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Si tu as une pomme, que j'ai une pomme, et que l'on échange nos pommes, nous aurons 

chacun une pomme. Mais si tu as une idée, que j'ai une idée et que l'on échange nos idées, 

nous aurons chacun deux idées. 

George Bernard Shaw 
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Abréviation 

Malus domestica Borkh : M. domestica 

n.b : nota bene 

p.e. : par exemple 

cf : confer 

DET : Transcrit différentiellement exprimé 

DMR : Région différentiellement méthylé 

DEG : Gène différentiellement transcrit 

DETE : Elément transposable différentiellement transcrit 

DEG-DMR : Gene différentiellement transcrit proche d’une région différentiellement méthylè 

DETE-DMR : Elément transposable différentiellement transcrit proche d’une région 

différentiellement méthylèe.  

SDvsOG : comparaison entre un pommier adulte et un jeune pommier issu de semis  

OGvsYG : comparaison entre un pommier adulte et un jeune pommier greffé  

YGvsSD : comparaison entre un pommier greffé et un pommier semée la même année.  

GDDH13 : Golden delicious double haploid n°13 

PCR : Polymerase chain reaction – réaction d’amplification de l’ADN 

MET1 : Méthyltransférase 1 

TFL1 : terminal flowering locus 1 

Pb : paire de base (une base = un nucléotide composant la séquence de l’ADN) 
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Avant-propos : l’introduction à ma thèse proposée ci-après se veut accessible pour les néophytes en 

science et plus particulièrement en biologie végétale et biologie moléculaire. Certaines notions qui y 

sont introduites pourront donc paraitre non-nécessaire ou évidente aux lecteurs avertis.  

 
 

 

 

 

Introduction générale 
Pour ce travail de thèse, il m’a été confié la responsabilité de découvrir une partie des secrets d’un 

fruit mythique souvent associé, à tort, à la suite d’une mauvaise interprétation de sa traduction 

latine, au fruit défendu recelant toute la connaissance de l’univers : La Pomme. 

La pomme fut utilisée dans l’histoire pour embellir des découvertes tel que l’énonciation des 

principes de la gravité par Isaac Newton (non, il ne l’a pas reçu sur la tête) ou des citations telle que 

la citation «An apple a day keeps the doctor away, if you aim it well enough » attribuée à Winston 

Churchill (finalement ce n’est pas Winston Churchill qui l’a prononcée, communication personnelle 

du Professeur Freeman, International Churchill Society). La pomme fait aussi partie de l’imaginaire 

collectif comme un fruit mythique et mystique (www.lapomme.org) et ce depuis, l’enfance en 

passant par la pomme empoissonnée dans laquelle croque Blanche-neige ou encore son utilisation 

dans la comptine « pomme de Reinette et pomme d’Api ». 

Je me suis donc intéressé à la pomme, ou plutôt à l’arbre sur lequel elle est produite, le pommier et 

plus particulièrement à son bagage épigénétique. 
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1. Malus domestica Borkh 

1.1. Origine 

Il existe de nombreuses espèces de pommier dans la nature. L’espèce la plus cultivée dans le monde 

est Malus domestica (M. domestica; Gross et al., (2014)) décrite par Borkh en 1803. L’espèce M. 

domestica Bork est apparue il y a entre 4.000 et 10.000 ans en Asie centrale (Cornille et al., 2012). 

Elle a divergé de l’espèce sauvage Malus sieversii, originaire d’Asie centrale et qui a été identifiée 

comme étant la contributrice majoritaire au patrimoine génétique de M. domestica (Robinson et al., 

2001; Harris et al., 2002). Une série d’hybridations (n.b. croisement entre deux espèces) a ensuite 

eu lieu avec M. orientalis et M. sylvestris (Coart et al., 2006; Cornille et al., 2014). Ces 

hybridations ont été favorisées par l’introduction de M. domestica en Europe par les Romains 

(Schlumbaum et al., 2012) et par les échanges commerciaux le long de la route de la soie (Cornille 

et al., 2012). 

1.2. Production mondiale et Française 

La pomme est le troisième fruit le plus produit au monde avec plus de 80 millions de tonnes 

produites en 2017 (FAOSTAT 2017). En France ce fruit représente la deuxième plus importante 

production derrière le raisin. 

En 2019 pas moins de 22 variétés de pommes à couteau ont été produites en France pour la 

commercialisation. Parmi les plus cultivées on retrouve la ‘Golden Delicious’, la ‘Gala’, la ‘Pink 

Lady’ ou encore la ‘Granny Smith’ (Poires Association Nationale Pomme, 2019). Il existe 

également des variétés de pommes à cidre (Les Mordus de la Pomme, 2020). 

1.3. Biologie 

Le pommier appartient à la sous-famille des Maloideae au sein de la famille des Rosaceae. 

M. domestica est une espèce utilisée pour la production dans des habitats tempérés (Cornille et al., 

2012). Ce sont des arbres ou arbustes à feuillage caduques présentant une phyllotaxie alterne. Les 

fleurs sont regroupées en corymbe de 5 à 6 fleurs. La floraison à lieu habituellement entre avril et 

mai dans l’hémisphère nord. 

Le pommier à une durée de vie de cinquante ans et plus (Canadian Food Inspection Agency, 2020). 

En pratique, dans les vergers, les pommiers sont remplacés en moyenne tous les 20 ans, car leur 

production diminue au-delà. 

Le pommier possède une période de juvénilité pouvant se prolonger au-delà de 8 ans (Visser, 1964). 
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2. Multiplications sexuée et asexuée  

Chez tous les êtres vivants la reproduction est une étape importante de la vie car elle permet la 

pérennisation d’une espèce. Chez les végétaux la reproduction peut prendre deux formes : soit la 

reproduction est sexuée, soit la reproduction est asexuée. 

2.1. La reproduction sexuée 

La reproduction sexuée fait intervenir les organes reproducteurs des plantes et consiste en la 

fécondation d’un gamétophyte femelle mature par un grain de pollen mature (Kawashima & Berger, 

2014). De cette fécondation résulte la production d’un embryon à partir duquel se développera 

l’organisme nouvellement formé. La reproduction sexuée permet un brassage génétique résultant en 

la formation d’un organisme partageant une partie des caractères génétique des gamétophytes 

femelle et mâle. 

2.1.1. Cas du pommier  

Bien que présentant les organes reproducteurs mâles et femelles au sein de la même fleur (Figure 

2.1-1A), le pommier présente une auto-incompatibilité pollinique (Zhang et al., 1988). Lors de la 

pollinisation, le grain de pollen se colle au stigmate. Le pollen va ensuite germer et former un tube 

pollinique qui passera dans le style pour atteindre l’ovaire et l’ovule qu’il contient, afin de réaliser 

la fécondation. Au sein du style des molécules de reconnaissance sont produites (revu dans 

Orcheski and Brown (2012)). Ces molécules permettent à l’arbre de reconnaitre si le pollen provient 

de ses propres fleurs ou de celles d’un arbre différent. Pour chaque génotype de pommier, les 

molécules de reconnaissance sont produites à partir de deux allèles d’un gène appelé gène S. 

Chaque allèle est identifié par un numéro (e.g. S1, S2, etc…) et il existe environ 28 allèles différents. 

Chaque génotype de pommier possède donc une combinaison spécifique d’allèles S (e.g. pour la 

variété ‘Golden Delicious’ : S2S3). Lorsque le tube pollinique passe dans le style il y a donc 

reconnaissance des allèles S : trois cas sont alors possible (Figure 2.1-1B). Soit une incompatibilité 

complète lorsque le pollen possède les mêmes allèles S que la fleur pollinisée. Soit une 

compatibilité partielle lorsque l’un des allèles est différent des allèles de la fleur pollinisée. Et enfin 

une compatibilité parfaite lorsque les deux allèles sont différents de ceux de la fleur pollinisée 

(Orcheski & Brown, 2012). 

Si le pollen provient du même arbre, de la même variété ou d’une variété proche, la pollinisation 

sera donc bloquée. Ceci signifie également que dans la grande majorité des cas, chaque pépin au 

sein d’une pomme représente un futur individu portant un mélange des caractères des deux 

génotypes parentaux, et n’est donc pas une « copie » de l’un ou l’autre des parents. 

