, 2017 ; Batista and Koéhler, 2020). En effet, la mutation de I'un ou
de l'autre provoque des défauts d’empreinte sur ces MEGs (Kinoshita et al., 2004 ;
Hsieh et al., 2011 ; Vu et al., 2013). La mise en place correcte de 'empreinte parentale
est essentielle pour le développement de la graine. En effet, des défauts d’empreinte
parentale peuvent provoquer I'avortement des graines chez A. thaliana (Choi et al.,
2002).

11.5.3.2) La transition florale chez A. thaliana

Chez A. thaliana, le géne FLOWERING LOCUS C (FLC) code un facteur de
transcription de type « MADS-Box » inhibant la floraison, si bien que la répression de
FLC est nécessaire pour accomplir la transition florale (Michaels and Amasino, 1999).
Cette répression est réalisée par deux voies permettant la mise en place de
modifications épigénétiques : la voie de la vernalisation et la voie autonome (Sharma
etal., 2020; Wu et al., 2020) (figure 17). Dans la voie de la vernalisation, une exposition
prolongée au froid permet I'activation du géne VERNALIZATION INSENSITIVE3
(VIN3), codant pour un remodeleur de la chromatine, et la transcription du long ARNnc
(ARNInc) COLDAIR. Ces deux composants agissent ensuite de concert avec le
complexe polycomb repressive complex 2 (PRC2) pour permettre le dépbt de
H3K27me3 et I'éviction de H3K4me3 et de H3K36me3, conduisant a la répression de
FLC (Sharma et al., 2020). Dans la voie autonome, la polyadénylation de I’ARNInc
antisens COOLAIR par un complexe protéique composé de FLOWERING CONTROL
LOCUS A (FCA), FPA et FY permet le recrutement de FLOWERING LOCUS D (FLD),
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Figure 17 : La répression de FLC est assurée par plusieurs voies indépendantes.
La voie de la vernalisation et la voie autonome convergent pour réprimer FLC et
permettre la transition florale. La voie de la vernalisation, activée par le froid, réprime
FLC via le dépét de H3K27me3 et I'éviction de H3K4me3 et H3K36me3. La voie
autonome, quand a elle, permet la répression de FLC via le dép6t de H3K27me3 et
I'éviction de H3K4me2 gréace a, entre autres, l'activit¢ du long ARN non codant
COOLAIR et des protéines « RNA binding » FLOWERING CONTROL LOCUS A (FCA)
et FPA .



une H3K4me2 déméthylase. L’'action de FLD se produit en paralléle de I'ajout de
H3K27me3 par PRC2 conduisant a la répression de FLC et ainsi au processus de
floraison (Wu et al., 2020).

11.5.4) modifications épigénétiques et réponse aux stress

Chez les plantes, les modifications épigénétiques jouent également un role
dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques. Chez A. thaliana et le soja, une
hypométhylation de 'ADN peut étre observée suite a une infection par des nématodes
Heterodera schachtii et Heterodera glycines, respectivement (Rambani et al., 2015 ;
Hewezi et al., 2017). Chez Medicago truncatula, la formation des nodules nécessite
DME (Satge et al., 2016). Chez le riz, une hyperméthylation de génes de réponse au
stress est observée en cas de carence en phosphate (Secco et al., 2015).

Les modifications d’histone et la méthylation de I'’ADN agissent dans la
« mémoire » épigénétique du stress. Par exemple, Chez A. thaliana, les changements
dans la méthylation de 'ADN causés par un stress salin peuvent étre partiellement
transmis a la descendance (Wibowo et al., 2016). Toujours lors d’un stress salin, une
diminution de la marque H3K27me3 sur certains génes a été observée, conférant une

meilleure résistance au stress (Sani et al., 2013).

lll) Facteurs épigénétiques

En plus de la méthylation de 'ADN et des modifications d’histones, d’autres
facteurs sont impliqués dans la régulation de la transcription, la répression des TEs et
l'organisation de la chromatine. Ces facteurs agissent de concert avec les
modifications épigénétiques pour, par exemple, réguler I'accessibilité de la machinerie
transcriptionnelle a ’ADN. De par leur fonctionnement, ces facteurs sont généralement

désignés comme des facteurs épigénétiques.

31



Nucléosome Histone H1

N\,
Méthylation > V‘? : & - AR
/ @

de 'ADN r

|
,1\‘, .

ADN méthyltransférases

ADN méthyltransférases

Figure 18 : Mode d’action de DDM1 chez A. thaliana.

En condition normale, la méthylation de 'ADN est inhibée par les histones H1. La
fixation de DDM1 sur la chromatine permet l'éviction des histones H1 et ainsi
'acces aux ADN méthyltransférases. Lyons and Zilberman, 2017.



lll.1) Les complexes remodeleurs de la chromatine

Les remodeleurs de la chromatine sont des complexes enzymatiques capables
de catalyser des modifications de la chromatine comme le déplacement des
nucléosomes le long de I’ADN, des changements de conformation de ’ADN dans le
nucléosome, ou encore I'incorporation de variants d’histones au sein du nucléosome
(Rippe et al., 2007). Tous ces processus permettent de moduler I'accessibilité de
différents facteurs a 'ADN (Clapier and Cairns, 2009 ; Tyagi et al., 2016 ; Clapier et
al., 2017). lls peuvent étre séparés en quatre familles. La famille « chromodomain-
helicase-DNA binding » (CHD) est caractérisée par un « chromatin organisation »
(chromo) domaine qui lie spécifiguement les histones modifiées et un domaine
hélicase ATP-dépendent, facilitant le déplacement des nucléosomes (Marfella and
Imbalzano 2007 ; Mills, 2017). La famille « inositol requiring 80 » (INO80) est
caractérisée par la présence d’un anneau hexamérique de protéines ATPases RuvB-
like (Willhoft and Wigley, 2020). La capacité de remodelage de la famille INO80
dépend de l'action de protéines « actin-related » (Arps), qui sont capables de se lier
préférentiellement sur certains types d’histones (Harata et al., 1999 ; Shen et al., 2003
; Downs et al., 2004). La famille « switch/sucrose-non-fermenting » (SWI/SNF) agit en
déplacant, en remplacant les nucléosomes, ou en retirant le nucléosome via son
activité ATPase (Zhou et al., 2016 ; Tang et al., 2010). Certains membres de cette
famille sont également caractérisés par un bromodomaine, un domaine « reader »
capable de se lier aux histones acétylées (Ribeiro-Silva et al., 2019). Chez A. thaliana,
la protéine SWI/SNF DECREASE IN DNA METHYLATION 1 (DDM1) est requise pour
la maintenance de la méthylation de 'ADN, la condensation de I'hétérochromatine et
la répression des TEs (Jeddeloh et al., 1999 ; Probst et al., 2003 ; Soppe et al., 2002 ;
Feng et al., 2014). Il a été proposé que DDM1 est capable de retirer les histones H1
de 'ADN pour permettre 'accés aux ADN méthyltransférases et ainsi assurer la
maintenance de la méthylation de 'ADN (Zemach et al., 2013) (figure 18). Enfin, la
famille « imitation switch » (ISWI) possede un domaine ATPase proche de la famille
SWI/SNF (Elfring et al., 1994). Les remodeleurs de cette famille portent un domaine
ATPase SWI2/SNF2 et un domaine « HANDSANT-SLIDE » capable de se lier a 'ADN
(Petty and Pillus, 2013). Cette famille permet 'assemblage de la chromatine en altérant

la position des nucléosomes, ce qui amene a la répression de la transcription. Les
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remodeleurs ISWI sont également impliqués dans l'assemblage de novo des

nucléosomes (Tyagi et al., 2016).

En plus de ces remodeleurs, d'autres ATPases jouent un réle dans
'accessibilité et la compaction de I'ADN. Les protéines Structural Maintenance of
Chromosomes (SMC) forment trois complexes protéiques. SMC1 et SMC3 forment,
en s’'associant a d’autres protéines, les complexes « cohésine » qui assurent la
cohésion entre les chromatides soeurs pendant la mitose ou la méiose (Peters et al.,
2008). Ces complexes peuvent aussi réguler la transcription (Birkenbihl and
Subramani, 1995 ; Guacci et al., 1997). SMC2 et SMC4 forment les complexes
« condensine » qui interviennent dans la condensation des chromosomes et la
répression des genes (Hirano et al., 1997 ; Ono et al., 2003). Enfin, SMC5 et SMC6
constituent un complexe intervenant dans la réparation de I'ADN (Fousteri and
Lehmann, 2000).

I.2) MORPHEUS’ MOLECULE 1 (MOM1)

MORPHEUS’ MOLECULE 1 (MOM1) est une protéine spécifique des plantes,
nécessaire pour la répression des TEs (Amedeo et al., 2000). MOM1 porte un domaine
ATPase proche de celui de CHD3 mais qui n’est pas nécessaire pour réprimer les TEs
(Caikovski et al., 2008). Inversement, son domaine conservé « Conserved MOM1
Motif 2 (CMM2) » est essentiel pour son activité de répression des TEs, ainsi que pour
la dimérisation de MOM1 (Nishimura et al., 2012). De plus, CMM2 permet l'interaction
avec les protéines PROTEIN INHIBITOR OF ACTIVATED STAT (PIAS)-type SUMO
E3 ligase-like 1 (PIAL1) et PIAL2, elles-mémes nécessaires pour réprimer les TEs
(Nishimura et al., 2012; Han et al., 2016).

MOM1 n’est pas requise pour la maintenance de la méthylation de '’ADN, ni
pour la condensation des chromocentres (Probst et al., 2003, Feng et al., 2014). Elle
agit en synergie avec la voie du RdDM pour réprimer certains loci hétérochromatiques
(Yokthongwattana et al., 2010). La protéine MOMT1 définit une voie de répression des

TEs dont le mode d’action est encore mal connu.
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ll1.3) La famille des protéines MICRORCHIDIA (MORC)

Les protéines MICRORCHIDIA (MORC) sont des ATPases de type GHKL
(Gyrase, HSP9O0, histidine kinase, MutL) présentent chez les procaryotes et les
eucaryotes (lyer et al., 2008). Ces protéines sont impliquées dans des processus de
régulation de la transcription et de répression des TEs, dans l'organisation de la
chromatine et la réparation de 'ADN (lyer et al., 2008 ; Dong et al., 2018 ; Li et al.,
2013 ; Koch et al., 2017).

Chez la souris, la protéine MORC1 est requise pour la fertilité male ; une souris
male mutante morc1 présente des petits testicules (Watson PNAS 1998, Inoue et al.,
1999), le nom microrchidia est donc depuis utilisé comme terme médical désignant
des petits testicules anormaux (Inoue et al., 1999). Bien plus tard, et suite a des
découvertes obtenues chez A. thaliana et C. elegans, il a été démontré que MORCH1
est requise pour la répression des TEs et la méthylation de 'ADN dans la lignée
germinale de souris méle (Pastor et al., 2014).

C’est donc initialement chez A. thaliana, qu’il a été découvert que MORC1,
MORCES6 (et dans une moindre mesure MORCZ2) sont nécessaires pour la répression
des TEs et des genes dont 'ADN est méthyle, ainsi que pour la condensation de
I'hétérochromatine (Moissiard et al., 2012 ; 2014 ; Lorkovic et al, 2012 ; Brabbs et al.,
2013). Les protéines MORC1 et MORC6 sont localisées a la périphérie des
chromocentres et forment des hétérodimeres de type MORC1/6 ou MORC2/6
(Moissiard et al., 2012, 2014). Bien que ces protéines ne soient pas nécessaires pour
le maintien de la méthylation de 'ADN ou de H3K9me2, plusieurs études ont montré
gu’elles interagissent avec des acteurs du RdDM (Lorkovic et al, 2012 ; Liu et al.,
2014 ; Liu et al., 2016). Ainsi, il a été proposé que le complexe MORC1/6 agirait en
amont du RdDM, et que son interaction avec certains facteurs du RdDM permettrait
de renforcer le recrutement de cette voie épigénétique au niveau de ces loci réprimés
(Gallego-Bartolome et al., 2019). De plus, les protéines MORC1/6 agissent en
synergie avec MOM1 dans la répression des TEs (Moissiard et al., 2014). Les
protéines MORC4 et MORC7, quant a elles, agissent de maniére redondante et

forment des homodimeéres pour réguler I'expression des génes indépendamment de
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MORC1/6. MORC4 et MORC7 sont impliquées dans la réponse contre le pathogéne

Hyaloperonospora arabidopsidis (Harris et al., 2016).

Le génome de C. elegans code une seule protéine Morc1 qui est aussi requise
pour la répression des génes (Moissiard et al., 2012). Récemment, il a été montré que
la protéine Morc1 forme des complexes multimériques capables de piéger 'ADN sous

forme de boucle, permettant ainsi la compaction de la chromatine (Kim et al., 2019).

Etant donné que chez tous ces organismes les protéines MORCs ont une
fonction conservée, nous pouvons donc supposer que le mode d’action de Morc1 chez

C. elegans soit également conservé chez les autres espéces.

lll.4) Les ARN non-codants (ARNNCc)

Chez les eucaryotes, les ARNnc interviennent dans de nombreux processus
cellulaires, comme le contrdle de I'expression des génes et la répression des TEs. Les
ARNNC peuvent agir a deux niveaux pour moduler I'expression génique : au niveau
post-transcriptionnel (post-transcriptional gene silencing ou PTGS), en jouant un réle
dans la dégradation des transcrits ou dans la répression de la traduction (Filipowicz et
al., 2005), ou au niveau transcriptionnel (transcriptional gene silencing ou TGS), en
contribuant a la mise en place de marques épigénétiques répressives (Kawasaki et al.,
2005 ; Morris, 2005). Il existe plusieurs types d’ARNNc, qui sont classés selon leur

taille et origine.