On notera par ailleurs que si une autofécondation était possible, le caractère hautement hétérozygote 

du pommier rendrait la possibilité d’obtenir un cultivar similaire hautement improbable, notamment 

du au brassage génétique lors de la méiose, puis de la fécondation 
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A. 

 
B. 

 
Figure 2.1-1 : Anatomie d’une fleur de pommier en A. (Photo : A. Perrin) et diagramme de pollinisation en 

B. (Orcheski et al 2012). 
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2.2. La multiplication asexuée 

La multiplication asexuée ou multiplication végétative est un mode de reproduction commun chez 

les végétaux (exemples : fraisiers, iris, chlorophytum, etc…). Il permet à une plante de produire un 

nouvel individu à partir d’une tige ou d’une racine. L’individu nouvellement formé possédera alors 

le même patrimoine génétique que son parent, ce sont des clones.  

Pour ma thèse je me suis intéressé à un mode particulier de multiplication asexuée : la propagation 

asexuée par greffage. Le greffage est un processus spécifique au dicotylédone. En effet l‘absence de 

cambium chez les monocotylédone ne permet pas ce processus (Gautier et al., 2019). 

2.2.1. Origine du greffage 

Bien que des tablettes en écriture cunéiforme datant de prêt de 2000 ans avant J.C. faisaient déjà 

mention du greffage Mudge et al. (2009), ce n’est pas une invention de l’Homme, bien qu’il ait 

largement développé cette technique. En effet deux plantes voisines ou deux branches d’un même 

arbre sont capables de fusionner naturellement leur système vasculaire comme l’a montré Mudge et 

al. (2009) dans la très complète revue A History of Grafting.  

 

2.2.2. Fonction et mise en place de la greffe 

Au sein d’une plante greffée on définit deux parties : le scion ou greffon qui est la partie aérienne de 

la plante, et le porte greffe (ou « rootstock » en anglais) qui porte le scion et présente le système 

racinaire de la plante greffée.  

L’intérêt du greffage est que chaque partie de la plante greffée va influencer le développement de 

l’autre partie en fonction de ses caractéristiques intrinsèques. En sylviculture, on recherche plutôt à 

orienter l’effet du porte greffe vers le scion. C’est-à-dire que l’effet du porte greffe sur le scion doit 

être plus important que l’effet du scion sur le porte greffe (Mudge et al., 2009).  

Le greffage permet notamment d’améliorer la résistance aux agents pathogènes. Ainsi chez la 

vigne, le greffage permet d’améliorer la résistance au phylloxera (Mudge et al., 2009; Kumari et al., 

2015).  

 

Malgré un intérêt majeur notamment pour la culture, chez les plantes pérennes ou 

potagères(Rouphael et al., 2018), la compréhension des mécanismes sous-jacents à la greffe restent 

mal-connus (Melnyk, 2017a,b; Pina et al., 2017; Berger et al., 2018). La revue réalisée par (Nanda 

& Melnyk, 2018) explique notamment le rôle des hormones dans la fusion des deux systèmes 

vasculaires. 

Le greffage consiste donc en l’union de deux tissus adultes présentant des cellules différenciées 

(revu dans (Berger et al., 2018)). La mise en place de la greffe nécessite un processus de 

dédifférenciation des tissus et de formation d’un nouveau système conducteur. On peut ainsi 

différencier plusieurs étapes de la greffe. Il y a tout d’abord un processus d’adhésion entre le scion 

et le porte greffe. Ceci est rendu possible par la formation d’une interface riche en pectine (Berger 

et al., 2018). Il y a ensuite formation d’un cal cellulaire au point de jonction. La couche pectinique 

va ensuite disparaitre. On peut observer en parallèle la formation de plasmodesmes permettant des 

échanges d’organites (Berger et al., 2018; Gautier et al., 2019). On notera également qu’au niveau 

du point de greffe, les cellules formant un cal peuvent présenter une polyploïdisation. Ce qui a 

notamment été montré par (Fuentes et al., 2014)chez le tabac. Les cellules présentaient un génome 

nucléaire et chloroplastique issus de la fusion du génome du scion et du porte greffe. 
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Enfin le cambium formé au point de contact de la greffe va se différencier et permettre la formation 

d’un nouveau système vasculaire (Berger et al., 2018). Chez A.thaliana, la mise en place du 

système vasculaire apparait entre 3 et 7 jours après l’initiation de la greffe (Melnyk & Meyerowitz, 

2015).  

Chez A.thaliana, il a été montré que des plantes greffées présentent une modification de 

l’expression des gènes. Dans ces plantes, il y a une augmentation de l’expression des gènes liés à la 

formation des tissus vasculaires (Melnyk et al., 2018) 

Chez les plantes pérennes le greffage est réalisé sur du bois dormant. Le succès de la greffe n’est 

mesurable que lors du débourrement du bourgeon et les tissus concernés sont difficiles à analyser. 

Ces caractéristiques rendent plus difficile l’étude de la greffe chez les plantes pérennes . Cependant 

des études ont été réalisées sur la vigne, notamment via des techniques d’imagerie à résonance 

magnétique ou de rayon X (Bahar et al., 2010; Milien et al., 2012) afin d’étudier le point de greffe. 

Ces études ont mis en évidence l’importance de la mise en place d’un réseau vasculaire bien 

développé pour le succès de la greffe.  

 

2.2.3. Epigénétique et greffage 

Berger et al., (2018)propose une revue des récentes découvertes sur les processus épigénétiques mis 

en œuvre par les plantes. Il présente notamment un dialogue croisé important entre hormone, 

modification épigénétique et modification de l’expression de gènes. Il semble que des modifications 

épigénétiques soient requises notamment pour la formation de cal, ce qui a été montré in vitro. 

Berger et al., (2018)présentent également les liens entre formation d’un cal lors d’une blessure et 

modifications épigénétiques. Enfin ils présentent les modifications épigénétique associées à la 

différenciation cellulaire.  

Berger et al., (2018) font état du manque de connaissance sur la régulation épigénétique lors du 

greffage et propose un modèle intégrant les connaissances des différents processus connus à ce 

jours, qui pourraient entrer en jeu lors de la greffe et permettent la jonction et la communication 

entre scion et porte greffe (Figure 2.2-1). 
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Figure 2.2-1: modèle proposé par Berger et al 2018: " Figure 2: Early events during graft formation involve 

epigenetic remodeling. (A) Initial situation. Wounding and loss of plant integrity generate a stress response in 

the grafted plant, locally at the graft junction, and also potentially to the entire plant through long distance 

signaling. Hormonal and metabolic fluxes are interrupted, leading to an aberrant physiological situation at the 

graft interface as illustrated by sugar accumulation in the scion but not in the rootstock. Because epigenetic 

modifications are components of the stress response, grafting most probably induce stress-related epigenetic 

reprogramming. (B) Callogenesis. One of the earliest events during grafting is the formation of a callus between 

the scion and the rootstock: cells mainly originating from the cambium reverse to a less differentiated, 

pluripotent state and regain their competence for proliferation. An extensive number of data show that cell 

dedifferentiation requires transcriptional reprog- ramming depending on epigenetic remodeling. (C) Vascular 

reconnection. Vascular reconnection is considered as the basic requirement for a successful grafting. It relies on 

the formation of a new cambium and the production of secondary xylem and phloem from this cambium. 

Although the involvement of epigenetic regulations in cambium initiation and functioning has not been shown 

yet, different data point to a general role for epigenetic mechanism during cell differentiation”.  

2.2.4. Intérêt du greffage chez le pommier 

Précédemment, nous avons vu qu’une plante greffée est une chimère de deux plantes. Chaque partie 

conserve son patrimoine génétique propre. Le porte greffe peut apporter différents bénéfices pour la 

sylviculture (revu dans Singh et al. 2019), tel qu’une diminution de la période de juvénilité, un 

contrôle de la taille de l’arbre (Simons, 1986), de son port (Jensen et al., 2010), ou une meilleure 

adaptation à un terroir (Ahmed et al., 2013). Le greffage chez le pommier peut également 

augmenter la tolérance à des maladies comme le feu-bactérien causé par l’agent pathogène Erwinia 

amylovora (Jensen et al., 2012), ou la pourriture racinaire induite par Phytophthora cactorum 

(Carisse & Khanizadeh, 2006). 

Un autre intérêt majeur du greffage chez le pommier est la conservation des cultivars. En effet, du 

fait de son auto-incompatibilité pollinique, il n’est pas possible de multiplier une variété donnée à 

partir de pépins. Le greffage permet la conservation des variétés par la création de clones. Dans le 

monde, la quasi-totalité des pommiers cultivés sont issus du greffage (Fallahi et al., 2002).  

C’est cette caractéristique de multiplication clonale, comme source majoritaire de maintien de 

l’identité génétique, qui nous intéresse pour la suite de ce manuscrit. 
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3. La génétique chez les plantes  

3.1. Le génome des plantes 

Tous les organismes vivant (hors virus) connus à ce jours (Hiyoshi et al., 2011), possèdent de 

l’acide désoxyribonucléique (ou ADN) au sein de leurs cellules. La molécule d’ADN est constituée 

de deux brins formant une double hélice (Figure 3.1-1 et Figure 3.1-2A). Chaque brin est composé 

d’une succession de nucléotides: l’adénine (A), la cytosine (C), la guanine (G) et la thymine (T). 

Les nucléotides s’apparient de façon spécifique deux à deux entre les deux brins de l’ADN pour 

former une double hélice (Figure 3.1-2A, Alberts (2003)). Ainsi une adénine s’apparie toujours 

avec une thymine et une cytosine s’apparie toujours avec une guanine.  

 

 

 
Figure 3.1-1 : structure et repliement de l’ADN (illustration par Georges Dolisi) 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   14 

Une séquence d’ADN est donc définie par un enchainement de nucléotides. La taille d’une 

séquence est alors exprimée en paires de bases (bp). La composition et l’ordre des nucléotides 

composant la séquence ADN d’un organisme est déterminée par des techniques de séquençage. 

L’analyse et le traitement des données de séquençage permet de construire une séquence qui servira 

de référence (génome de référence, (Ballouz et al., 2019)) pour d’autres études sur la même espèce 

ou sur des espèces apparentées. 

 

Les plantes sont des Eucaryotes (Evers et al., 2013), ce qui signifie que l’ADN est enfermé dans le 

noyau de la cellule (Figure 3.1-1). Au sein du noyau, les molécules d’ADN interagissent avec des 

protéines (histones) qui permettent notamment leurs repliements afin de compacter l’ADN. Ces 

ensembles compactés forment ce que l’on appelle les chromosomes (Figure 3.1-1).  

 

Le génome d’un organisme comporte toute l’information génétique nécessaire au développement, à 

la vie et à la reproduction de l’organisme. Cette information est codée dans la séquence d’ADN et 

est identifiée par des séquences nommées gènes (Figure 3.1-2A). Chaque gène permet, via la 

transcription puis la traduction, la synthèse d’une ou plusieurs protéines nécessaires au 

développement d’une cellule ou d’un organisme.  

 

Chez les eucaryotes plusieurs parties ont été définies sur un gène (Figure 3.1-2A). Tout d’abord un 

site d’initiation de la transcription (ou TSS), un ou plusieurs exons, de zéro à plusieurs introns et un 

site de terminaison de la transcription (ou TTS). En amont et en aval du gène (aussi nommé région 

5’ et 3’ respectivement), sont définies des zones nommées région promotrice ou terminatrice 

respectivement, sur lesquelles sont présentes des séquences qui vont permettre la régulation de la 

transcription du gène, notamment par la fixation de facteurs de transcription.  

 

 
Figure 3.1-2: représentation de l'ADN et des étapes de transcription et traduction. (A.) 

Représentation d’un gène. UTR : région non traduite. (B.) représentation des étapes 

d’expression d’un gène. 
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3.1.1. Le génome du pommier 

L’ADN (ou génome) du pommier a été séquencé pour la première fois en 2010 (Velasco et al., 

2010). Depuis 2010, plusieurs équipes dans le monde ont reséquencé le génome du pommier pour 

améliorer la qualité du génome de référence (Li et al., 2016; Daccord et al., 2017; Zhang et al., 

2019). Entre ces différentes versions du génome, la taille totale du génome varie. Pour la suite de ce 

manuscrit, nous considérerons le séquençage du génome du pommier ‘GDDH13’ (Golden Delicious 

double haploïde, clone numéro 13) réalisé par Daccord et al. (2017) qui estimaient la taille du 

génome à environ 650 mégabases (MB). La comparaison entre le génome de GDDH13 séquencé 

par Daccord et al 2017 et d’autres génomes précédemment séquencés est disponible dans le Tableau 

3.1-1.  

. 

Tableau 3.1-1: Table issus de la thèse de Daccord et al . 2018 présentant la comparaison de l’assemblage du 

génome de GDDH13 avec deux assemblage réalisé précédemment sur pommier. 

 

Contrairement aux autres sous-familles des Rosacées, comportant un nombre chromosomique de 

base entre 7 et 9, les Méloïdés, dont fait partie le pommier, possèdent un nombre chromosomique 

de base de 17. Le pommier étant par ailleurs diploïde, son nombre de chromosomes est donc doublé 

et ces chromosomes sont appariés deux à deux : le pommier possède 17 paires de chromosomes. 

Cette augmentation du nombre de chromosomes par rapport aux autres sous-familles des Rosacées 

est due à une duplication relativement récente du génome (> 50 millions d’années, (Velasco et al., 

2010). Cette duplication a pour conséquence une forte homologie entre chromosomes/zones 

dupliqués dans le génome, comme montré par Daccord et al. (2017), dans le diagramme de synténie 

présenté en Figure 3.1-3. 

Au sein du génome du pommier 42.120 séquences ont été annotées comme étant des gènes codant 

pour des protéines (Daccord et al., 2017).  
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Figure 3.1-3 : diagramme de synténie du génome du pommier proposé par Daccord et al 2017 : « Figure 

2 Synteny and distribution of genomic and epigenomic features of the apple genome. The rings indicate 

(from outside to inside, as indicated in the inset) chromosomes (Chr), heat maps representing gene 

density (green), TE density (blue) and DNA methylation levels (orange). A map connecting homologous 

regions of the apple genome is shown inside the figure. The colored lines link collinearity blocks that 

represent syntenic regions that were identified by SynMap » 

 

Le pommier étant diploïde, chaque gène possède deux allèles, un sur chaque chromosome apparié. 

Un allèle est une version d’un gène. Pour un organisme homozygote tous les allèles d’un gène 

seront identiques. Pour un organisme hétérozygote, tel que le pommier, tout ou partie des gènes ont 

des allèles différents. Chez le pommier par exemple, la couleur de l’épiderme des fruits rouges est 

codée par plusieurs gènes (Honda et al., 2002), dont un régulant l’accumulation d’anthocyanine 

(Janick et al., 1996). En fonction de l’allèle exprimé (transcription et traduction), dans l’épiderme 

des pommes, la couleur peut ainsi être modifiée (White & Lespinasse, 1986). 

Des travaux ont été réalisés à l’INRAE d’Angers (IRHS) afin d’obtenir des pommiers présentant un 

génome homozygote. Ils ont permis l’obtention du pommier homozygote GDDH13 (Lespinasse et 

al., 1999). Ce pommier GDDH13 a la particularité de ne pas être auto-incompatible. Il est donc 

possible d’en réaliser des autofécondations. 