Les siARNSs, d’une taille comprise entre 21- et 24-nt, sont issus du clivage par
les protéines DICER d’un ARNdb ou d’une structure d’ARN de type « tige-boucle ».
lls sont pris en charge par les protéines AGO spécialisées au sein des « RNA-induced
silencing complex » (RISC) ou « RNA-induced transcriptional silencing (RITS)
complex » (Matzke and Mosher, 2014). Chez les plantes, les siARNs sont classés en
plusieurs types, selon leur origine et leur mode d’action (Vaucheret et al., 2006 ;
Borges et Martienssen, 2015). Comme évoqué précédemment, la voie du RdDM
canonique implique majoritairement des siARNs de 24-nt, bien que des siARN de 21-
et 22-nt aient été impliqués dans des voies RdDM non-canoniques (Zheng et al., 2009 ;
Nuthikattu et al., 2013 ; Wu et al., 2012 ; Matzke and Mosher, 2014).
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Les micro-ARNs (miARNs) sont généralement d'une taille de 21- ou 22-nt. lls
sont codés par des géenes specifiques, les genes MIR (Bartel, 2004 ; Naqvi et al.,
2012). Impliqués dans la voie du PTGS en dégradant des ARNm cibles ou en
réprimant la traduction, les miARNSs jouent des roles essentiels dans le développement
de I'organisme, notamment dans la formation des feuilles, la croissance racinaire et la
transition florale chez les plantes (Souret et al., 2004 ; Branscheid et al., 2015 ; Yu et
al., 2017 ; Vaucheret et al., 2004).

Les piwi-interacting ARNs (piARNSs) sont de petits ARN absents des plantes. lls
sont impliqués dans la répression des TEs et jouent un réle important dans la
gamétogenése chez les animaux (Aravin et al., 2007 ; Brennecke et al., 2007 ; Siomi
et al., 2011). lls peuvent induire le dép6t de H3K9me3 sur les clusters piARNs
chromatiniens pour permettre la transcription des précurseurs des piARNs, constituant
ainsi une boucle d’autorégulation (Le Thomas et al., 2014). Chez C. elegans, les
piARNs et les siARNs endogénes (endo-siARNSs), exprimés dans les cellules
germinales, jouent un role important dans I'hérédité de marques épigénétiques telles
que H3K9me3, permettant ainsi de maintenir les régions d’hétérochromatine entre les

générations (Weiser and Kim, 2019).

Finalement, les longs ARNs non codants (ARNIncs), sont des ARNs de plus de
200-nt, majoritairement transcrits par 'ARN Pol Il (Ulitsky and Barte, 2013).
Cependant, ils peuvent aussi étre transcrits par 'ARN Pol Il et, chez les plantes, par
'’ARN Pol IV et TARN Pol V (Dieci et al., 2007 ; Wierzbicki et al., 2008 ; 2009). lls sont
impliqués dans de nombreux mécanismes de régulation de la transcription via des
modifications épigénétiques, mais aussi au niveau post-transcriptionnel (Zhu and
Wang, 2012 ; Marin-Béjar and Huarte, 2015). Chez les mammiféres, 'ARNInc Xist
participe a la répression du chromosome X en permettant le recrutement de HDAC3
et de PRC2 (McHugh et al., 2015). Chez A. thaliana, les ARNInc COOLAIR et
COLDAIR agissent avec les facteurs FCA, FLD et VIN3 pour réprimer le répresseur
floral FLC via le dépbt de H3K27me3 et I'éviction de H3K4me2 (Csorba et al., 2014 ;
Wu et al., 2016 ; Tian et al., 2019).

lIL.5) le « mille-feuille » épigénétique
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Représentation des différents niveaux de régulation composant le « mille-feuille » épigénétique.
Les fleches a gauche représentent les interactions entre les différentes voies épigénétiques.
Modifiée de Rigal and Mathieu, 2011.



En parallele a la méthylation de 'ADN et aux MPTs des histones, les voies
epigénétiques présentées dans cette partie sont toutes impliquées dans la régulation
de I'expression des génes, la répression des TEs, ainsi que de nombreux autres
mécanismes chromatiniens tels que la réparation de 'ADN ou la division cellulaire.
Ensemble, ces voies forment une succession de couches, dite « mille-feuille »
epigénétique, qui convergent pour maintenir une bonne organisation de la chromatine
et pour réguler I'expression du génome (Rigal and Mathieu, 2011) (figure 19). Comme
nous I'avons vu, ces nombreuses voies et marques épigénétiques sont capables de
s’autoréguler entre elles, comme cela a, par exemple, été décrit avec la boucle
d’autorégulation de la méthylation en CHG et de la marque H3K9me2 chez A. thaliana
(Du et al., 2015).

IV) Les éléments transposables (TEs)

Les éléments transposables (TEs) sont des séquences d’ADN répétées ayant
la capacité de se déplacer au sein du génome. Ce sont des composants majeurs des
génomes eucaryotes, constituant jusqu’a 80% du génome du mais et 90% du génome
du blé (Devos et al., 2005). Les TEs ne sont pas répartis aléatoirement au sein des
génomes, en outre, ils sont enrichis dans les régions hétérochromatiques. Chez A.
thaliana, les TEs représentent environ 20% du génome et sont principalement enrichis
dans les régions péricentromériques et exclus des bras chromosomiques (Cokus et
al., 2008 ; Joly-Lopez and Bureau, 2014) (figure 20).

IV.1) Découverte des TEs

Les TEs ont été décrits pour la premiéere fois par Barbara McClintock chez le
mais (McClintock, 1950). En s’intéressant au bras court du chromosome 9, elle
observe qu’un locus particulier est trés souvent clivé, et que le clivage de ce locus est

associé a l'apparition de phénotypes récessifs. Ce locus est nommé dissociation (Ds),
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Figure 20 : Répartition des éléments d’ADN répétés et TEs le long des chromosomes
chez A. thaliana.

Représentation graphique de la répartition des éléments répétés et TEs le long des cinqg
chromosomes d’A. thaliana. Les chromosomes sont représentés schématiquement au-dessus
des graphiques. Les bras chromosomiques et les régions péricentromériques sont représentés
en gris clair et gris foncé respectivement. Mb : Mégabases. Modifiée de Cokus et al., 2008.



et elle montre que Ds est capable de transposition en se déplagcant dans le génome.
C’est le déplacement de Ds proche de génes qui provoque I'apparition des phénotypes
récessifs, cela va définir la notion de « controlling elements », des €léments qui ne font
pas partie de la région génique mais qui sont capables de contrdler 'expression d’un
gene (McClintock, 1950; Jones, 2005). Lors de cette étude, elle démontre également
que Ds nécessite un autre locus pour se déplacer, elle nomme ce locus Activator (Ac)
et montre qu'il est également capable de transposer dans le génome (McClintock,
1950). Ces deux loci seront par la suite décrits comme des éléments transposables
(Fedoroff et al., 1984; Jones, 2005). Suite a la découverte des TEs et du phénoméne
de transposition, Barbara McClintock recut en 1983 le prix Nobel de physiologie ou

médecine.

IV.2) Les différentes classes d’élément transposables

Les TEs sont divisés en deux grandes classes basées sur leur mécanisme de
transposition, et chaque classe est elle-méme divisée en superfamilles basées sur la
structure des TEs. Dans chaque superfamille, les TEs sont répartis en TEs autonomes,
c’est-a-dire qu’ils codent toutes les protéines nécessaires a leur transposition, et en
TEs non-autonomes, qui utilisent la machinerie d’autres TEs pour se déplacer (Wicker
et al., 2007) (figure 21).

IV.2.1) Classe | : les rétrotransposons

Les TEs de classe |, ou rétrotransposons, transposent par un mécanisme dit de
« copié-collé », via un intermédiaire ARN. Une partie des ARNm issue du TE seront
traduits pour permettre la synthése des protéines nécessaires a la formation d’une
pseudo-particule virale dans laquelle un ARNm sera intégré et rétrotranscrit en ADN
double brin. Cet ADN sera ensuite intégré a une autre position du génome (Boeke et
al., 1985) (figure 22).

Les rétrotransposons sont séparés en deux sous-classes: Les
rétrotransposons a LTR (Long Terminal Repeat) et les rétrotransposons sans LTR.
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Figure 21 : Les TEs sont répartis en plusieurs superfamilles réparties en deux classes.
Les TEs sont séparés en deux groupes selon leur mode de transposition : la classe | transpose
selon le mode du « copié-collé » et la classe |l transpose selon le mode du « coupé-collé ». lls
sont a nouveau séparés en sous-classes selon leur structure et enfin selon leur nature
autonomes (A) ou non (N-A).
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Les rétrotransposons se déplacent selon la méthode du « copié-collé ». Le rétrotransposon
est transcrit par 'ARN pol Il et son ARN est ensuite rétrotranscrit par une transcriptase
inverse. Le rétrotransposon peut alors s’intégrer a une nouvelle position dans le génome
grace a l'activité de sa protéine intégrase. Modifiée de Lisch, 2013.
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Figure 23 : Mode de transposition des transposons.

(A) Les transposons se déplacent selon la méthode du « coupé-collé ». Le transposon est excisé
de sa position initiale par une transposase et il est ensuite intégré a une nouvelle position. (B) Les
Helitrons se déplacent selon un mécanisme impliquant une cassure simple brin provoquée par la
transposase, sur le site du TE et le site cible. Le site cible est ensuite envahi par le TE qui vient
former une boucle d’ADN qui sera résolue par des mécanismes de réparation de 'ADN. Modifiée
de Lisch, 2013.



Les rétrotransposons a LTR sont prédominants dans le génome des plantes et moins
abondants dans celui des animaux (Wicker et al., 2007). D’un point de vue évolutif,
ces TEs sont proches des rétrovirus (Frankel and Young, 1998 ; Seelamgari et al.,
2004). Au sein de cette sous-classe, les superfamilles Ty3/Gypsy et Ty1/Copia sont
les plus largement représentées au sein des génomes (Bennetzen et al., 2005). Les
rétrotransposons sans LTR sont répartis en deux superfamilles : les LINEs (Long
Interspersed Nuclear Elements) et les SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements).
Les LINEs sont présents chez tous les eucaryotes, et sont majoritaires au sein des
génomes animaux (Wicker et al., 2007). Les SINEs, quant a eux, sont des TEs dérivés
de la transposition accidentelle de transcrits issus de 'ARN polymérase Il (Kramerov
and Vassetzky, 2005). Le SINE Alu est un des mieux caractérisé et le plus abondant
dans le génome humain (Rowold and Herrera, 2000 ; Batzer and Deininger, 2002).

IV.2.2) Classe Il : les transposons

Les TEs de classe Il, ou transposons, transposent par un mécanisme dit de
« coupé-collé ». Des protéines spécifiques sont capables d’exciser le TE d’un site
donneur et de permettre son intégration a un autre endroit du génome (Greenblatt and
Brink, 1963 ; Rubin et al., 1982) (figure 23).

Les transposons sont séparés en deux sous-classes : Les transposons dits
classiques, et les transposons non-classiques. La premiére sous-classe comporte les
transposons a TIR (Terminal Inverted Repeats), dont notamment les Mutator-like
(MULE), des transposons autonomes ou non. Certains MULEs portent des fragments
de genes issus du génome héte, on parle alors de « pack-MULEs » (Jiang et al., 2004).
La premiéere sous-classe contient également les transposons sans TIR. Tous ces TEs
sont capables de se multiplier dans le génome en transposant au cours de la
réplication de ’'ADN, depuis une région déja répliquée (Greenblatt and Brink, 1962).
lls peuvent également utiliser le systeme de réparation suite a une excision pour se
multiplier (Nassif et al., 1994). La sous-classe des transposons non-classiques
comporte la superfamille des Helitrons. Les TEs de cette superfamille transposent en
utilisant un mécanisme particulier de réplication circulaire dit « rolling circle », au cours

duquel un seul brin d’ADN est clivé (Kapitonov and Jurka, 2001 ; Grabundzija et al.,
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2016). Chez le mais, les Helitrons portent des fragments de genes capturés lors de la

transposition, on parle du phénomene de transduplication (Morgante et al., 2005).

IV.3) La contribution des éléments transposables dans le génome

Historiguement, les TEs ont longtemps été considérés comme des éléments
parasites, dit ADN « poubelle », des génomes (Ohno, 1972). De par leur capacité a
transposer, ils sont généralement vus comme des éléments fortement mutagenes qui
qui doivent étre réprimés par leur hote, afin de maintenir son intégrité. Cette vision a
cependant évolué au fil des années, grace a des études démontrant I'impact positif
des TEs sur les génomes (Volff, 2006 ; Oliver and Greene, 2009 ; Fedoroff, 2013). Les
TEs sont en effet une importante source de variabilité, d’adaptation et d’innovation
génétique. lls jouent également un réle essentiel dans la structure des génomes, en
effet les régions péricentromériques et subtélomériques des chromosomes sont
enrichies en TEs qui permettent le maintien de I’hétérochromatine sur ces régions du
fait qu’ils soient visés par les voies épigénétiques répressives (Slotkin and
Martienssen, 2007).

La présence d’'un TE dans une région régulatrice -comme le promoteur- d’un
géne peut influencer I'expression de ce dernier. Cette influence peut étre répressive,
comme c’est le cas chez la vigne ou I'insertion d’un rétrotransposon dans le promoteur
du gene responsable de la couleur noire des grains réprime ce dernier, donnant des
grains blancs dans la variété Chardonnay (Kobayashi et al., 2004; Lisch, 2013). Cette
influence peut aussi étre activatrice, par exemple chez le phaléne du boulot, chez qui
l'insertion du TE carbonaria dans un intron du géne cortex active fortement son
expression, donnant une couleur noire au papillon, ce qui lui permet d’échapper aux
prédateurs (Hof et al., 2016). Un autre exemple est celui de I'orange sanguine, chez
laquelle I'insertion d’'un TE dans le promoteur du gene Ruby active son expression,
apres une exposition au froid et donne sa couleur caractéristique au fruit (Butelli et al.,
2012; Lisch, 2013).