 

a) Les versions du génome de GDDH13 

Lors du séquençage du génome du pommier différentes versions d’assemblage on successivement 

été mises à disposition. Au cours de sa thèse, Nicolas Daccord (2018) a ainsi produit deux versions 

du génome de GDDH13 : la version V1.0 et la version V1.1 (Figure 3.1-4). La version V1.1 a été 

obtenue en réalisant un réassemblage par itérations successives (Voir la thèse de Nicolas Daccord 

2018 pour plus de détails). Ceci permet d’améliorer l’assemblage, notamment pour les séquences 

répétées difficiles à assembler. 
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Figure 3.1-4 : Comparaison du réassemblage et de la ré-annotation des version V1.0 et V1.1 du génome 

de GDDH13. Source : https://iris.angers.inra.fr/gddh13/the-apple-genome-downloads.html 

3.2. Transcription de l’ADN 

Pour être utilisée par la cellule, l’information génétique doit tout d’abord être transcrite. La 

transcription est permise par des polymérases à ARN (RNA en anglais, Tjian, (1996)). Ce sont des 

enzymes spécifiques qui vont recopier un gène ou une séquence d’ADN pour former un brin 

d’ARN (Figure 3.1-2B). L’ARN est une molécule similaire à l’ADN, mais se composant d’un brin 

unique et pour laquelle la thymine est remplacée par l’uracile (U). Il existe différents types d’ARN 

définis par leur fonction dans la cellule. 

3.2.1. Les ARNs messagers ou ARNs codants 

Les l’ARNs messagers (mRNA) sont transcrits à partir des séquences des gènes, par les 

polymérases qui vont former dans un premier temps un ARN pré-messager (Figure 3.1-2B). Cet 

ARN pré-messager va subir un épissage (Darneli, 1978; Black, 2003) qui permet de supprimer les 

introns, d’ajouter une coiffe sur la régions en 5’ et une queue poly-A en 3’ permettant la stabilité de 

l’ARNm. L’épissage peut également modifier le nombre d’exons retenu dans le mRNA final. Cet 

épissage alternatif permet à la cellule de former plusieurs mRNA différents à partir d’une seule 

séquence d’ADN initiale.  

3.2.2. Les ARNs non-codants  

Les ARNs non-codants sont impliqués dans divers mécanismes. On retrouve principalement les 

ARNs de transferts (tRNA) et les ARNs ribosomaux (rRNA) qui permettent tous deux la traduction 

des mRNAs en protéines (Sharp et al., 1985). Les microARNs (miRNA, (Bartel, 2004)), qui 

regroupent les ARNs interférant (iRNA) et les petits ARNs interférant (siRNA), sont impliqués 

dans la régulation post-transcriptionnelle des gènes. Ou encore les petits ARNs nucléaire 
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(snoRNAs, Maden & Hughes, (1997)) qui sont impliqués dans la maturation des tRNAs et rRNAs. 

Il existe de nombreuses autres classes de petits ARNs impliqués dans des régulations spécifiques 

(Xie et al., 2004; Mosher et al., 2010).  

3.3. Traduction de l’ARNm 

Suite à la transcription et à la maturation du mRNA, cette molécule est transportée à l’extérieur du 

noyau de la cellule, dans le cytoplasme, pour y être traduite (Figure 3.1-2B et Figure 3.3-1A). La 

traduction est assurée par des ribosomes (Wilson & Cate, 2012). Ce sont des complexes formés par 

les rRNAs et des protéines. Ils permettent de traduire une séquence d’ARNm en protéine. Lors de la 

traduction, à chaque triplet de nucléotides (ou codon) va correspondre un acide aminé particulier 

(Figure 3.3-1B), la correspondance de chaque codon en acide aminé forme le code génétique 

(Crick, 1990). Le ribosome va donc lire l’ARN messager et produire une chaine d’acide aminé qui 

formera une protéine qui aura une fonction particulière pour la cellule. L’ensemble des protéines 

produites permettent entre autres le développement et la multiplication des cellules, leur défense, 

mais aussi la communication entre cellules (Harvey et al., 2007). 

 
Figure 3.3-1: La traduction : (A.) Schéma de la traduction des ARNm par les ribosomes dans le cytosol. 

Source : https://www.ck12.org. (B.) Code génétique. Pour trouver l’acide aminé correspondant à un 

codon de nucléotide, il faut partir du centre et aller vers l’extérieur. Source: http://education.expasy.org. 

3.4. Régulation de l’expression des gènes 

Une cellule ne produit pas en permanence les protéines codées par l’ensemble de son génome, mais 

seulement la fraction nécessaire à sa vie et à son développement à un instant donné. Pour les 

organismes complexes, les cellules peuvent être regroupées en sous-ensemble en fonction de 

l’organe (feuille, racine, tige) ou de leur tissus (tissus conducteur, tissus photosynthétique, tissus 

assimilateur, etc…). Ces cellules transcrivent ainsi un certain nombre de gènes en fonction de leur 

spécificité. Afin de réguler l’expression des gènes un certain nombre de mécanismes entrent en jeu 

à différent niveaux. 

A. 

B. 



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   19 

3.4.1. Régulation génétique 

Il existe des protéines qui ont un rôle d’activation ou de répression de la transcription et qui sont 

appelées des facteurs de transcription. Ces protéines vont reconnaître des séquences particulières de 

l’ADN, situées notamment dans les régions promotrices ou terminatrices des gènes. La fixation de 

ces protéines va permettre le recrutement des ARN polymérases dans le cas d’activateurs de la 

transcription, ou empêcher la fixation des ARN polymérases dans le cas de répresseurs de la 

transcription. L’une des familles de facteurs de transcription les plus connues est la famille des 

MYB, qui est largement répandue notamment chez les plantes (Martin & Paz-Ares, 1997). Par 

exemple chez le pommier, l’implication de facteurs de transcription de type MYB a été décrite dans 

la régulation de l’accumulation d’anthocyanes (pigment rouge) dans les fruits (Takos et al., 2006; 

Espley et al., 2007; Ban et al., 2007). 

3.4.2. Régulation post-transcriptionnelle 

Un second niveau de régulation de l’expression des gènes peut intervenir après la transcription. Une 

partie des mRNAs produits par la cellule va subir un processus de régulation pour être détruit avant 

la traduction et ainsi empêcher la formation de la protéine associée. Cette régulation est notamment 

rendue possible par l’action des miRNAs.  

Les miRNAs sont des petits ARNs de 20 à 24 nucléotides impliqués dans la régulation post-

transcriptionnelle (Bartel, 2004). Ils ont été identifiés en 1993 chez Caenorhabditis elegans (Lee et 

al., 1993). Les miRNAs font partie d’un complexe ribonucléoprotéique de répression nommé RISC 

(« RNA-induced silencing complex »). Dans ce complexe sont notamment retrouvées les protéines 

DICER-like (impliquées dans la maturation des miRNA, Liu et al., (2009)) et Argonaute 

(permettant le clivage des mRNA, Vaucheret, (2008)). Une fois le complexe formé le miRNA peut 

se fixer sur son ARNm cible pour induire sa dégradation via le complexe RISC (Bartel, 2004). 

 

En plus des différents mécanismes de régulation génique présentés plus haut, il existe également 

des mécanismes de régulation qui ne sont pas codés par la séquence d’ADN, ils sont appelés 

mécanismes de régulation épigénétiques. 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   20 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   21 

4. Régulation épigénétique chez les plantes 

4.1. Définition de l’épigénétique 

L’épigénétique se définit comme l’ensemble des modifications héritables via la méiose et la 

mitoses, pouvant modifier l’expression des gènes, sans être liées à une modification de la séquence 

d’ADN (Russo et al., 1996). Ces modifications sont héritables par la méiose (division cellulaire 

nécessaire à la reproduction sexuée) ou par la mitose (multiplication cellulaire). Les deux types de 

modifications épigénétiques majeures sont les modifications d’histones et la méthylation de l’ADN. 

Les modifications épigénétiques ont un rôle dans la régulation de l’expression des gènes et vont 

donner une plasticité à l’expression de ces gènes (Pikaard & Scheid, 2014). Cette plasticité permet 

une adaptation aux contraintes environnementales auxquelles sont soumis les organismes (Richards 

et al., 2010; Mirouze & Paszkowski, 2011; Casadesús & Low, 2013). 