En paralléle, de nombreuses études menées chez les eucaryotes ont montré
que des protéines (ou domaines protéiques) issus de TEs pouvaient jouer des réles

essentiels dans de nombreux processus cellulaires de I'organisme héte. Par exemple,
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chez les vertébrés, les protéines RAGs sont des transposases impliquées dans le
systéme immunitaire (Jangam et al., 2017). De méme, chez la drosophile le maintien
des téloméres est assuré par les TEs TART et heT-A, apparentés aux LINEs (Jangam
etal., 2017). Des exemples ont aussi été décrits chez les plantes, comme les protéines
FAR-RED IMPAIRED RESPONSE 1 (FAR1) et FAR1-RELATED SEQUENCES (FRS)
qui sont des facteurs de transcription dérivés d’un transposon MULE (Lin et al., 2007).
Mais aussi les protéines SLEEPER et les protéines MUSTANG (MUG) sont dérivés de
transposons hAT et MULE respectivement et sont essentielles pour le développement
d’A. thaliana (Bundock and Hooykaas, 2005 ; Joly-lopez et al., 2012). Enfin, les
protéines Plant Mobile Domain (PMD) sont possiblement issues d’un rétrotransposon
Ty3/Gypsy (Ikeda et al., 2017).

D’un point de vue évolutif, il est maintenant clairement accepté que les TEs
peuvent avoir un effet positif sur la « fithess » sélective de I'organisme hbte, en
particulier en réponse a un changement environnemental important. Ainsi, la cellule
hoéte peut détourner a son profit une séquence de type TE pour l'utiliser comme
séquence régulatrice de ses propres genes. Elle peut également domestiquer un géne
de TE (comme par exemple un géne codant une transposase) pour le détourner de sa
fonction originelle. On parle alors de domestication de géne ou de séquence de TEs,
un phénomeéne appelé aussi « co-option » ou « exaptation ». Dans tous les cas, ces
processus impliquent une notion d’adaptation de I'organisme a son environnement, a
travers la sélection d’un caractére remplissant une nouvelle fonction et ayant un
avantage pour la « fitness » sélective de I'organisme héte (Chuong et al., 2017;

Jangam et al., 2017)

V) La génétique classique

L’approche dite de génétique classique (ou crible génétique) est une méthode
trés largement utilisée chez la plante modéle A. thaliana dont le but est d’identifier le
géne muté qui est responsable du phénotype mutant étudié. A I'opposé, la génétique
inverse étudie la conséquence phénotypique due a la mutation d’'un géne qui est connu
(Page and Grossniklaus, 2002).
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Figure 24 : Construction et matériel végétal utilisé lors du crible génétique.

A. Représentation schématique de la construction ATCOPIA28::GFP. La GFP est placée
sous le contrble du 5LTR du rétrotransposon AT3TE51900. Un NLS est ajouté pour
optimiser 'accumulation de la GFP dans le noyau et ainsi optimiser la détection de la
protéine sous lumiere UV. B. Photos représentatives des deux lignées ATCOPIAZ28::GFP
WT et ATCOPIAZ28::GFP ddc. L'expression de la GFP est observée sous lumiére UV. Les
mémes plantes photographiées sous lumiére blanche sont montrées en dessous. C.
Représentation schématique de la construction ATCOPIA28::GFP et de son niveau de
méthylation de 'ADN dans les deux lignées. Les cercles rouges représentent la méthylation
de 'ADN. Ce niveau est corrélé au niveau d’expression de la GFP. Portion de figure extraite
de Nicolau et al., 2020.



V.1) Principe général

Le concept du crible génétique repose tout d’abord sur la création de mutations
aléatoires au sein du génome. Ces mutations peuvent étre provoquées par un
traitement a [I'éthyle méthanesulfonate (EMS), un agent chimique provoquant
principalement des mutations par substitution (C en T et A en G), par traitement aux
rayons gamma, ou encore par l'insertion d’ADN de transfert (ADN-T) ou de TEs (par
exemple le TE Ac/Ds du mais) (Page and Grossniklaus, 2002). Les populations
mutantes obtenues aprés mutagenése sont ensuite criblées pour le phénotype
d’intérét. Cela peut étre I'apparition d’'un phénotype mutant chez une plante sauvage,
mais il peut également s’agir d’'un phénotype mutant qui est restauré (crible
suppresseur), ou d’'un phénotype mutant qui est aggravé (crible « enhancer »). Le
crible peut aussi se baser sur I'expression d’'un gene rapporteur, comme ceux codant
la B-glucoronidase (GUS) ou la green fluorescent protein (GFP), placé sous le contrble
du promoteur d’'un géne d’intérét. La génétique classique a permis d’identifier de
nombreux genes impliqués dans différentes voies épigénétiques, notamment CMTS3,
MORC1 et MORCE6 (Bartee et al., 2001; Lindroth et al., 2001; Moissiard et al., 2012).

V.2) Le systéme ATCOPIA28::GFP

Un des projets développés par I'équipe mécanismes épigénétiques et
architecture de la chromatine (MEAC) consiste en l'identification de nouveaux facteurs
épigénétiques en utilisant une approche de génétique classique. Le crible se base sur
une construction appelée ATCOPIAZ28::GFP, ou I'expression de la GFP est sous le
contrdle du 5LTR d’un rétrotransposon de la famille ATCOPIA28 (AT3TE51900)
(figure 24.A). Ainsi, grace a ses régions promotrices, le 5’LTR contréle la transcription
de la GFP. Dans un fond génétique sauvage, AT3TE51900 est réprimé par plusieurs
voies épigénétiques, telles que, entre autres, la méthylation de 'ADN et H3K9me2. De
maniére similaire, '’ADN du promoteur 5LTR d’ATCOPIA28::GFP est méthylé ; le
transgéne est donc également réprimé dans le fond sauvage (ATCOPIA28::GFP WT)
(figure 24.B). Dans le fond mutant drm1 drm2 cmt3 (ddc), ’ADN de AT3TE51900 est

42



ddc ddc#16
B 0a WT ddc ddc#16
254 = @ GFP
Coomassie ‘ ‘ Q rbcL

Figure 25 : La lignée ddc#16 montre une surexpression de la GFP.

(A) Photos représentatives de plantes sauvages (WT), ddc et ddc#16 de 10 jours sous
lumiére UV. Des photos sous lumiere blanche des plantes WT et ddc sont montrées en
encart. (B) Western blot des lignées WT, ddc et ddc#16 réalisé avec un anticorps GFP. La
grande sous-unité de la Rubisco (rbcL) est utilisée comme témoin de charge. La lignée
ddc#16 montre une surexpression de la GFP par rapport a la lignée ddc de base. Figure
extraite de Nicolau et al., 2020.



partiellement hypométhylé (figure 24.C), ce qui a pour conséquence d’induire une
légére activation transcriptionnelle. En outre, AT3TE51900 peut aussi étre activé dans
les fonds morc6, morci ou momi (Moissiard et al., 2014). L’introduction de
ATCOPIAZ28::GFP dans un fond ddc a permis de récapituler les phénotypes
moléculaires observés pour AT3TE51900. Ainsi, une plante ATCOPIAZ28::GFP ddc

exprime la GFP a un niveau basal (figure 24.B).

Le matériel ATCOPIAZ28::GFP ddc constitue donc un fond génétique dit
« sensibilisé » ou les voies épigénétiques DRM2 (RdDM) et CMT3 sont affectées. Ce
matériel a été utilisé pour réaliser une mutagenése a 'EMS dans le but d’'identifier de
nouvelles voies épigénétiques impliquées dans le silencing des TEs.

V.3) Résultats du crible

Aprés mutagenése, les populations mutantes ATCOPIA28::GFP ddc ont été
criblées sous microscope couplé a une lumiére UV afin d’'identifier des populations
mutantes présentant des individus surexprimant la GFP, comme par exemple la lignée
ddc #16 (figure 25). Des analyses de transcription inverse suivie de PCR quantitative
(RT-gPCR) ont ensuite été réalisées afin de s’assurer qu’en plus ’ATCOPIAZ28::GFP,
plusieurs TEs dont les deux ATCOPIAZ28 endogénes AT3TE51900 et AT5TE41315

étaient aussi surexprimeés.

Il a alors fallu générer les populations de cartographie en croisant les individus
mutants positifs avec la lignée parentale utilisée pour la mutagenese
(ATCOPIAZ28::GFP ddc). Puis, des approches de reséquencage du génome (NGS)
couplé a des analyses de type « Bulked segregant analysis » ont permis de
cartographier, pour chaque population mutante d’intérét, la région génomique ou se
trouve le gene muté potentiellement responsable du phénotype de surexpression de
la GFP. Des analyses de génétique traditionnelle ont ensuite permis de confirmer ces
résultats : test de complémentation par croisement de l'alléle mutant EMS avec un
allele mutant T-DNA du géne candidat, utilisation de marqueurs de types « derived
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences » (dCAPS).
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Figure 26 : Arbre phylogénique des PMD chez les angiospermes.

Un arbre phylogénique a été construit a partir de 308 PMD de 33 espéces d’angiospermes
différentes. Les trois clades PMD-A, -B et —C sont indiqués et les fleches indiquent les
protéines MAIN, MAIL1, MAIL2 et MAIL3 d’A. thaliana. Figure extraite de Ikeda et al., 2017.



Suite a ces analyses, il a été démontré que la lignée ddc #16 était mutée pour
le géne AT1G17930 codant la protéine Plant Mobile Domain (PMD) MAINTENANCE
OF MERISTEM (MAIN), et que c’était bien cette mutation qui était responsable du
phénotype mutant. Le mutant ddc #1716 a alors été renommé ddc main-3. C’est a ce
moment-la que jai rejoint I'équipe MEAC pour commencer ma thése. Les résultats
découlant de l'identification de la population ddc main-3 seront présentés dans le
chapitre 1 de la partie RESULTATS (Nicolau et al., 2020).

VI) La famille des génes Plant Mobile Domain (PMD)

VI.1) Origine du domaine protéique

Le Plant Mobile Domain (PMD) est un domaine protéique uniqguement présent
chez les Angiospermes (lkeda et al., 2017). Il peut étre de nature génique et trés
conservé entre espéces d’'une méme famille, ou associé a des TEs de type MULE ou
Ty3/Gypsy dans de nombreux génomes de plantes (Babu et al., 2006; Steinbauerova
et al., 2011; Ikeda et al., 2017). Cette association TE-PMD n’est pas retrouvée chez
les Brassicaceae.

Une analyse phylogénique précise a permis de séparer le domaine PMD en
trois clades distincts largement distribués chez les Angiospermes (lkeda et al., 2017)
(figure 26) : Le clade PMD-A, lui-méme séparé en 2 sous-groupes PMD-A-1 et PMD-
A-2, regroupe des PMD associés uniqguement aux rétrotransposons Ty3/Gypsy (lkeda
et al., 2017). Le clade PMD-B regroupe des PMD de type génique. Enfin, le clade
PMD-C, auquel appartient le géne MAIN d’A. thaliana, regroupe des PMD soit de type
génique, soit associés aux transposons MULE, ceci au moins chez plusieurs espéces
de monocotylédones et chez Amborella trichopoda (lkeda et al., 2017). Il semblerait
cependant que certaines espéces de Solanaceae, comme la tomate et la pomme de
terre, possédent également des TEs MULE portant un domaine PMD divergent.

Deux scénarios ont été proposés pour expliquer la distribution particuliére des
PMD-A, -B et -C au sein des angiospermes. Le premier scénario, privilégi€, propose
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Figure 27 : Deux scénarios évolutifs proposés pour expliquer la répartition des différentes
versions de PMD au sein des génomes d’angiospermes.

(A) Le premier scénario propose l'existence d’'un PMD-A ancestral, associé a un TE de type
Ty3/Gypsy, qui aurait été co-opté par 'ancétre commun des angiospermes pour créer une version
PMD génique (PMD gen.). Ce PMD génique aurait évolué et se serait diversifié, créant ainsi les
versions PMD-B et PMD-C. Plus tard au cours de I'évolution des angiospermes, au moins deux
évenements indépendants de transduplication auraient permis a des TEs de type MULE de
capturer une version PMD-C. (B) Le deuxiéme scénario propose plutdt I'existence d’'un PMD
génique ancestral qui aurait évolué pour donner les versions PMD-A, PMD-B et PMD-C. Par la
suite, la version PMD-A aurait tout d’abord été capturée par transduction par un TE de type
Ty3/Gypsy. Plus tard au cours de I'évolution des angiospermes, et de maniére indépendante chez
plusieurs espéces d’angiospermes, des versions PMD-C auraient été capturées par un TE de
type MULE par transduplication.



qu’'un PMD-A ancestral, associé a un rétrotransposon Ty3/Gypsy, aurait été co-opté
par l'organisme héte, ancétre commun des angiospermes, par le processus de
domestication de géne de TE. Au cours de I'évolution, des versions géniques PMD-B
et -C seraient apparues, puis, des versions PMD-C auraient été capturées par des
transposons MULEs lors, d'au moins, deux événements indépendants de
transduplication (lkeda et al., 2017) (figure 27.A). Le deuxiéme scénario propose
I'existence d’'un PMD génique ancestral qui aurait évolué pour donner les versions
PMD-A, -B et -C. Assez t6t au cours de I'évolution des angiospermes, la version PMD-
A aurait été capturée par un rétrotransposon Ty3/gypsy via le processus de
transduction. Plus tardivement, des versions PMD-C auraient été capturées par des
transposons MULEs, ceci a plusieurs reprises et de maniéres indépendantes chez
plusieurs espéces d’angiospermes, via le processus de transduplication (figure 27.B).

Du fait de son association avec des TEs, le domaine PMD peut étre trés
représenté chez certains angiospermes (Babu et al., 2006). Par exemple, il existe 427
copies de PMD chez la tomate (Solanum lycopersicum) et 668 chez le riz (Oryza
sativa). Inversement, il existe 13 copies de PMD chez A. thaliana.

La structure 3D du PMD n’a pas encore été résolue, mais une structure
secondaire composée de 8 feuillets B et plus de 10 hélices a a été prédite, et une
similarité avec des protéines de type aminotransférases a été proposée (Babu et al.,
2006, Uhlken et al., 2014, domaine PFAM = PF10536). En outre, une prédiction de
structure protéique réalisée au sein de notre équipe avec l'outil I-TASSER (lterative
Threading ASSEmbly Refinement) (Zhang et al., 2017) suggeére, avec une tres faible
certitude, que le PMD aurait une structure similaire a des protéines de type
« transférase ». En conclusion, la structure 3D du PMD reste énigmatique.