4.2. Les histones 

4.2.1. Définition 

Les histones sont des complexes de protéines autour desquelles l’ADN (Figure 4.2-1A) s’enroule 

pour former des nucléosomes (Figure 3.1-1, Peterson & Laniel, (2004)). Les histones permettent de 

compacter l’ADN au sein du noyau, mais également d’organiser cette compaction de telle sorte que 

l’ADN reste accessible pour la transcription. La chromatine accessible à la transcription est 

qualifiée d’euchromatine (revue dans Peterson & Laniel, (2004)). En augmentant la compaction de 

l’ADN les histones peuvent rendre l’ADN moins accessible à la transcription, on parle alors 

d’hétérochromatine (Shu et al., 2012). 

Pour permettre le passage d’un état décondensé à un état condensé et inversement, les histones sont 

la cible de nombreuses modifications (acétylation, méthylation, ubiquitination, etc…) qui 

permettent de réguler leur activité ou l’accessibilité des enzymes à l’ADN (revue dans Peterson & 

Laniel, (2004), Lister & Ecker, (2009)). Ces modifications ont principalement lieu sur la queue N-

terminale des histones (Figure 4.2-1A), qui est une partie de la séquence protéique de l’histone qui 

reste libre. Au sein d’un nucléosome on trouve 8 protéines de type histones, chacune de ces histones 

ayant des fonctions particulières (Talbert & Henikoff, 2010). Les modifications ayant lieu sur les 

queues d’histones vont cibler spécifiquement les différents types d’histone pour avoir une action 

particulière. 

4.2.2. Modification des histones 

La queue des histones peut donc être la cible de modifications qui consistent en l’ajout ou la 

suppression de groupements biochimiques (Figure 4.2-1B).  

Il existe différents types de modifications chimiques dont l’acétylation et la méthylation (Loidl, 

2004). 

a) L’acétylation de la queue histone 

L’acétylation est une marque qui peut être ajoutée ou retirée via des histones acétylases ou 

désacétylases. L’acétylation a lieu sur une lysine spécifique présente dans la séquence protéique de 

la queue de l’histone. Une acétylation de la queue d’histone est généralement associée à 

l’euchromatine, transcriptionnellement active (Berger, 2007). Alors que la désacétylation des 
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histones est associée à l’hétérochromatine (Berger, 2007). Cependant des études ont montré que 

l’acétylation des histones est dynamique en fonction du développement d’une plante, et que 

l’acétylation peut moduler la transcription des gènes positivement ou négativement (revue par Chen 

& Tian, (2007)).  

b) La méthylation de la queue histone 

Tout comme l’acétylation, des groupements méthyl peuvent être déposés sur les lysines composant 

la queue des histones. A l’inverse de l’acétylation, la méthylation des histones est généralement 

associée à la répression de la transcription des gènes, mais là encore cet effet est très modulable 

(Berger, 2007). En effet la tri-méthylation de la lysine située en quatrième position sur la queue 

d’une histone nommée H3 a un effet activateur sur la transcription des gènes, alors que la tri-

méthylation de la lysine situé en neuvième position de cette même histone est associée à des régions 

d’hétérochromatine ayant un faible état transcriptionnel (Berger, 2007).  

c) Acétylation et méthylation des histones chez le pommier 

Chez le pommier, 57 histones acétyltransférases et 26 histones désacétylases ont récemment été 

identifiées (Fan et al., 2018) sur le génome de référence ‘GDDH13’ (Daccord et al., 2017). Pour la 

méthylation de la queue des histones, 71 histones méthyltransférases et 44 histones déméthylases 

ont été identifiées par Fan et al., (2018) sur le génome de référence ‘GDDH13’ (Daccord et al., 

2017). Les modifications d’histones chez les arbres, tel que le pommier, ne sont pas encore 

suffisamment étudiées. Des études ultérieures seront nécessaires pour vérifier le rôle chez les 

arbres. 

 

 

 

 
Figure 4.2-1: Illustration d’histones. (A) forme condensée (hétérochromatine) et décondensée 

(euchromatine) de la chromatine. (B) exemple de modification sur une queue d’une histone. Adaptée de 

www.epigentek.com. 
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Quelques soient leurs effets activateurs ou inhibiteurs sur la transcription des gènes, il a également 

été montré que l’activité des histones est intimement reliée à la méthylation de l’ADN, notamment 

via le recrutement par les histones d’enzymes impliquées dans la méthylation de l’ADN (Dobosy & 

Selker, 2001; Jackson et al., 2002; Malagnac et al., 2002). 

4.3. La méthylation de l’ADN  

4.3.1. Définition 

La méthylation de l’ADN consiste en l’addition d’un groupement méthyl (CH3) sur une base azotée 

de l’ADN (Figure 4.3-1). Chez les plantes les adénines et les cytosines peuvent être méthylées 

(Finnegan et al., 1998; Ashapkin et al., 2002; Chan et al., 2005; Ratel et al., 2006), cependant la 

méthylation est prédominante sur les cytosines (Wyatt, 1951).  

Pour la suite de ce manuscrit je parlerais exclusivement de la méthylation de l’ADN sur les 

cytosines. On notera cependant que la méthylation des adénines est associée à la régulation de la 

transcription des gènes mitochondriaux (Ashapkin et al., 2002). 

La méthylation des cytosines peut avoir lieu dans trois contextes de cytosines différents, définit par 

la ou les bases succédant à la cytosine : les contextes CG, CHG et CHH, où H peut être un 

nucléotide A, T ou C (Vanyushin & Ashapkin, 2006). Le niveau de méthylation moyen de chaque 

contexte est variable d’une espèce à une autre. Globalement le contexte CG est souvent le plus 

méthylé, suivi du contexte CHG et enfin du contexte CHH, qui est très peu méthylé, comme montré 

chez Arabidopsis thaliana (respectivement un taux de 24%, 6.7% et 1.7% de méthylation, A. 

thaliana, Cokus et al., (2008)), Glycine max (respectivement un taux de ~50%, ~39% et ~5,3% de 

méthylation, G. max, Schmitz et al., (2013)). 

a) Chez le pommier 

Lors du séquençage du génome du pommier en 2017, Daccord et al.,. ont également effectué un 

séquençage du méthylome. Ils ont ainsi pu mettre en évidence un profil de méthylation similaire à 

G. max (Schmitz et al., 2013). Ainsi en contexte CG un taux de méthylation de 49% a été identifié, 

39% en contexte CHG et 12% en contexte CHH (Daccord et al., 2017).  

 

 

 
Figure 4.3-1: représentation de la méthylation d'une cytosine à l’échelle moléculaire, par ajout d’un 

groupement CH3(adaptée de (Law & Jacobsen, 2010)) 
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4.3.2. Rôle de la méthylation de l’ADN 

Ces modifications ne sont pas réparties de façon aléatoire dans le génome (Michalowsky & Jones, 

1989; Lister et al., 2008). Tout au long de la vie de la plante, la méthylation est très dynamique. La 

méthylation de l’ADN de la plante est notamment associée à la réponse aux un stress biotiques ou 

abiotiques (Kinoshita & Seki, 2014; Viggiano & de Pinto, 2017; Thiebaut et al., 2019). La 

perception d’un stress par la plante entraine une plasticité phénotypique et transcriptomique lui 

permettant de s’adapter. Cette perception s’accompagne également d’une modification de 

l’épigénome et notamment de la méthylation de l’ADN (Dowen et al., 2012a; Iwasaki et al., 2014). 

En 2017, Seymour & Becker s’interrogeaient sur la relation de cause à effet : est-ce la plasticité 

phénotypique qui entraine une modification épigénétique ou bien la perception d’un stress 

engendre-t-elle des modifications directes de l’épigénome se traduisant ensuite par une plasticité 

transcriptomique et phénotypique ? 

La méthylation joue également un rôle dans la stabilité du génome via la répression de la 

transcription des éléments transposable (TE) (Kawashima & Berger, 2014). 

a) Méthylation de l’ADN et éléments transposables 

Un TE est une séquence capable de s’intégrer dans une séquence d’ADN par transposition 

(Feschotte et al., 2002). Ce sont des séquences d’ADN répétées impliquées dans l’augmentation de 

la taille des génomes chez les eucaryotes (Kidwell, 2002). On observe d’ailleurs que leur proportion 

dans les génomes augmente avec la taille du génome. Par exemple pour l’espèce Utricularia gibba, 

dont le génome à une taille de 82Mb, les TEs représentent 3% du génome (Ibarra-Laclette et al., 

2013), alors que pour le maïs (Zea mays), dont la taille du génome est de 2,2 Gb, les TEs 

représentent 85% du génome (Schnable et al., 2009). 

La mobilité des TEs génère des mutations et est une source importante d’évolution des génomes et 

des gènes (Bennetzen, 2005), et par conséquent du phénotype. Chez le maïs, il a été montré que 

l’insertion d’un transposon à proximité d’un locus impliqué dans la synthèse d’anthocyanine altère 

la production de pigments dans le grain. Cette insertion provoque une modification de la couleur 

des grains de maïs qui peuvent alors être noir, jaune, ou former une mosaïque (noir et jaune) (revu 

dans Wessler, (1988)). Un phénotype associé à la couleur du grain, causé par l’insertion d’un TEs 

dans un gène a également été décrit chez le Shorgo (Sorghum bicolor, Chopra et al., (1999). Chez le 

riz, on retrouve également que l’expression d’un gène impliqué dans le nanisme et la mise en place 

des feuilles (Oryza sativa) est régulé par des éléments transposable nommés MITEs (« Miniature 

Inverted repeat TEs », Wei et al., (2014)).  

Cependant une activité (mobilisation) trop intense de ces séquences d’ADN est néfaste pour la 

survie des cellules et de l’organisme. Ceci a notamment été montré chez A. thaliana où la 

transposition d’un TE nommé « Evadé » est responsable du développement de phénotypes aberrants 

(Mirouze et al., 2009). Cet effet délétère de la transposition de TEs semble aussi être corroboré par 

l’observation de la répartition des TEs dans le génome. En effet les TEs sont majoritairement 

retrouvés dans des régions intergéniques chez A. thaliana (Wright et al., 2003). Cependant des 

nuances existent, en effet les éléments MITEs du riz sont quant à eux fréquemment retrouvés à 

proximités des gènes (Bureau & Wessler, 1994; Zhang et al., 2000; Yang et al., 2001). Des études 

suggèrent également que le choix de la multiplication sexuée ou asexuée pour un organisme est 

relié au taux de transposition des TEs (Arkhipova & Meselson, 2005). 
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L’activité des TEs doit donc être régulée finement par la cellule. Il existe pour cela des mécanismes 

de répression de la transcription des TEs, telle que la méthylation de l’ADN (Feschotte et al., 2002; 

Goll & Bestor, 2005; Henderson & Jacobsen, 2007; Suzuki & Bird, 2008; Hauser et al., 2011; 

Schmitz et al., 2012). Les éléments transposables sont la cible de petit ARNs interférant (siRNA) 

permettant la méthylation de l’ADN correspondant (Almeida & Allshire, 2005) mais également la 

régulation post-transcriptionnelle de l’ARN correspondant.  

On notera enfin que la méthylation des TEs insérés à proximités d’un gène joue un rôle dans la 

modulation de la transcription de ces gènes (Slotkin & Martienssen, 2007). 

Méthylation des éléments transposable chez le pommier 

Nous avons vu précédemment que la taille d’un génome de plante est corrélée à l’abondance en TEs 

qu’il contient. Ainsi chez le pommier, qui a un génome de taille moyenne (650Mb), les TEs 

représentent 47,3% du génome (Daccord et al., 2017). Xu et al. 2018 ont confirmé que la 

méthylation de l’ADN assure la stabilité du génome du pommier. 

On notera également que, chez le pommier, l’insertion d’un TE en amont du gène codant le facteur 

de transcription MdMYB1, permet de réguler son niveau de transcription et donc celui de son gène 

cible, qui est impliqué dans la pigmentation rouge de l’épiderme des pommes (Zhang et al., 2019). 

Méthylation de l’ADN et régulation de la transcription des gènes 

La méthylation de l’ADN permet la régulation de la transcription de certains gènes (Michalowsky 

& Jones, 1989; Inamdar et al., 1991), notamment lorsqu’elle touche les régions promotrices (Bird, 

1984; Cedar, 1988; Di Croce et al., 2002; Baylin, 2005). Cependant l’effet de la méthylation de 

l’ADN sur la régulation de l’expression des gènes est variable en fonction du contexte de 

méthylation ou de la localisation de la méthylation. Comme on peut le constater sur le modèle décrit 

par Niederhuth & Schmitz, (2016), Figure 4.3-2. Niederhuth & Schmitz, (2016) décrivent ainsi que 

la méthylation du corps du gène (Figure 4.3-2A) dans les trois contextes à un effet inhibiteur sur la 

transcription de ce gène. Ils décrivent ensuite les effets de deux localisations distinctes de la 

méthylation, en contexte CG uniquement. Tout d’abord une forte méthylation dans le corps du gène 

(Figure 4.3-2B) aurait un effet plutôt activateur sur la transcription, alors qu’une forte méthylation 

au niveau du site d’initiation de la transcription aurait plutôt un effet inhibiteur sur la transcription 

du gène (Figure 4.3-2C). 
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Figure 4.3-2: Modèle de régulation de l'expression de gènes d'A.thaliana via la méthylation de l'ADN. 

Figure 1 de la publication de Niederhuth CE et Schmitz RJ. (2016) 

 

Cette régulation peut s’expliquer par le fait que la méthylation permet de bloquer la fixation de 

facteurs de transcriptions ou des enzymes responsables de la transcription (Adams, 1990). Ainsi la 

méthylation d’une séquence CG adjacente à une séquence TATA (« TATA box ») va empêcher la 

fixation des RNA polymérases sur la séquence TATA, limitant ainsi la transcription des gènes 

(Adams, 1990).  

Dowen et al. (2012) ont montré chez A. thaliana qu’une modification de l’épigénome corrélée à une 

modification de la transcription de gènes de défense est observable en cas de stress biotique. Ces 

modifications peuvent être durables et permettraient à la plante de répondre plus rapidement à un 

stress ultérieur (Avramova, 2015; Fortes & Gallusci, 2017).  

Méthylation et régulation de l’expression des gènes chez le pommier 

Chez le pommier la méthylation de l’ADN est prédominante sur les TEs et est plus faible sur les 

gènes. En effet 64,5% des gènes sont pauvres en méthylation (c’est-à-dire un taux de méthylation 

inférieur à 0,5%) et seul 10% des gènes sont fortement méthylés (c’est-à-dire un taux de 

méthylation supérieur à 2,5%) (Daccord et al., 2017). 

Daccord et al. (2017) ont également mis en évidence que les gènes fortement méthylés ont un 

niveau de transcription faible, alors qu’un faible taux de méthylation des gènes est associé à un 

niveau de transcription plus élevé, ce qui est également confirmé par Xu et al., (2018). Dans leur 

publication, Daccord et al. (2017) présentent notamment deux clones d’un ‘Golden Delicious’ 

haploïde doublé (GDDH13 et GDDH18). Ces deux arbres présentent un génome similaire, 

cependant on peut observer une différence phénotypique au niveau de la taille des fruits. L’analyse 
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du méthylome de ces fruits a révélé de larges différences de méthylation au niveau de gènes 

impliqués dans le développement et la maturation du fruit (Daccord et al., 2017). 

De plus, comme déjà évoqué précédemment, il a été montré que le niveau de méthylation du 

promoteur du facteur de transcription MYB1 a un effet sur l’accumulation d’anthocyanine dans la 

peau des pommes, via la modification de l’expression des gènes cibles de MYB1 (Ma et al., 2018 ; 

Zhang et al., 2019). Il a également été suggéré que la méthylation du promoteur du gène IPT5b chez 

le pommier est associée au caractère de nanisme induit par le porte greffe nommé M9. Cette 

méthylation produit une modification du profil d’expression de ce gène impliqué dans la voie de 

biosynthèse des cytokinines (Feng et al., 2016). 