Les versions PMD géniques (non associées aux TEs) existent sous deux
configurations : La majorité d’entre elles correspond a un PMD unique flanqué de
régions non structurées, on parle alors de version « standalone ». Certaines versions
sont associées a d’autres domaines protéiques comme par exemple un domaine
phosphatase.
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Figure 28 : La famille PMD-C chez A. thaliana.

Représentations schématiques des protéines de la famille PMD-C. A gauche sont indiqués les
« locus identifier » et le nom des génes. A droite est indiquée la taille en acide aminé de chaque
protéine. Les représentations schématiques des protéines sont issues du site pfam, et les
rectangles bleu et gris représentent des régions désorganisées de la protéine. Les fleches
représentent la position du NLS dans la protéine.
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Figure 29 : La famille PMD-B chez A. thaliana.
Représentations schématiques des protéines de la famille PMD-B. A gauche sont indiqués les
numéros ATG et le nom des génes. A droite est indiqué la taille en acide aminé de chaque
protéine. Les représentations schématiques des protéines sont issues du site pfam, et les
rectangles bleu et gris représentent des régions désorganisées de la protéine.




VI.2) Les génes PMD chez A. thaliana

Le génome d’A. thaliana code 13 protéines PMD, dont 9 PMD-B « standalone »
et 4 PMD-C (Ikeda et al., 2017). Parmiles 4 PMD-C, MAIN, MAIN-LIKE 1 (MAIL1) et
MAIL2 sont des « standalone », alors que MAIL3 posséde également un domaine de
type sérine/thréonine phosphatase (PPP) (Uhlken et al., 2014; Nicolau et al., 2020).
De plus, tous les membres de cette famille portent un signal de localisation nucléaire
(NLS) dans leur séquence (Wenig et al., 2013; Uhlken et al., 2014) (figure 28). Parmi
les protéines PMD-B, certaines d’entre elles présentent un domaine PMD partiel ou
tronqué (figure 29). Alors que les protéines MAIN et MAIL1 ont été impliquées dans
plusieurs processus cellulaires et développementaux, les réles de MAIL2, MAILS ou

des PMD-B restent a ce jour totalement inconnus.
VI.2.1) Les genes MAIN et MAIL1

Des analyses utilisant les génes rapporteurs GUS et GFP ont montré que les
genes MAIN et MAIL1 sont fortement exprimés dans les tissus méristématiques
apicaux caulinaire et racinaire, ainsi que dans les organes reproducteurs de la fleur
(Wenig et al., 2013; Uhlken et al., 2014). Par des analyses de RTqPCR utilisant les
parties aériennes de plantes agées de 3 semaines (avant floraison), nous avons pu
constater que MAIN et MAIL1 étaient exprimés a des niveaux similaires (figure 30).
MAIN et MAIL1 sont les deux génes les mieux caractérisés de la famille et plusieurs
études ont montré leur réle dans le développement, la stabilité du génome et la
répression des TEs.

VI.2.1.1) Réle dans le développement et la stabilité du
génome.

MAIN a initialement été identifié dans un crible génétique basé sur un défaut de
distribution sub-racinaire de la GFP, en utilisant le matériel pPSUC2::GFP (Wenig et al.,
2013).

Les premieres études fonctionnelles de MAIN et MAIL1 ont montré leur
importance dans la croissance de la plante et la stabilité du génome (Wenig et al.,
2013; Uhlken et al., 2014). Les plantes mutantes KO main-2 et mail1-1 montrent un
développement fortement affecté : elles sont plus petites que les plantes sauvages, la

croissance de leur racine primaire est drastiguement réduite et les feuilles sont
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Figure 30 : Niveaux d’expression de MAIN et MAIL1 dans les différents organes
chez A. thaliana.

Le niveau d’expression de MAIN et MAIL1 sont testés par RT-gPCR. Les niveaux de
transcrits sont exprimés relativement au géne de ménage RHIP1.



déformées (Wenig et al., 2013; Uhlken et al., 2014) (figure 31). Ce phénotype
développemental s’explique probablement par un méristéeme apical racinaire (MAR)
altéré avec une diminution de la division cellulaire et une différenciation cellulaire
précoce, ainsi qu’une perte de la totipotence des cellules du centre quiescent du MAR.
Les zones d’expression des génes de « patterning » de la racine sont altérées, avec
certains génes exprimés de fagon ectopique et d’autres dont la zone d’expression est
diminuée. Dans les plantes main-2, le méristeme apical caulinaire (MAC) est
également désorganisé avec une division aberrante des cellules (Wenig et al., 2013).
Dans les plantes mail1-1, 'expression de genes embryonnaires reste active longtemps
au cours du développement provoquant parfois la formation de cals (Uhlken et al.,
2014). En plus de ces déreglements, les plantes main-2 et mail1-1 montrent aussi une
mort cellulaire accrue dans le MAR qui s’accompagne d’'une augmentation de
'expression des génes de réponse aux dommages a I’ADN, et une sensibilité aux
traitements génotoxiques plus élevée que des plantes sauvages. Tous ces phénotypes
indiquent un réle de MAIN et MAIL1 dans le maintien de la stabilité du génome, en
particulier dans les méristéemes apicaux. Ces études montrent aussi qu’une épistasie

existe entre les deux génes (Wenig et al., 2013; Uhlken et al., 2014).

VI.2.1.2) Réle de MAIN et MAIL1 dans la répression des
TEs

Une étude plus récente a montré l'implication de MAIN et MAIL1 dans la
répression des TEs, principalement péricentromériques (lkeda et al., 2017). Il a été
suggéré que MAIN et MAILT agissent dans la méme voie de répression, et
indépendamment des différentes voies déja connues (méthylation de I'ADN,
modifications d’histone, siARN, MOM1 et AtMORCS6). Enfin, ces protéines joueraient
un réle dans la condensation de I'hétérochromatine (lkeda et al., 2017). Tous ces

résultats seront plus amplement discutés plus tard dans ce manuscrit.
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Figure 31 : Phénotypes développementaux des mutants main-2 et mail1-1

(A) Photos représentatives de plantes sauvages (WT) et main-2 montrant les différents
phénotypes développementaux des mutants main-2. Les plantes main-2 ont une taille de la
rosette et des feuilles diminuée, ainsi qu'une déformation des feuilles. Elles ont également un
nombre de graines par silique diminué et un défaut de croissance de la racine. Des observations
en microscopie de la racine montrent une différenciation précoce des cellules (indiqué par les
fleches) et une coloration a l'iodure de propidium (IP) montre de la mort cellulaire dans I'extrémité
de la racine (indiqué par I'astérisque). (B) Photos représentatives de plantes WT et mail1-1. Les
plantes mail1-1 montrent également une diminution de la taille des feuilles et de la rosette, ainsi
gu’une diminution de la croissance de la racine. Des observations en microscopie de I'extrémité
de la racine montrent une désorganisation du MAR avec de la mort cellulaire montrée par
coloration a I'lP. Le centre quiescent est indiqué par la fleche blanche (extrait de Wenig et al.,
2013 et Uhlken et al., 2014).



- mail3-2

Figure 32 : Phénotypes des plantes mail3-1 et mail3-2.

Photos représentatives de plantes sauvages WT, mail3-1 et mail3-2. Ces plantes ne
montrent aucun phénotype développemental. Des observations en microscopie de
I'extrémité de la racine ne montrent pas de différence entre les plantes WT et mail3-
2 (extrait de Uhlken et al., 2014).
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Figure 33 : Les superclasses de FTs chez les eucaryotes.
Les FTs sont répartis en plusieurs superclasses selon la structure de leur domaine de
liaison a ’ADN. Chaque superclasse regroupe plusieurs familles de FTs.



VI.2.2) Les genes MAIL2 et MAIL3

Les genes MAIL2 et MAIL3 montrent un patron d’expression similaire a celui de
MAIL1 et MAIN (Uhlken et al., 2014).

MAIL2 n’a jamais été étudieé. MAIL3, quant a lui, a été étudié a I'aide de deux
alleles mutants mail3-1 et mail3-2. Les plantes mutantes mail3-1 et mail3-2 ne
montrent aucun phénotype développemental (figure 32), et les plantes mail3-2 ne
semblent pas montrer de surexpression des TEs (Uhlken et al., 2014 ; Ikeda et al.,
2017). MAIL3 ne semble donc pas impliqué dans le développement de la plante ni la
répression des TEs dans les conditions de culture contrélées des laboratoires (Uhlken
et al.,, 2014; Ikeda et al., 2017; de Luxan-Hernandez et al., 2019).

Les rbles physiologiques et moléculaires de MAIL2 et MAIL3 sont encore
inconnus et des analyses approfondies seront nécessaires pour comprendre la

fonction de ces geénes.

VIl) Les facteurs de transcription (FTs)

Une régulation précise et coordonnée de la transcription est essentielle pour le
bon fonctionnement des cellules. De nombreux mécanismes cellulaires sont impliqués
dans cette régulation (Lelli et al., 2012). Les facteurs de transcription (FTs) sont des
protéines spécialisées qui régulent la transcription. Ces facteurs peuvent agir comme
activateurs, via un domaine d’activation transcriptionnel, ou répresseurs, via un
domaine de répression ou en bloquant les facteurs activateurs (Latchman, 1997). Les
FTs portent également un domaine de liaison a ’ADN (« DNA binding domain » DBD)
qui leur permet de reconnaitre des séquences d’ADN spécifiques, appelée éléments
cis-régulateurs (Latchman, 1997 ; Istrail and Davidson, 2005). Les FTs sont séparés

en cing classes selon la nature de leur DBD (Matys et al., 2006) (figure 33) :
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VIl.1) Les différents types de FTs

Les FTs peuvent étre séparés en trois catégories selon leur mode de
fonctionnement et leur position au sein des processus de régulation et d’initiation de

la transcription.

VIl.1.1) Les FTs pionniers

Les FTs pionniers sont présents chez les animaux et les plantes. lls ont la
capacité de se lier a I'hétérochromatine afin de promouvoir sa décondensation et
permettre a d’autres FTs de se lier sur ces régions, conduisant potentiellement a
'expression des génes ciblés (Lai et al., 2018). Aussi bien chez les animaux que chez
les plantes, ces facteurs sont essentiels pour le développement et la reprogrammation
cellulaire. Par exemple chez les animaux, les FTs Forkhead Box A1 (FOXA1) et GATA
binding protein 4 (GATA4) sont capable d’induire 'organogenése a partir des cellules
endodermales (Lai et al., 2018). Chez les plantes, LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) est
un FT impliqué dans le développement embryonnaire, LEAFY (LFY) dans la mise en
place du méristéme floral, enfin APETALA 1 (AP1) et SEPALLATA 3 (SEP3) sont
impliqués dans le développement de la fleur (Tao et al., 2017 ; Moyroud et al., 2010 ;
Pajoro et al., 2014).

Plusieurs modes d’action des FTs pionniers ont été observés (Lai et al., 2018) :

- Des FTs portent un DBD « histone-like » leur permettant de déplacer les
histones et de rendre la chromatine plus accessible pour d’autres FTs. C’est le cas
des FTs FOXA1 et LEAFY COTYLEDON1 (LEC1) qui portent des DBDs similaire a
ceux des histones H1 et H2A-H2B respectivement (lwafuchi-Doi et al., 2016 ; Lee et
al., 2003).

- Des FTs ont la capacité de se lier sur TADN nucléosomal sans avoir besoin de
déplacer les histones, c’est le cas des FTs OCTAMER-BINDING TRANSCRIPTION
FACTOR 4 (OCT4) et LFY (Soufi et al., 2012 ; Sayou et al., 2016).

- Des FTs sont capables de recruter des remodeleurs de la chromatine

permettant 'ouverture de la chromatine. C’est le cas de LFY et SEP3 chez les plantes
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qui recrutent les remodeleurs ISWI SPLAYED (SYD) et BRAHMA (BRM) (Wu et al.,
2012)

- Enfin, des FTs sont capables de se lier sur TADN méthylé comme PAIRED BOX
7 (PAX7) chez les mammiféres (Mayran et al., 2018).

Les FTs pionniers permettent la mise en place d’'une structure ouverte de la chromatine
pour les autres facteurs de transcription, et favorisent le dépét de marques permissives
et le retrait de marques répressives telles que H3K27me3 (Johnson et al., 2018 ; Tao
et al., 2017).

VII.1.2) Les FTs spécifiques

Les FTs spécifiques sont des activateurs ou des répresseurs transcriptionnels.
lls agissent en se liant a des séquences d’ADN spécifiques situées en amont du TSS,
et sont le plus souvent activés par des voies de signalisation spécifiques ou des
signaux environnementaux (Lelli et al., 2012). Ces FTs sont séparés en différentes
familles selon leur mode de fonctionnement et les séquences qu'ils lient. Chez A.
thaliana, il existe plusieurs grandes familles de FTs. Dans cette partie, je me
concentrerai sur trois grandes familles de FTs spéciaux.

VII.1.2.1) La famille WRKY

La famille de FTs WRKY est caractérisée par la présence d’'un domaine WRKY,
un DBD a doigt de zinc (Babu et al., 2006 ; Rushton et al., 2010). Ces FTs sont
capables de reconnaitre une séquence spécifique, appelée boite W, et de s’y lier. Les
FTs WRKY sont capables d’activer ou réprimer la transcription, et certains portent
méme les deux fonctions. C’est le cas de WRKY53 qui est capable d’activer ou de
réprimer la transcription selon le contexte du promoteur sur lequel il se lie (Miao et al.,
2008). Une des particularités des FTs WRKY est leur capacité d’autorégulation ou de
régulation croisée, en effet le promoteur des genes WRKY porte également une boite
W, ce qui permet la liaison des FTs WRKY sur leur propre promoteur ou le promoteur
d’autres WRKY (Eulgem and Somssich, 2007 ; Eulgem et al., 1999 ; Robatzek and
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Somssich, 2002). Les protéines WRKY sont impliquées dans de nombreux
mécanismes cellulaires comme la réponse aux stress biotiques et abiotiques, le
développement de la graine ou encore la senescence (Grunewald, et al., 2008 ; Jiang
and Deyholos, 2009 ; Li et al., 2009 ; Luo et al., 2005 ; Guo et al., 2004 ; Robatzek and
Somssich, 2002).