La méthylation permet donc une régulation de la transcription des gènes. Cette régulation peut 

également intervenir en cas de stress biotiques ou abiotiques. Xu et al., (2018), ont montré qu’un 

stress hydrique chez le pommier modifie la méthylation à l’échelle du génome. Ils ont notamment 

mis en évidence que le stress hydrique provoque une diminution de la méthylation dans la région 

promotrice des gènes différentiellement exprimés lors de ce stress, notamment le gène MdOCP3 

connu pour être impliqué dans la tolérance au stress hydrique (Xu et al., 2018). 

Gully et al., (2019a), ont effectué chez A. thaliana et M. domestica des traitements de « priming », 

c’est-à-dire d’induction de la réponse à un stress chez une plante, sans qu’elle ait été confrontée à ce 

stress. Ce traitement de « priming » a permis aux plantes de mieux tolérer le stress ultérieurement. 

Ce traitement de « priming » est potentiellement associé à des modifications du niveau de 

méthylation de l’ADN. 

 

4.3.3. Mécanisme de méthylation de l’ADN 

Différents mécanismes existent afin d’établir et de maintenir la méthylation des cytosines chez les 

plantes, en fonction du contexte dans lequel elles se situent. 

a) La maintenance de la méthylation 

La méthylation est dynamique tout au long de la vie d’une plante (Schmitz et al., 2012) grâce à des 

méthylases et des déméthylases qui vont ajouter ou enlever les marques de méthylation en fonction 

des besoins de la cellule. Les mécanismes de maintenance de la méthylation de l’ADN permettent 

une répression de la transcription des gènes et des éléments transposables tout au long de la vie des 

cellules. 

La maintenance de la méthylation permet également la méthylation du brin d’ADN nouvellement 

synthétisé lors de la réplication de l’ADN (Figure 4.3-3). 

Les gènes impliqués dans la maintenance de la méthylation sont différents en fonction du contexte 

de méthylation considéré, selon qu’il est de nature symétrique (CG et CHG) ou asymétrique (CHH) 

(revu par (Law & Jacobsen, 2010)). 

Pour les contextes CG et CHG, qui sont symétriques (Figure 4.3-3), les protéines impliquées dans la 

restauration de la méthylation de l’ADN vont s’appuyer sur la méthylation existante sur la cytosine 

du brin complémentaire. Ainsi pour le contexte CG, des protéines VIM1 et 2 (« VARIANT IN 

METHYLATION ») vont reconnaitre les cytosines non-méthylées du brin nouvellement synthétisé 

et devant être méthylées. Ces protéines vont alors recruter la protéine MET1 (« DNA 
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METHYLTRANSFERASE 1 ») qui va restaurer la méthylation sur le brin néosynthétisé (Kim et 

al., 2014). De façon analogue pour le contexte symétrique CHG, des protéines SUVH4, 5 et 6 

(« SUPPRESSOR OF VARIEGATION 3-9 HOMOLOGUE », Li et al., (2018)) vont détecter les 

cytosines à méthyler sur le brin néosynthétisé et vont recruter la protéine CMT3 

(« CHROMOMETHYLASE 3 ») pour restaurer la méthylation (Lindroth, 2001). 

Enfin pour le contexte asymétrique CHH, la méthylation ne peut pas être restaurée sur le brin 

néosynthétisé en utilisant l’autre brin comme modèle, car il n’y a pas de cytosine correspondante 

sur laquelle recueillir l’information. La restauration de la méthylation pour ce contexte passe donc 

constamment par la voie de la méthylation de novo, guidée par des petits ARNs (mécanisme de la 

RdDM, « RNA directed DNA methylation »). 

 

 

 
Figure 4.3-3: représentation des mécanismes de maintenance de la méthylation et de la voie de la RdDM, 

au niveau de la fourche de réplication. La méthylation des cytosines est représentée en violet. 
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b) La méthylation de novo 

La méthylation de novo permet d’établir la méthylation d’une séquence ADN qui n’était pas 

méthylée précédemment. Elle a lieu tout au long du développement d’une plante. Elle permet 

notamment d’empêcher la transcription des TEs, assurant ainsi la stabilité et l’intégrité du génome 

(Wassenegger et al., 1994). 

La méthylation de novo repose essentiellement sur le mécanisme de la RdDM (Wassenegger et al., 

1994). Elle permet la méthylation des cytosines dans les trois contextes (CG, CHG et CHH). Elle 

nécessite le recrutement d’ARNs interférants de 24 nucléotides, complémentaires de la séquence à 

méthyler. 

Le mécanisme de la RdDM comporte plusieurs étapes (revu par Law & Jacobsen, 2010) : il 

commence par la synthèse d’un ARN simple brin complémentaire de la région à méthyler par le 

complexe formant la polymérase IV (Pol IV, Figure 4.3-4, Onodera et al., 2005). A partir de ces 

ARNs, un ARN double brin est formé par une RDR2 (Haag et al., 2012), puis est modifié par une 

protéine de la famille des DICER (DCL3, Gasciolli et al., 2005), pour former un ARN interférant de 

24 nucléotides (« 24nt siRNA »), qui sera pris en charge par des protéines Argonautes (p.e. AGO4, 

Vaucheret, (2008)). AGO4 est elle-même prise en charge par le complexe de la polymérase V (Pol 

V) qui va ensuite interagir avec DRM2 (« DOMAIN REARRANGED METHYLTRANSFERASE 

2 », (Cao & Jacobsen, 2002)). C’est à la suite de ces interactions en cascade que DRM2 va 

transférer un groupement méthyle sur une cytosine de la région ciblée initialement. 

 

 

 
Figure 4.3-4: figure 2 de la revue de Law & Jacobsen, (2010) présentant les interactions moléculaires 

menant à la méthylation de novo de l'ADN via le mécanisme de la RdDM. 

4.3.4. Méthylation de l’ADN et différences entre plantes pérennes et annuelles 

Les plantes peuvent être divisées en deux catégories : les plantes annuelles qui ont un cycle de vie 

complet en un an et les plantes pérennes qui ont une période de vie plus longue. Les plantes 

pérennes doivent ainsi mettre en place des stratégies de développement différentes des plantes 



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   30 

annuelles. A partir de leur maturité elles doivent être capable de produire des fleurs et de les 

produire à un moment donnée précis de l’année, afin de pouvoir se croiser à l’intérieur de l’espèce. 

Ces différents processus sont notamment régulés par des modifications de la chromatine, comme 

montré chez A.thaliana par rapport à A. alpina (Wang et al., 2009). Ces modifications de la 

chromatine associé au cycle de floraison chez les plantes pérennes ont également été décrite chez 

différentes espèces, notamment en comparant les bourgeons dormant des bourgeons débourrés (revu 

dans Ríos et al., 2014). 

Les plantes pérennes ont donc probablement développé des mécanismes de régulation épigénétiques 

différents des plantes annuelles afin de s’adapter à leur cycle de vie plus long et aux conditions 

climatiques récurrentes. 

 

4.3.5. Méthylation de l’ADN et amélioration des plantes 

Nous l'avons vu précédemment, le rôle de la méthylation de l’ADN sur l’expression des gènes est 

encore mal connu. La méthylation peut être activatrice ou inhibitrice de la transcription d’un gène, 

indépendamment ou non du contexte de méthylation. Ces différences ont notamment été 

formalisées par House & Lukens, 2019. Ils expliquent l’existence de trois type d’épiallèles. Les 

épiallèles purs qui sont des modifications épigénétiques sans liens avec l’ADN. Et les épiallèles 

« facilitated » et obligatoire, pour lesquels les modifications épigénétiques sont partiellement ou 

complétement dépendante de la séquence d’ADN sous-jacente. Il existe un regain d’attention pour 

ces deux dernières catégories de la part des obtenteurs. En effet, ces épialléles sont considérés 

comme les plus stables et leur obtention est mieux comprise (House & Lukens, 2019). Par exemple 

Durand et al., (2012)ont montré que l’incompatibilité entre différents variants A.thaliana est 

contrôlée par des modifications épigénétiques. Ils ont montré que l’insertion d’une séquence 

homologue à un gène de ménage fonctionnel conduit à la formation de siRNA par la RdDM, qui 

vont engendrer une méthylation du gène natif et une diminution de son expression. Ils ont 