VIl.1.2.2) La famille basic (région) leucine zipper (bZIP)

Les FTs bZIP existent chez tous les eucaryotes. Ces FTs possédent un DBD
basique conservé et un domaine de glissiere a leucine qui permet leur
hétérodimérisation, ce qui leur confére une grande flexibilité d’interaction et de liaison
a leurs ADN cibles (Drége-Laser et al., 2018 ; Rodriguez-Martinez et al., 2017). Chez
A. thaliana, la famille bZIP compte 78 membres, répartis en 13 groupes (Jakoby et al.,
2002). Ces FTs sont impliqués dans de nombreux processus comme la réponse aux
stress biotiques et abiotiques, le métabolisme énergétique, la floraison ou la
senescence (Alves et al., 2013 ; Fujita et al., 2005 ; Baena-Gonzalez et al., 2007 ; Abe
et al., 2005 ; Smykowski et al., 2010).

VIl.1.2.1) La famille FAR1-RELATED SEQUENCE (FRS)

A linstar de son membre fondateur FAR-RED IMPAIRED RESPONSE 1
(FAR1), les FTs de cette famille dérivent de transposase de TEs de type MULE (Lin et
al., 2007). La majorité des membres de cette famille portent trois domaines distincts :
un DBD FART1 de type doigt de zinc, un domaine transposase putatif dérivé de MULE
et un domaine SWIM (SWI2/SNF2 & MuDR transposase) de type zinc finger (Lin and
Wang, 2004). Les membres les mieux décrits de cette famille sont FAR1 et FAR-RED
ELONGATION HYPOCOTYLS 3 (FHY3) qui sont impligués dans de nombreux
processus cellulaires comme la détection de la lumiére, le développement du
méristéme apical et floral et 'immunité de la plante (Ma and Li, 2018). En plus de ces
deux protéines, cette famille comporte douze protéines FAR1-RELATED SEQUENCE
(FRS) et quatre protéines FRS-RELATED FACTOR (FRF) chez A. thaliana (Lin and
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Wang, 2004 ; Aguilar-Martinez et al., 2015). Contrairement a FAR1 et FHY3, les
fonctions physiologiques et moléculaire des protéines FRS et FRF sont largement
méconnues. |l a néanmoins été montré que FRS6 et FRS8 jouent un rble dans la
régulation du timing de floraison, et que FRF1 est capable de se lier sur le promoteur
de SHOOT MERISTEMLESS (STM) un gene requit pour la maintenance du MAC
(Aguilar-Martinez et al., 2015).

VII.1.3) Les FTs généraux

Les FTs généraux sont impliqués dans le recrutement et la formation du
complexe de pré-initiation de 'ARN polymerase Il (ARN pol Il). Il existe 6 FTs
généraux, appelés « transcription factor Il » A (TFIIA), TFIIB, TFIID, TFIE, TFIF, TFIG
et TFIIH. lls agissent généralement via la reconnaissance de séquences d ‘ADN
régulatrices spécifiques telle que la boite TATA, présente dans le promoteur des génes
transcrits par I'ARN pol Il et proche du TSS (Orphanides et al., 1996). La
reconnaissance de la boite TATA est assurée, en autres, par TFIID, un complexe
protéique composé de la « TATA box-binding protein » (TBP) et de plusieurs « TBP-
associated factors » (TAF) (Sainsbury et al., 2015). TBP est requis pour linitiation de
la transcription a partir des promoteurs contenant une boite TATA, tandis que les TAF
apportent une spécificité de séquence (Sainsbury et al., 2015). Les FTs généraux
agissent sur la chromatine en aval des FTs spécifiques, grace a des ponts
moléculaires impliquant de nombreuses protéines telles que les facteurs du complexe
Mediator ou encore le complexe SAGA impliqué dans I'acétylation des histones et le
recrutement de ’ARN Pol Il (Sainsbury et al., 2015).

VII.2) Interaction entre les facteurs de transcription et les
modifications épigénétiques

Les modifications épigénétiques, par leur capacité a modifier 'accessibilité de
I’ADN, peuvent influencer la liaison des FTs. Ainsi, les marques répressives comme la
méthylation de 'ADN, H3K9me2 ou H3K27me3 peuvent représenter un obstacle pour

les FTs, mais certaines d’entre elles peuvent, dans certaines conditions, agir comme
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plateforme de recrutement (Zhu et al., 2016 ; Lai et al. 2018). C’est le cas par exemple
lors du recrutement du FT pionnier OCT4 au niveau de ses sites de liaison a ’ADN
(Yin et al.,, 2017). Les marques épigénétiques peuvent également influencer la
reconnaissance de certaines séquences par des FTs (Zhu et al., 2016). La fixation des
FTs sur ’ADN va également moduler la dynamique des marques épigénétiques afin
de permettre la transcription. Ainsi certains FTs sont capables de recruter des
remodeleurs de la chromatine, provoquant le déplacement des histones et I'ouverture
de la chromatine (Iwafuchi-Doi et al., 2016), tandis que d’autres FTs recrutent des
protéines modifiants les marques épigénétiques. Par exemple, les FTs bZIP28 et
bZIP60 sont capable d’interagir avec le complexe protéique AtCOMPASS catalysant
le dépbt des marques H3K4me2/3 (Song et al., 2015), ce qui permet la transcription
des genes ciblés par ces FTs. De plus, il a été montré que I'acétylation des histones
permet le recrutement et I'activation de la RNA pol Il (Stasevich et al., 2014), et
plusieurs HAT jouent un réle dans I'activation de la transcription (Bauerand Martin,
2017 ; Stasevich et al., 2014).

VIIl) Les protéines phosphatases

La phosphorylation des protéines est un processus trés dynamique qui module
l'activité, la conformation, la localisation ou encore la stabilité des protéines cibles
(Hunter, 1995). La phosphorylation est assurée par les kinases et la déphosphorylation

par les phosphatases.

Les phosphatases sont classées en quatre familles basées sur leur séquence et leur
mécanisme catalytique (Moorhead et al., 2007; Shi, 2009; Heroes et al., 2013). Deux
familles catalysent spécifiquement la déphosphorylation des résidus sérine et
thréonine : la famille des « phosphoprotein phosphatases » (PPP) et la famille des «
Mg2+- or Mn2+-dependent protein phosphatases » (PPM). Les deux autres familles
catalysent la déphosphorylation des résidus tyrosine mais également sérine et
thréonine : la famille des phosphotyrosine phosphatase (PTP) et la famille des «
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aspartate (Asp)-dependent enzymes ». Dans cette partie, je m'intéresserai

uniquement a la famille des PPP, et plus particulierement chez les plantes.

Chez les eucaryotes, la famille des PPP est composée de sept sous-familles :
Ser/Thr protein phosphatase type one (PP1), PP2 (ou PP2A), PP3 (ou PP2B, absente
chez les plantes), PP4, PP5, PP6 et PP7 (spécifique des plantes) (Farkas et al., 2007).
Ces protéines partagent des séquences et structures proches, ainsi qu’'un mécanisme
catalytique identique (Moorhead et al., 2007; Shi, 2009; Heroes et al., 2013). Elles
interagissent avec d’autres protéines, sous-unités régulatrices, qui leur conferent leur
spécificité de substrat. Par exemple, plusieurs centaines de sous-unités régulatrices
de PP1 ont été identifiées chez ’'homme (Moorhead et al., 2007; Heroes et al., 2013).
De méme chez les plantes, plusieurs sous-unités régulatrices ont été identifiées
(Takemiya et al., 2009, 2013; Templeton et al., 2011).

VIIl.1) Les sous-familles PP1 a PP6

PP1 est une protéine conservée chez les eucaryotes. Chez A. thaliana, neuf
genes codent une PPP de type PP1 (Kerk et al., 2008). Au niveau cellulaire, les
protéines PP1 sont localisées dans le noyau et le cytosol, chez 'homme comme chez
A. thaliana (Takemiya et al., 2009; Templeton et al., 2011). L’activité de PP1 est
modulée par ses sous-unités régulatrices qui recrutent les cibles de PP1 ou contrélent
I'accessibilité de son domaine catalytique (Peti et al., 2013). PP1 est impliquée dans
de nombreux processus cellulaires, comme la transcription, la croissance et la
différenciation cellulaire (Rebelo et al. 2015). Les protéines PP1 jouent également un
role dans la défense contre les pathogénes chez A. thaliana (Liu et al., 2019).

Les sous-familles PP2A, PP4 et PP6 sont les plus proches phylogénétiquement (Uhrig
et al., 2013). PP2A, PP4 et PP6 sont toutes capables d’interagir avec la protéine
TAP46, un homologue de la protéine Tap42 de la levure, impliquée dans la croissance
cellulaire, 'autophagie et la synthése protéique (Ahn et al., 2011). Les enzymes PP2A
sont composées de trois sous-unités : une sous-unité catalytique (PP2Ac), une sous-
unité régulatrice (PP2Ab) et une sous-unité structurelle (PPA2a). PP2A est impliquée
dans plusieurs processus comme la voie de signalisation de I'éthyléne, la régulation

de la croissance et le développement (Zhou et al., 2004; Blakeslee et al., 2008; Skottke
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et al., 2011; Charpentier et al., 2014). Chez les animaux, PP4 est impliquée dans la
réegulation des interactions entre les microtubules et le centrosome (Brewis et al.,
1993). Chez A. thaliana, PP4 est codée par deux genes, qui sont exprimés faiblement
dans plusieurs organes de la plante. Récemment, il a été montré que PP4 est
impliquée dans la biogenése des miARN, en recrutant Pol |l au niveau des génes MIR
(Wang et al., 2019). PP6 est aussi codée par deux génes chez A. thaliana (Farkas et
al., 2007). Des études ont montré que les protéines PP6 sont impliquées dans
plusieurs voies de signalisation, notamment les voies hormonales de I'auxine et de
I'acide abscissique en régulant la phosphorylation des protéines PIN-FORMED (PIN)
(Dai et al., 2012). Les PP6 jouent également un réle dans le contrGle de la
photomorphogenése de la plante (Kim et al., 2002; Haga and Sakai, 2018; Yu et al.,
2019).

Chez les mammiferes, PP5 fait partie des complexes HEAT SHOCK PROTEIN
90 (HSP90) et des cryptochromes (CRY1 et CRY2), et elle est impliquée dans la
régulation des canaux a ions, la voie de signalisation des hormones, le cycle cellulaire
et 'apoptose (Chinkers, 2001 ; Zeke et al., 2005). Chez les plantes, PP5 est impliquée
dans la résistance aux pathogénes, via une interaction avec HSP90 et AGO1 (lki et
al., 2012 ; de la Fuente van Bentem et al., 2005), la thermotolérance grace a une
activité chaperonne de son domaine tetratricopeptide repeat (TPR) (Kharchenko et al.,
2011) et la perception de la lumiére (Ryu et al., 2005).

VIIl.2) La sous-famille PP7

Chez A. thaliana, cette sous-famille est composée de trois membres : PP7, PP7-
like (PP7L, désignée dans un premier temps comme inactive PP7) et MAIL3 (ou long-
PP7) (Farkas et al., 2007).

PP7 est la protéine la plus étudiée de cette sous-famille. Elle est impliquée dans
de nombreux mécanismes cellulaires, en interagissant avec divers facteurs. Il a été
montré que la mutation pp7 diminue la thermotolérance chez A. thaliana et que son
expression est induite aprés un stress thermique a 37°C (Liu et al., 2007). PP7 est
aussi impliquée dans la voie de la perception de la lumiére et 'ouverture des stomates
en interagissant avec les protéines NUCLEOTIDEDIPHOSPHATE KINASE 2 (NDPK2)
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Figure 34 : Le domaine phosphatase de PP7L est muté sur son site catalytique.
Comparaison du site catalytique de PP7, PP7L et MAIL3 (comme défini dans de Luxan-
Hernandez et al., 2019). Les positions du premier et du dernier acide aminé du site sont
indiquées au-dessus ou au dessous de la séquence protéique. Les acides aminés mutés
dans PP7L et MAIL3 sont indiqués en jaune. La taille des protéines est donnée a droite
des alignements.



et HYPERSENSITIVE TO RED AND BLUE 1 (HRB1) respectivement (Genoud et al.,
2008; Sun et al., 2012).

PP7L est considérée comme une phosphatase non fonctionnelle car plusieurs acides
aminés essentiels sont mutés au sein de son domaine catalytique (Goldberg et al.,
1995; Farkas et al., 2007) (figure 34). Récemment, il a été montré que PP7L est
localisée dans le noyau et le cytosol (de Luxan-Hernandez et al., 2019; Xu et al., 2019).
PP7L est importante pour I'expression de protéines chloroplastiques, un mutant pp7/
est donc impacté dans le développement de ses chloroplastes. Il présente des défauts

de tolérance aux stress salin et lumineux (Xu et al., 2019).

Au cours de ma thése, jai pu montrer I'existence d’'une interaction entre PP7L et les
protéines MAIN et MAIL1. J'ai aussi montré I'implication de PP7L dans la répression
des TEs (Nicolau et al., 2020). Ces résultats seront décrits dans le chapitre 1 de la
partie RESULTATS de ce manuscrit. En outre, des résultats similaires ont été décrits
dans une autre étude récente (de Luxan-Hernandez et al., 2019). Les mutants pp7/
montrent sensiblement le méme phénotype développemental que des mutants main
ou maill, avec un développement racinaire et foliaire fortement affecté et un retard de

floraison (Nicolau et al., 2020, de Luxan-Hernandez et al., 2019).

VIIl.3) Réle des phosphatases dans la chromatine

Les processus dynamiques de phosphorylation/déphosphorylation des
histones, des différents facteurs épigénétiques ou des FTs jouent un réle central dans
la régulation des mécanismes moléculaires associés a la chromatine (Gil and
Vagnarelli, 2019).

VII1.3.1) Condensation de la chromatine au cours de la mitose

Lors de la mitose, les complexes condensines participent a la condensation de
la chromatine en chromosome. La protéine PP2 joue deux rbles antagonistes dans la
régulation des complexes condensine : d’'une part elle permet le recrutement de ces

complexes sur la chromatine indépendamment de son activité phosphatase
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(Takemoto et al., 2009), d’autre part PP2 peut étre recrutée sur les promoteurs des
genes par la protéine TBP et déphosphoryler les complexes condensine, ce qui les
désactive (Xing et al., 2008). La condensation de la chromatine est également assurée
par une voie parallele aux condensines dans laquelle intervient le facteur
REGULATOR OF CHROMOSOME ARCHITECTURE (RCA). Ce facteur est rendu
inactif a la fin de l'anaphase par PP1 qui le déphosphoryle et permet ainsi la
décondensation de la chromatine (Vagnarelli et al., 2006 ; Samejima et al., 2018). Au
cours de la mitose, I'histone H3 est phosphorylée sur les sérines 10 et 28 et notamment
sur la thréonine 3 (H3T3Ph). Dans la phase précoce de I'anaphase, PP1 est recrutée
sur les chromosomes ou elle va déphosphoryler H3T3Ph, ce qui permet la ségrégation
correcte des chromosomes (Gil and Vagnarelli, 2019).

VIII.3.2) La réparation de 'ADN

En réponse aux cassures de 'ADN, les histones H2A.X sont phosphorylées
par deux kinases ATM et ATR, qui vont également phosphoryler d’autres facteurs
activant la voie de réponse aux dommages a I’ADN (DDR). PP2 interagit avec ATM et
l'inhibe (Goodarzi et al., 2004). Lors d’une irradiation, l'interaction en PP2 et ATM est
perdue et ATM peut initier le DDR (Goodarzi et al., 2004). Il a également été montré
que PP5 joue un réle dans I'activation de ATM (Ali et al., 2004). Une fois la cassure de
I’ADN réparée, les histones H2A.X sont déphosphorylées par plusieurs phosphatases

comme PP2, PP6 et PP4 chez les mammiferes (Gil and Vagnarelli, 2019).

VII1.3.3) La réplication de 'ADN

Peu de choses sont connues sur le rGle des phosphatases dans la réplication
de ’ADN. Il a été montré chez S. cerevisiae que PP2 est importante pour linitiation de
la réplication de 'ADN en permettant la formation du complexe de pré-réplication (Gil
and Vagnarelli, 2019). PP1 joue également un rdle dans la réplication de I’ADN en
stabilisant 'ORIGIN REPLICATION COMPLEX (ORC) lors de la phase G1 et en
l'inhibant lors de la phase S (Gil and Vagnarelli, 2019).
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VII1.3.4) La régulation de la transcription

Les phosphatases peuvent réguler la transcription a plusieurs niveaux en

régulant le niveau de phosphorylation de 'ARN pol Il, des FTs ou des histones.

L’ARN pol Il porte un domaine C-terminal (CTD) qui peut étre différentiellement
phosphorylé au cours des différentes étapes de la transcription. Selon son état de
phosphorylation, le CTD sert de plateforme pour recruter des facteurs impliqués dans
la mise en place de la coiffe, I'’élongation de la transcription et I'épissage des ARN pré-
messagers (Gil and Vagnarelli, 2019). La déphosphorylation du CTD est nécessaire
pour terminer la transcription et permettre le détachement de 'ARN pol Il de ’ADN (Gill
and Vagnarelli, 2019).

Les FTs sont régulés par de nombreuses MPTs, dont la phosphorylation. Un exemple
est la phosphorylation des FTs au cours de la mitose, qui les exclus de la chromatine
et permettant la mise en pause de la transcription (Delcuve et al., 2008). La réactivation
de la transcription aprés la mitose est assurée par la déphosphorylation des FTs par
des phosphatases qui n’ont pas encore été bien décrites (Palozola et al., 2017). Chez
A. thaliana, PP6 déphosphoryle les FTs PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS
(PIFs), provoquant leur dégradation et ainsi régulant la photomorphogenese (Yu et al.,
2019).

Enfin, la phosphorylation des histones joue également un réle dans la régulation de la
transcription. Par exemple, la phosphorylation de H3S10 est liée a la transcription de
genes de croissance (Chadee et al., 1999). Cette MPT est retirée par les phosphatases
PLECKSTRIN HOMOLOGY DOMAIN LEUCINE-RICH REPEAT PROTEIN
PHOSPHATASE (PHLPP) et MAP KINASE PHOSPHATASE 1 (MKP-1) (Kinney et al.,
2009 ; Reyes et al., 2014). La phosphorylation de H3T11 et H3T6 régule aussi la
transcription en permettant notamment I'éviction de H3K9me des genes qui seront
transcrits (Metzger et al., 2008, 2010). Lors de dommages a I'ADN, H3T6 est
déphosphorylée, ce qui est corrélé a une diminution de I'expression des génes du cycle
cellulaire (Shimada et al., 2008).
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IX) Problématique et objectif de thése

Mon projet de thése s’inscrit dans la continuité de l'identification de la lignée ddc
#16 (ddc main-3) par génétique directe (partie VI de cette introduction). Lors du
commencement de ma thése, un article décrivant le réle des protéines MAIN et MAIL1
en tant que nouveaux facteurs réprimant les TEs venait d’étre publié (Ikeda et al.,
2017). Cette étude suggérait que MAIN et MAIL1 agiraient en grande partie dans une
méme voie génétique qui est indépendante de la méthylation de 'ADN, des siARN, et
des voies MORC6 et MOM1. Elle a également montré que la condensation de

I'hétérochromatine semblerait étre affectée dans les mutants main et mail1i.

Deux études plus anciennes avaient également mis en évidence la localisation
nucléaire de ces deux protéines PMD, ainsi que leur réle essentiel pour le bon
développement de la plante (Wenig et al., 2013; Uhlken et al., 2014).

En m’appuyant sur toutes ces données bibliographiques, mon projet de thése a eu

pour objectifs :

1) De définir I'interactome des protéines MAIN et MAIL1 et plus particulierement de
savoir si ces deux protéines interagissent physiquement ensemble. Pour cela, des
expériences d’'immunoprécipitation suivie de spectrométrie de masse (IP-MS) et de
co-immunoprécipitation (co-IP) ont été réalisées. Les résultats ont été publiés dans
Nicolau et al., 2020 (chapitre 1 de la partie RESULTATS).

2) De mieux décrire I'impact global de MAIN et MAIL1 sur la régulation de I'expression
des genes et la répression des TEs. Pour cela, des approches de séquencage haut
débit d’ARN (RNA-seq) ont été effectuées et les résultats sont également publiés dans
Nicolau et al., 2020 (chapitres 1 et 2 de la partie RESULTATYS).

3) De déterminer le mode d’action des protéines MAIN et MAIL1, en testant si ces
protéines interagissent avec la chromatine. Des analyses de fractionnement cellulaire
ont été réalisées et les résultats seront présentés dans le chapitre 3 de la partie
RESULTATS.

4) Finalement, de définir 'impact des protéines MAIL2 et MAIL3 sur la régulation de la
transcription et le développement de la plante. Les résultats préliminaires obtenus
seront présentés dans le chapitre 4 de la partie RESULTATS.
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CHAPITRE 1

Caractérisation du role de MAIN et MAIL1 dans le contrOle de la transcription et

identification d’'un partenaire protéique.

Le premier chapitre est consacré aux analyses visant a caractériser les mutants
KO main-2 et mail1-1. Ces travaux ont fait I'objet d’'un article récemment publié dans
la revue PLoS Genetics (Nicolau et al., 2020). Dans cet article, nous avons caractérisé
la lignée ddc#16 issue du crible génétique ATCOPIA28::GFP, et nous avons montré
que le géne muté dans cette population est MAIN. En utilisant la lignée ddc#16, nous
avons étudié l'interaction génétique entre MAIN et la voie de la méthylation de 'ADN,
montrant que ces deux voies agissent synergiquement pour la répression des TEs.
Par la suite, nous avons caractérisé les mutants KO main-2 et mail1-1 au niveau
moléculaire, montrant 'impact de leur mutation sur la régulation de I'expression des
genes et la répression des TEs. Nous avons également montré que la méthylation de
I’ADN est trés peu affectée dans ces mutants. En utilisant des lignées exprimant des
protéines MAIN et MAIL1 étiquetées, nous avons pu montrer que ces protéines
interagissent ensemble, mais aussi avec PP7L, une phosphoprotéine phosphatase.
Suite a cette analyse, des plantes mutantes mail1-1 pp7I/-2 nous ont permis de montrer
que les deux protéines agissent dans la méme voie génétique pour la régulation de la
transcription et la répression des TEs. Nous avons aussi identifié une séquence
enrichie dans le promoteur des genes sous-exprimés dans les différentes lignées
mutantes, que nous avons nommé « DOWN motif ». Enfin, nous avons réalisé une
étude phylogénique des domaines PMD et PPP, et nous avons montré que ces deux
domaines ont co-évolués chez les Eudicotylédons.
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produce genic versions that play important roles within the cell. In Arabidopsis thaliana,
MAINTENANCE OF MERISTEMS (MAIN) and MAIN-LIKE 1 (MAILI) are genic
PMDs that are involved in genome stability, developmental processes, and silencing of
TEs. The mechanisms involving MAIN and MAILLI in these cellular processes remain elu-
sive. Here, we show that MAIN, MAIL1 and the phosphoprotein phosphatase (PPP)
named PP7-like (PP7L) interact to form a protein complex that is required for the proper
expression of genes, and the silencing of TEs. Phylogenetic analyses revealed that PMD
and PP7-type PPP domains are evolutionary connected, and several plant species express
proteins carrying both PMD and PPP domains. We propose that interaction of PMD and
PPP domains would create a functional protein module involved in mechanisms regulat-
ing gene expression and repressing TEs.

Introduction

In eukaryotes, DNA methylation and post-translational modifications of histones are epige-
netic marks involved in chromatin organization, regulation of gene expression and silencing
of DNA repeats such as transposable elements (TEs) [1-3]. Constitutive heterochromatin is
highly condensed and enriched in silenced TEs that are targeted by DNA methylation and his-
tone H3 lysine 9 dimethylation (H3K9me2). Euchromatin is more relaxed and composed of
genes that are more permissive to transcription, depending on the recruitment of transcription
factors (TFs), cofactors and RNA polymerases [1, 4]. In plants, DNA methylation occurs in
three different cytosine contexts: CG, CHG and CHH (where H = A, T or C), involving spe-
cialized DNA methyltransferases [5]. In Arabidopsis thaliana, DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) and DRM1 mediate de novo DNA methylation in all
sequence contexts through the RNA-directed DNA methylation (RdADM) pathway, which
involves among other components, RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2 (RDR2) and
DICER-LIKE 3 (DCL3) for the production of short interfering (si)RNAs [6, 7]. The mainte-
nance of CG methylation is specifically performed by METHYLTRANSFERASE 1 (MET1),
while CHROMOMETHYLASE 2 (CMT2) and CMT3 are involved in the maintenance at
CHG sites [8, 9]. CMT2 can also be involved in the deposition of CHH methylation at specific
genomic location [10, 11]. Finally, DRM2 is mostly required for the maintenance of CHH
methylation through the RADM pathway [6, 7, 9]. Together with DNA methylation, additional
pathways play important roles in TE silencing. The MICRORCHIDIA 1 (MORCI1) and
MORC6 ATPases interact together, and are required for heterochromatin condensation and
repression of TEs, acting mostly downstream of DNA methylation and RADM pathway [12-
14].

More recently, the A. thaliana plant mobile domain (PMD) proteins MAINTENANCE OF
MERISTEM (MAIN) and MAIN-LIKE 1 (MAIL1) were identified as new factors required for
TE silencing [15]. In addition, these two proteins have been involved in genome stability, and
regulation of developmental processes such as cell division and differentiation [16, 17]. The
PMD is a large protein domain of unknown function that is widely represented among the
angiosperms, predominantly associated with TEs [15, 18]. It has been proposed that genic
PMD versions, such as the MAIN and MAIL1 proteins derived from TEs after gene domestica-
tion [15, 18, 19]. Previous studies suggested that genic PMDs could act as cellular factors
related to transcription, possibly acting as transcription factor (TF)-like, co-factor or repressor
proteins regulating this cellular process [16, 18]. Nevertheless, the role of PMD proteins in the
regulation of transcription remains elusive. Most of genic PMD proteins are standalone
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versions, however, in some cases, the PMD is fused to another protein domain, such as prote-
ase, kinase or metallo-phosphatase (MPP) domains. For instance in A. thaliana, the MAIL3
protein carries a PMD, which is fused to a putative serine/threonine-specific phosphoprotein
phosphatase (PPP) domain phylogenetically related to the plant-specific protein phosphatase 7
(PP7) [20]. PP7 is a calmodulin-binding PPP that has been related to cryptochrome (CRY)-
mediated blue-light signaling, and to the control of stomatal aperture [20-22]. PP7 is also
involved in the perception of red/far red light by controlling the phytochrome pathway [23,
24]. In addition to PP7 and MAIL3 (also known as “long PP7”), the protein PP7-like (PP7L)
belongs to the same phylogenetic clade [20]. PP7L was recently identified as a nuclear protein
involved in chloroplast development and abiotic stress tolerance [25]. The pp7] mutant plants
showed photosynthetic defects and strong developmental phenotype associated with misregu-
lation of several genes [25].

In this study, we described a forward genetic screen based on a GFP reporter gene that
allowed us to identify a mutant population in which MAIN is mutated, leading to GFP overex-
pression. We then deciphered the genetic interaction between the DRM2, CMT3 and MAIN,
showing that these proteins are part of different epigenetic pathways that act redundantly or
synergistically to repress TEs. Biochemical analyses indicated that MAIN and MAIL1 physi-
cally interact together. These analyses also identified PP7L as a robust interactor of MAIN and
MAIL1 proteins. In addition, the characterization of developmental and molecular phenotypes
of pmd and pp7I single and double mutant plants strongly suggest that these proteins interact
together to silence TEs, and regulate the expression of a common set of genes. Finally, phyloge-
netic analyses allowed us to determine the distribution of PMD and PP7/PP7L domains
among the Eudicots. Based on these analyses, we have evidences of co-evolution linked to the
neo-association of the PMD and PP7-type PPP domains on single proteins in several Eudicot
species, suggesting a convergent evolution between these two protein domains.

Results
Mutation in MAIN is responsible for TE silencing defects

The ATCOPIA28 retrotransposon AT3TE51900 (hereafter called ATCOPIA28) is targeted by
several epigenetic pathways such as DNA methylation and the MORC1/6 complex, which alto-
gether contribute to its repression. We engineered a construct in which the 5’ long terminal
repeat (LTR) promoter region of ATCOPIA28 controls GFP transcription (Fig 1A). While the
ATCOPIA28::GFP transgene is fully silenced in wild type (WT) plants, it is weakly expressed in
the DNA methylation-deficient drm1 drm2 cmt3 (ddc) triple mutant background (Fig 1B)

[26]. We performed an ethyl methane sulfonate (EMS) mutagenesis using the ATCOPIA28::
GFP ddc plants as sensitized genetic material, and screened for mutant populations showing
GFP overexpression. Among, the selected populations, we retrieved two new mutant alleles of
MORCE carrying missense mutations in either the GHKL or S5 domains of the protein (S1A-
S1C Fig). We also identified the population ddc #16 showing strong overexpression of GFP
and misregulation of several endogenous TEs, including ATCOPIA28 (Fig 1B-1D). Mapping
experiments based on whole genome resequencing and bulk segregant analysis indicated that
ddc #16 carries a missense point mutation (C230Y) in the gene AT1G17930, previously named
MAIN (S1D and S1E Fig). Genetic complementation analyses by crossing the ddc #16 EMS
mutant with the knock-out (KO) transferred DNA (T-DNA) insertion line main-2 generated
F1 ddc #16 x main-2 plants that did not express the GFP (S1F Fig). Transcriptional profiling
analyses showed, however, that endogenous TEs, including ATCOPIA28, were upregulated in
F1 ddc #16 x main-2 plants, but not in F1 control plants generated from the backcross of ddc
#16 with WT Columbia (Col) plants (S1G Fig). Self-fertilization of F1 ddc #16 x main-2 plants
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Fig 1. The ddc #16 EMS population shows overexpression of ATCOPIA28::GFP and upregulation of endogenous TEs. (A) Schematic representation of the
ATCOPIA28::GFP transgene. The 5’ long terminal repeat (LTR) promoter region of an ATCOPIA28 LTR-retrotransposon (AT3TE51900) is used to control the
expression of GFP. The construct carries a Nuclear Localization Signal (NLS) to target the GFP in the nucleus. (B) WT and drm1 drm2 cmt3 (ddc) triple mutant plants
carrying the ATCOPIA28::GFP transgene showed no and weak GFP fluorescence under UV light, respectively. By comparison, the ddc #16 EMS mutant showed strong
GFP fluorescence. Insets show plants under white light. (C) Western blot using anti-GFP antibody confirmed ATCOPIA28::GFP overexpression in ddc #16. Coomassie
staining of the large Rubisco subunit (rbcL) is used as a loading control. KDa: kilodalton. (D) Relative expression analyses of ATCOPIA28::GFP (GFP) and three
endogenous TEs in ddc and ddc #16 assayed by Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR). RT-qPCR analyses were normalized using the housekeeping RHIPI gene, and
transcript levels in the mutants are represented relative to WT. Error bars indicate standard deviation based on three independent biological replicates. Screening of
EMS mutant populations was done on MS plates to allow for visualization of GFP-positive individuals under UV light.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1008324.9001

Relative transcript level ©

allowed us to retrieve several F2 ddc #16 x main-2 plants overexpressing the GFP (S1F Fig).
Among these GFP positive F2 plants, we identified individuals that were either homozygote
for the EMS mutation in the MAIN gene, or plants carrying both the EMS and T-DNA main-2
mutant alleles (S1F Fig). Moreover, while all these plants were homozygote for the drm2 muta-
tion, half of them segregated the cmt3 mutation. Thus, altogether, these analyses suggested that
ATCOPIA28::GFP silencing is more DRM2- than CMT3-dependent. More importantly, they
confirmed that MAIN was the mutated gene causing the upregulation of ATCOPIA28::GFP
and several endogenous TEs. Therefore, ddc #16 was renamed ddc main-3.

The MAIN, DRM2 and CMT3 pathways act synergistically to repress TEs
and DNA-methylated genes

To determine the genetic interaction of ddc and main-3 mutations on TE silencing, we carried
out two independent RNA sequencing (RNA-seq) experiments in the hypomorphic main-3
single, ddc triple and ddc main-3 quadruple mutant plants (Fig 2A and S2A Fig). As previously
described, the ddc mutant showed upregulation of several TEs spread over the five chromo-
somes (Fig 2B-2D and S2B Fig and S1 Table) [11]. Loss of TE silencing was also observed to a
milder degree in the main-3 mutant, with the significant enrichment of pericentromeric TEs
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Fig 2. MAIN, DRM2 and CMT?3 act synergistically to repress TEs. (A) Representative pictures showing the developmental phenotype of 3-week-old ddc, main-3
and ddc main-3 mutants in comparison to WT plant. (B) Number of upregulated TEs in ddc, main-3 and ddc main-3, and classified by TE superfamily. (C)
Chromosomal distributions of misregulated loci in ddc, main-3 and ddc main-3 over WT. Chromosome arms are depicted in light grey, pericentromeric regions in
dark grey as defined in [50]. Upregulated genes and TEs are represented in blue and red, respectively; downregulated genes are represented in green. (D) Fraction of
upregulated TEs in ddc, main-3 and ddc main-3 located in chromosome arms or in pericentromeric regions as defined in [50]. Asterisks indicate statistically
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significant enrichments of TEs in pericentromeric regions in comparison to the genomic distribution of all A. thaliana TEs (Chi-Square test, *: p-value< 0.05, **: p-
value< 0.01 n.s: not significant). (E) Heatmap showing upregulated TEs in ddc, main-3 and ddc main-3 mutants in comparison to WT plants. (F-G) Relative
expression analyses of ATCOPIA28 (F) and several endogenous TEs (G) in ddc, main-3, ddc main-3, cmt3 main-3 and drm1 drm?2 (dd) main-3 assayed by RT-qPCR.
RT-qPCR analyses were normalized using the housekeeping RHIPI gene, and transcript levels in the mutants are represented relative to WT. Error bars indicate
standard deviation based on three independent biological replicates. RNA-seq threshold: log2>2, or log2<-2; p-adj< 0.01.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1008324.9002

among the upregulates TEs (Fig 2B-2D and S2B Fig and S1 Table). The ddc main-3 mutant
showed an exacerbation of TE silencing defects, with a large number of pericentromeric TEs
being specifically upregulated in this mutant background (Fig 2B-2D and S2B Fig and S1
Table). Comparative analyses revealed that upregulated TEs cluster into four distinct classes
(Fig 2E and S2C Fig). Class I TEs are upregulated in ddc, main-3 and ddc main-3 mutants (Fig
2E and S2C and S2D Fig). Class II and class III TEs are targeted by the MAIN and DRM2/
CMTS3 pathways, respectively (Fig 2E and S2C and S2D Fig). However, the upregulation of
class IT and class III TEs is further enhanced in ddc main-3, which suggests that the MAIN and
DRM2/CMT3 pathways can partially compensate each other at these genomic locations (S2D
Fig). Finally, the most abundant class IV TEs are only misregulated in ddc main-3, which
implies that the MAIN and DRM2/CMT3 pathways act redundantly to silence these TEs (Fig
2E and S2C and 2D Fig).

Several genes were also misregulated in the three mutant backgrounds (S1 Table). Among
these genes, a subset was commonly upregulated in ddc, main-3 and ddc main-3 (S2E Fig).
Remarkably, genes that were upregulated in ddc, main-3 or ddc main-3 were significantly
enriched in pericentromeric regions of chromosomes, where constitutive heterochromatin
resides (S2F Fig). This is consistent with the fact that, among these upregulated genes, we iden-
tified a large proportion of genes that were DNA-methylated (in the three cytosine contexts)
and targeted by H3K9me?2 (S2F Fig). Conversely, we could only identify one gene commonly
downregulated in ddc, main-3 and ddc main-3 (S2F Fig). Furthermore, downregulated genes
in ddc, main-3 or ddc main-3 were rather enriched in chromosome arms, and most of them
were not DNA-methylated genes (S2F Fig).

To further dissect the genetic interaction between the DRM2, CMT3 and MAIN pathways,
we generated the drml1 drm2 main-3 (dd main-3) and cmt3 main-3 mutants (S2G Fig). We
then analyzed the expression level of several TEs previously identified as misregulated in ddc,
main-3 and/or ddc main-3. The endogenous ATCOPIA28 was the most expressed in ddc
main-3 and dd main-3, and to a lesser extent, in cmt3 main-3 (Fig 2F). This is consistent with
the fact that all the F2 ddc #16 x main-2 plants overexpressing ATCOPIA28::GFP were drm2
homozygote, although they segregated the cmt3 mutation (SIF Fig). Further analyses showed
that most of the tested TEs tend to be more expressed in cmt3 main-3 than in dd main-3, with
the exception of ATIS112A that was more upregulated in dd main-3 than in cmt3 main-3 (Fig
2G). In conclusion, these analyses showed complex genetic interactions between the DRM2,
CMT3 and MAIN pathways, suggesting that MAIN and DNA methylation pathways act syner-
gistically to repress TEs and DNA-methylated genes.

MAIN and MAILI1 are required for the proper expression of a common set
of genes and TEs

Beside a role of MAIN in TE and gene silencing, our transcriptomic analyses using the hypo-
morphic main-3 mutant suggested that MAIN would be required for the expression of several
genes that are not controlled by the DRM2 and CMT3 pathway (S2E Fig). To further study the
role of MAIN and MAILLI in the regulation of gene expression and TE silencing, we performed
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two independent RNA-seq experiments in the main-2 and maill-1 null mutants (RNA-seq
Expl and Exp3), and combined these experiments with the reanalysis of previously published
RNA-seq datasets (RNA-seq Exp2) [15]. Principal component analyses (PCA) showed that for
each RNA-seq experiment, main-2 and maill-1 mutant samples tend to cluster together, and
away from the WT samples (S3A Fig). Analyzing these three RNA-seq experiments together
allowed to identify large numbers of genes and TEs that were misregulated in the main-2 and
maill-1 null mutants (Fig 3A and 3B and S2 Table).

We then compared the transcriptomes of main-2 and maill-1 mutants, together with the
main-3 mutant allele (Fig 3A and 3B, S1 and S2 Tables). As expected by the fact that main-2
and maill-1 are null mutants while main-3 is a hypomorphic mutant allele, we identified
greater numbers of misregulated loci in main-2 and maill-1 in comparison to main-3 (Fig 3A
and 3B). Fractions of these loci were specifically misregulated in each mutant background (Fig
3C and 3D). In addition, we identified subsets of genes and TEs that were only misregulated in
main-2 and maill-1 null mutants, but not in the hypomorphic main-3 mutant (Fig 3C and 3D
and S3 Table). Finally, these analyses revealed subsets of loci that were commonly misregulated
in the three mutant backgrounds (Fig 3C and 3D, S3B-S3D Fig and S3 Table).

The biggest overlaps between misregulated loci in main-2, maill-1 and main-3 mutants
were among the downregulated genes and upregulated TEs, whereas only a small proportion
of genes commonly upregulated in main-2 and maill-1 were also upregulated in main-3 (Fig
3D). As observed in main-3 (S2F Fig), upregulated TEs in main-2 and maill-1 were enriched
in pericentromeric regions, and genes that were downregulated in main-2 and maill-1 were
not targeted by DNA methylation, and mostly located in the chromosome arms (Fig 3E).
However, unlike in main-3, the upregulated genes in main-2 and maill-1 were not enriched in
pericentromeric regions, and only small fractions of them were DNA-methylated genes (Fig
3E). This discrepancy can be explained by the fact that main-2 and maill-1 null mutations
have a much greater impact on the misregulation of gene expression than the hypomorphic
main-3 mutant allele.

Finally, we compared the sets of misregulated loci in main-2, maill-1, ddc and ddc main-3
(S1 and S2 Tables). We found significant overlaps among upregulated genes and TEs between
main-2, maill-1, ddc and ddc main-3 (S3E Fig). This suggests that MAIN, MAIL1, DRM2 and
CMT3 cooperate to silence these subsets of genes and TEs. However, we could not find signifi-
cant overlaps among downregulated genes between main-2, maill-1 and ddc (S3E Fig).
Instead, a significant overlap was identified only by comparing the lists of downregulated
genes in main-2, maill-1 and ddc main-3, three genetic backgrounds carrying a mutation in
either MAIN or MAILI (S3E Fig). Thus, this suggests that MAIN and MAIL1 are required for
the expression of specific genes, in a DRM2- and CMT3-independent manner.

In conclusion, these comparative analyses allowed to precisely define the loci that were mis-
regulated in main-2 and maill-1 in comparison to main-3, ddc and ddcmain-3 mutants.
Among these loci, several TEs and DNA-methylated genes are commonly targeted by the
MAIN, MAIL1, DRM2 and CMT3 pathways, which suggests that MAIN, MAIL1 and DNA
methylation pathways cooperate to silence these TEs and DNA-methylated genes. Besides, sev-
eral genes are downregulated in main-2 and maill-1, and subsets of these genes are also down-
regulated in main-3, and ddcmain-3 but not in ddc. This suggests that the MAIN and MAIL1
act independently of DRM2 and CMT3 to ensure the expression of these genes. Finally, these
results revealed important overlaps between the misregulated loci in main-2 and maill-1 null
mutants, which strongly suggests that the two proteins act in the same pathway to regulate the
expression of common sets of loci.
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Slight increase in non-CG methylation in the main-2 mutant does not
correlate with changes in gene expression and TE silencing defect

Whole genome bisulfite sequencing (BS-seq) analyses showed that, at the chromosome scale,
DNA methylation level is mostly unchanged in main-2 in comparison to WT, with the excep-
tion of a slight increase in CHG methylation in pericentromeric regions (Fig 4A). Subtle but
statistically significant CHG hypermethylation was further confirmed in pericentromeric TEs
and genes, which are mostly TE genes (Fig 4B and 4C). Slight CHG and CHH hypermethyla-
tion was also detected in TEs located in chromosome arms (Fig 4D). Conversely, genes located

A
Chromosome 1 Chromosome 2 Chromosome 3 Chromosome 4 Chromosome 5
0.9
0.8
o 07 WT CG
[
3 06 = main-2 CG
=
£ 05 WT CHG
g. 04 == main-2 CHG
[0}
Z 03 WT CHH
02 e main-2 CHH
0.1
4 I — |  — —
1.0 1.5 17.7 300 1.1 T2 19.7 10 173 235 1. 5 2 8 6.3 186 1.0 9.0 16.0 27.0 Mb
B Pericentromeric TEs C Pericentromeric genes D Chromosome arms TEs E Chromosome arms genes
1.0 0.8 1.0 0.6
Too 0.5
0.8] = - T 0.8
g |TTT= 206 BBEE a "
3 ® 2 2 0.4
< 0.64 = H = 2 956 2
2 2 04 5 - s 0.3
2 o 5 0.4 K = e T 5039 _
%0.4_ L T % za:r EO.‘L?L 5 z T = -
S = - 202 é% = £ . 2 0.2
0.24 . - 0.2 é%%% 0.14
0.0 0.0 } 0.0 - 0ol = Cm———
1212312121212 121212121212 121212121212 121212121212
WT main-2' WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2
CG CHG CHH CG CHG CHH CG CHG CHH CG CHG CHH
F Upregulated TEs G Upregulated genes H Downregulated genes
1.0 044 0.30
0.8 HEEQ . = 0.25-
K] < 0.3 : X -
v s | - 3020 |
3 06 - < P < T
c P4
S HE] T 0.2 T £0154 | | T 7
= > 1 H = H H H
< 04/ BEl £ i 2 Doy i
g = H - o104 s
= 02 f 0.14 Tl - 7 H
<7 - T Ll e T 0.05 B
Bes< P EIEEE~_7 Pl s T
0.0- - 0.04 + L5 A TmE=E 000l T i+ EEEH====
WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2 WT main-2
CG CHG CHH CG CHG CHH CG CHG CHH

Fig 4. The main-2 mutation has a slight effect on non-CG DNA methylation levels. (A) Genome-wide DNA methylation levels along the five Arabidopsis
chromosomes in main-2 versus WT Col plants. Chromosome arms are depicted in light grey, pericentromeric regions in dark grey as defined in [50]. Mb: megabase.
(B-H) Boxplot analyses in two main-2 and WT Col biological replicates showing the DNA methylation levels of all pericentromeric TEs (B) and genes (C), all
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https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1008324.9004
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in chromosome arms did not show significant changes in DNA methylation level in main-2
(Fig 4E). Identical results were obtained by analyzing the DNA methylation level at upregu-
lated TEs and misregulated genes in main-2 (Fig 4F-4H). We then analyzed the DNA methyla-
tion level at genomic locations previously defined as differentially hypomethylated regions
(hypo DMRs) at CHG and CHH sites in ¢mt3 and drm1drm?2 (dd) mutants, respectively [26].
The ¢mt3 and dd hypo DMRs are mostly located in TEs. As observed with pericentromeric
genes and all TEs (Fig 4B-4D), we found slight increases in CHG and CHH methylation at
cmt3 and dd hypo DMRs, respectively, in main-2 (S4A and S4B Fig). Finally, DMR calling in
main-2 using stringent parameters only identified a few DMRs (S4C Fig). Thus, DNA methyla-
tion is mostly unaffected in main-2, with the exception of a slight increase in non-CG methyla-
tion at pericentromeric genes and all TEs. Moreover, this subtle non-CG hypermethylation
does not correlated with changes in gene and TE expression observed in main-2 because DNA
methylation level in main-2 is unchanged at these misregulated loci (Fig 4F-4H).

MAIN, MAIL1 and the metallo-phosphatase PP7L physically interact
together

The main-2 and maill-1 null mutants display similar molecular and developmental pheno-
types (Fig 3 and Fig 5A). Thus, we hypothesized that MAIN and MAIL1 proteins may act in
the same pathway, possibly by interacting together. To test this hypothesis, we generated trans-
genic lines expressing FLAG- and MYC-tagged genomic PMD versions driven by their endog-
enous promoters. We confirmed that epitope-tagged MAIN and MAILI1 proteins were
produced at the expected sizes, and they could complement the respective developmental phe-
notypes of null mutant plants (Fig 5A and 5B). Importantly, they could also efficiently rescue
the TE silencing and gene expression defects observed in main-2 and maill-1 mutants, imply-
ing that epitope-tagged MAIN and MAIL1 are functional proteins (Fig 5C-5E). Using FLAG-
tagged MAIN and MAILI expressing plants, immunoprecipitation followed by mass spec-
trometry (IP-MS) analyses were carried out to determine potential protein interactors. Mass
spectrometry (MS) analyses indicated that MAIL1 was strongly immunoprecipitated with
MAIN-FLAG and vice versa (Fig 5F). To validate IP-MS results, we crossed the MAIN-FLAG
and MAIL1-MYC lines together. We then performed co-immunoprecipitation (co-IP) experi-
ments using F1 hybrid plants co-expressing the two transgenes, and confirmed that MAIN
and MAILI1 interact together (Fig 5G). MS analyses of MAIN-FLAG and MAIL1-FLAG IP
also identified the metallo-phosphatase PP7L as putative interactor (Fig 5F). MAIN, MAIL1
and PP7L were the only three proteins reproducibly enriched across multiple replicates (Fig
5F). Co-IP experiments using plants co-expressing either PP7L-FLAG together with MAIN-
MYC or MAIL1-MYC constructs confirmed the interaction between PP7L and each PMD
protein (Fig 5H and 5I). Thus, the three proteins MAIN, MAILI and PP7L physically interact
together.

The main, maill and pp7] mutants display similar developmental and
molecular phenotypes

PP7L is a putative metallo-phosphatase that was recently identified as a nuclear protein
required for photosynthesis [20, 25]. The pp7I-2 null mutant displays abnormal developmental
phenotype reminiscent of main-2 and maill-1 mutant plants, and 3-week-old maill-1 pp7I-2
double mutant plants do not show exacerbation of this phenotype (Fig 6A). To determine the
genetic interaction between PMD and PP7L, we compared the transcriptomes of main-2,
maill-1, pp7I-2 single and maill-1 pp7I-2 double mutants (S5A Fig and S2 and S4 Tables). We
identified large numbers of misregulated loci in pp7I-2 and maill-1 pp7I-2 (S5B and S5C Fig).
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Fig 5. MAIN, MAIL1 and PP7L physically interact together. (A) Representative pictures of 3-week-old main-2 and maill-1 mutants, and epitope-tagged

complementing lines in comparison to WT Col plants. (B) Western blots using anti-FLAG and anti-MYC antibodies showing the accumulation of epitope-tagged PMD
proteins at the expected sizes in the different complementing lines. Coomassie staining of the large Rubisco subunit (rbcL) is used as a loading control. KDa: kilodalton.
(C-E) Relative expression analyses of upregulated TEs (C), upregulated genes (D) and downregulated genes (E) in the different complementing lines assayed by RT-
qPCR. RT-qPCR analyses were normalized using the housekeeping RHIPI gene, and transcript levels in the complementing lines and mutants are represented relative to
WT Col. Error bars indicate standard deviation based on three independent biological replicates. (F) FLAG-tagged MAIN and MAIL1 proteins were
immunoprecipitated and putative interacting proteins were identified by mass spectrometry. Numbers of identified spectra, peptides and the normalized spectral
abundance factor (NSAFe5) are shown for two independent experiments, including three main-2 and two maill-1 replicates. WT replicates are used as a negative
control. Only proteins reproducibly enriched in all the FLAG-MAIN and FLAG-MAILI IP, and depleted in WT controls across multiple replicates are described in the
table. (G) MAIL1-MYC was co-immunoprecipitated with MAIN-FLAG in F1 plants obtained by crossing MAIL1-MYC and MAIN-FLAG lines together. Parental
MAIL1-MYC and MAIN-FLAG lines were used as negative controls. (H) The MAIN-MYC line was supertransformed with the PP7L-FLAG construct, and
MAIN-MYC was co-immunoprecipitated with PP7L-FLAG. Plants expressing only MAIN-MYC or PP7L-FLAG were used as negative controls. (I) Same as H but using
MAIL1-MYC plants supertransformed with the PP7L-FLAG construct. Epitope-tagged proteins were detected by Western blotting. Arrowheads indicates expected
bands. Asterisks indicates non-specific hybridization. Co-exp: plants co-expressing PP7L-FLAG and MAIN-MYC (H) or PP7L-FLAG and MAIL1-MYC ().

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1008324.9005
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Fig 6. main-2, maill-1, pp7I-2 single and maill-1 pp7I-2 double mutants display similar developmental and molecular phenotypes. (A) Representative pictures of
3-week-old main-2, maill-1, pp7I-2 single and maill-1 pp7I-2 double mutants in comparison to WT Col plant. (B) Heatmap showing misregulated loci in main-2,
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defines the loci that are commonly misregulated in all mutant backgrounds. Two asterisks define the loci that are misregulated in the maill-1 pp7I-2 double mutant.

(C) Venn diagrams analyses representing the overlaps between misregulated loci in main-2, maill-1, pp71-2 and maill-1 pp7I-2. Fisher’s exact test statistically
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confirmed the significance of Venn diagram overlaps (p-value <2.2.10e-16). (D) Relative expression analyses of upregulated TEs, genes and downregulated genes in
the different genotypes assayed by RT-qPCR. RT-qPCR analyses were normalized using the housekeeping RHIPI gene, and transcript levels in the different mutants
are represented relative to WT Col. Error bars indicate standard deviation based on three independent biological replicates. (E-G) Boxplots analyses showing average
RPKM values of upregulated TEs (E), upregulated genes (F) and downregulated genes (G) in maill-1 pp7I-2 in the indicated genotypes of RNA-seq Exp3. These
analyses are based on the misregulated loci datasets defined by ** in panel B. P-values were calculated using a Wilcoxon test, and only significant p-values are shown.
*: p-value< 1.10e-3; **: p-value < 3.10-6; ***: p-value< 2.10e-16.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1008324.9006

As observed in main-2 and maill-1, TEs upregulated in pp7I-2 and maill-1 pp7I-2 were
enriched in pericentromeric regions, while up- and downregulated genes were mostly located
in the chromosome arms, and not targeted by DNA-methylation (S5D Fig).

Comparative analyses revealed that significant proportions of loci were commonly misre-
gulated in main-2, maill-1, pp7Il-2 and maill-1 pp7I-2 mutants, which is consistent with the
fact that MAIN, MAIL1 and PP7L interact together to possibly regulate gene expression and
silence TEs (Fig 6B-6D and S5 Table). These analyses also identified loci that were specifically
misregulated in main-2, maill-1 or pp7I-2, which suggests that each protein is independently
required for the proper expression of subsets of loci (Fig 6B and 6C). Besides, these analyses
revealed loci that were exclusively misregulated in the maill-1 pp7I-2 double mutant, which
implies that PP7L and MAIL1 may act redundantly to ensure the proper expression of these
loci (Fig 6B and 6C). Further analyses showed that, among the loci that were misregulated in
maill-1 pp7I-2, upregulated genes were significantly more expressed in the double mutant
than in each single mutant, and upregulated TEs were significantly differentially expressed
only between maill-1 pp7I-2 and pp7I-2 mutants (Fig 6E and 6F). Conversely, there was no sig-
nificant difference of expression between the double mutant and single mutants for the down-
regulated genes (Fig 6G). Thus, these analyses suggest that combining the pp7I-2 and maill-1
mutations may lead to synergistic defects mostly at genes that are upregulated in the double
mutant.

We then performed in silico analyses to identify enriched DNA motif within a 1kb pro-
moter region upstream of start codon of genes that were up- or downregulated in the different
mutant backgrounds. We could not detect any enrichment of a DNA motif among any lists of
upregulated genes (including overlapping lists). Likewise, we could not identify a DNA motif
enriched in the lists of downregulated genes in pp7I-2 or ddc. However, we identified a discrete
DNA motif (hereafter called ‘DOWN’ motif) that was partially enriched in the promoter of
genes that were downregulated in main-2, maill-1 and maill-1 pp7Il-2 mutants (S5E Fig). The
main-2, maill-1, pp7I-2 and maill-1 pp7I-2 null mutants display strong developmental pheno-
type, and large numbers of misregulated loci (Fig 6A). Therefore, it is likely that some of the
gene misregulation observed in these mutants might be due to side effects of the mutations. To
overcome this issue and refine our analysis, we investigated the proportion of the DOWN’
motif among downregulated genes in the hypomorphic main-3 and ddc main-3 mutants, as
well as in the different overlapping lists of genes commonly downregulated (S3 and S5 Tables).
The ‘DOWN’ motif was strongly enriched among the downregulated genes in main-3, and to a
lesser extent in ddc main-3 (S5E Fig). It was also significantly enriched in the overlapping lists
of commonly downregulated genes in main-2, maill-1 and main-3 as well as in the main-2,
maill-1, pp7I-2 and maill-1 pp7I-2 overlap (S5E Fig). It was further enriched in the promoters
of genes commonly downregulated in all the mutant backgrounds—except ddc—analyzed in
this study: twenty-five out of twenty-six genes, 96% of enrichment (S5E Fig, S6 and S7 Tables).
We analyzed the DNA methylation level of the ‘DOWN’ motif in the promoters of these
twenty-five genes in WT and main-2, and found that this DNA motif was not targeted by
DNA methylation. Besides, further analyses showed that 