également montré que cet épiallèle était stable à travers la méiose, sur plusieurs générations. Des 

travaux sur l’utilisation de l’épigénétique pour l’amélioration des plantes ont été réalisés chez 

différentes espèces d’intérêt agronomique tel que le colza (Hauben et al., 2009) ou la tomate (Yang 

et al., 2015) 

Cependant les possibilités offertes aux obtenteurs par l’utilisation de l’épigénétique restent limitées 

au mécanisme épigénétiques maitrisé actuellement, c’est-à-dire l’hyperméthylation d’une séquence 

ADN pouvant conduire à une diminution de l’expression des gènes. Une compréhension plus 

complète des mécanismes de la méthylation de l’ADN et de leurs effets devrait permettre à l’avenir 

une utilisation élargie des modifications épigénétiques pour l’obtention de nouvelles variétés (Xu et 

al., 2018a). 
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5. Transmission de l’information épigénétique 

L’une des bases de tout organisme vivant, est la capacité à se reproduire. La reproduction permet à 

un organisme de former un nouvel organisme, tout en lui transmettant son information génétique 

(Mendel, 1865). Nous l’avons vu précédemment, l’ADN peut être la cible de modifications 

épigénétiques. Dans cette partie nous nous attacherons à comprendre comment la méthylation de 

l’ADN est transmise d’un organisme parent à sa descendance, que ce soit lors d’une reproduction 

sexuée ou asexuée. 

Outre sa fonction dans la protection du génome, la méthylation de l’ADN a également d’autres 

fonctions, notamment dans l’hérédité. 

Les premières études sur la transmission des marques épigénétiques à la descendance, réalisées sur 

des cellules de mammifères, ont conclu que les marques épigénétiques (méthylation de l’ADN) 

n’étaient pas transmises à la descendance. Progressivement des exceptions ont été découvertes, 

remettant en cause ce dogme initial (revu dans Rakyan & Beck, (2006)).  

Chez les plantes, un mécanisme de reprogrammation existe, qui induirait une élimination partielle 

des marques épigénétiques d’une génération à l’autre (revue dans Kawashima & Berger, (2014)). 

5.1. Multiplication asexuée 

La reproduction asexuée ou clonale repose sur la mitose. Lors de la mitose, l’ADN est dupliqué. 

Puis intervint une division permettant à partir d’une cellule mère diploïde d’obtenir deux cellules 

filles diploïdes identiques, contenant le même matériel génétique (Criqui & Genschik, 2002). La 

transmission des marques épigénétiques peut être assurée d’une part par la maintenance de la 

méthylation en contexte CG et CHG et par la méthylation de novo en contexte CHH, comme décrit 

précédemment. 

Pendant la reproduction asexuée, l’information épigénétique est donc transmise de façon stable. 

Tout comme des mutations génétiques peuvent survenir, du fait d’erreurs liées aux polymérases 

(Garcia-Diaz & Bebenek, 2007), des épimutations peuvent survenir, via des erreurs dans la 

restauration de la méthylation (van der Graaf et al., 2015). 

5.1.1. Cas du greffage 

Les connaissances actuelles sur la transmission des marques épigénétiques via le greffage tendent à 

supposer que l’ADN des greffons n’est pas méthylé au même degré que celui des parents (Fraga et 

al., 2002). Chez Pinus radiata par exemple, on sait que la succession de greffages abouti à une 

diminution de la méthylation de l’ADN (Fraga et al., 2002). 

5.1.2. Cas de la multiplication in vitro 

La multiplication in vitro permet de régénérer des plantes entières à partir de fragment de tissus 

végétaux. Ce type de multiplication provoque un grand nombre de changements pour les vitro-

plants au niveau morphologique, physiologique, de l’expression de leurs gènes mais également de 

leur épigénome (Joyce et al., 2003). 

Il a été montré chez Sequoiadendron giganteum, qu’un plant juvénile maintenu in vitro présente un 

taux de méthylation de son ADN supérieur à un plant greffé cultivé en extérieur (Monteuuis et al., 
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2008). Deux études sur des micro-propagations in vitro d’Acacia mangium et Castanea sativa, 

tendent à montrer que le niveau de méthylation est supérieur chez les micro-propagules juvéniles, 

par rapport à ceux présentant un phénotype mature (Baurens et al., 2004; Hasbún et al., 2005). 

5.2. Multiplication sexuée 

La reproduction sexuée repose quant à elle sur le mécanisme de la méiose. La méiose consiste en 

une duplication de l’ADN, suivi de deux divisions cellulaire (Mercier et al., 2015). Ces divisions 

successives permettent la formation des gamètes mâle et femelle. Les gamètes formés sont 

haploïdes, c’est-à-dire que pour chaque gène il n’y a qu’un seul allèle.  

5.2.1. Gamétogénèse mâle 

Au sein des tissus reproducteurs mâles, va être formé le pollen mature (ou gamétophyte mâle, 

Kawashima & Berger, (2014)). Le pollen mature est composé d’une cellule végétative contenant 

deux gamètes ( Figure 5.2-1). La cellule végétative permet la fécondation du gamétophyte femelle 

par la formation du tube pollinique. 

Au cours de la formation du pollen mature, se produit un phénomène de reprogrammation 

épigénétique permettant notamment l’expression de gènes impliqués dans la méiose (Walker et al., 

2018). Ce phénomène a notamment été mis en évidence par une augmentation de la transcription 

des TEs (Gehring et al., 2009; Slotkin et al., 2009), du fait d’une diminution de la méthylation dans 

la cellule végétative (Gehring et al., 2009; Hsieh et al., 2009), mais pas dans les gamètes. Cette 

diminution de la méthylation est notamment possible grâce à l’action de DEMETER (DME) qui a 

une activité de déméthylation de l’ADN (Ibarra et al., 2012). L’augmentation de la transcription des 

TEs au sein de la cellule végétative permettrait une production et un transfert de siRNA de la cellule 

végétative vers les gamètes (Slotkin et al., 2009), afin d’y renforcer la répression de la transcription 

des TEs. Cette régulation durant la formation du pollen est nommée l’empreinte paternelle 

(« paternal imprinting », Rodrigues & Zilberman, (2015)) et permet de conserver une répression 

forte des TEs (Ibarra et al., 2012). 

5.2.1. Gamétogenèse femelle 

Au sein des tissus reproducteurs femelle vont se former les gamétophytes femelles (Kawashima & 

Berger, 2014). Un gamétophyte femelle mature est constitué de 8 noyaux formant 7 cellules ( 

Figure 5.2-1). Au sein de ce gamétophyte femelle, nous allons nous intéresser plus particulièrement 

à la cellule centrale (comportant deux noyaux) et à la cellule œuf. De façon analogue au processus 

existant lors de la formation des gamètes mâles, il y a au sein de la cellule centrale un processus de 

déméthylation du génome provoquant une augmentation de l’activité de la voie de la RdDM. Il y a 

ainsi une accumulation de siRNA dans la cellule centrale (Mosher et al., 2009), permettant de 

renforcer la répression de la transcription des TEs dans la cellule œuf est ainsi y créer une empreinte 

maternelle (Hsieh et al., 2009). 
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5.2.2. Fécondation  

Lors de la fécondation il y a en fait une double fécondation. L’un des gamètes mâle va féconder la 

cellule centrale, où il y aura alors deux exemplaires du génome maternel et un exemplaire du 

génome paternel. La cellule centrale fécondée forme ainsi l’albumen qui va ensuite accumuler des 

réserves nutritives lors de la maturation de la graine, afin de nourrir le futur embryon. Le second 

gamète mâle va, quant à lui, féconder la cellule œuf qui devient dès lors le zygote. 

Concernant la méthylation, il se déroule ainsi un double phénomène pendant la reproduction 

sexuée ; d’une part une déméthylation partielle dans les gamétophyte mâle et femelle résultant en 

l’activation de la RdDM ; d’autre part, outre le transfert de siRNA issus de l’activation de la RdMD, 

une partie des marques de méthylation non supprimées est conservée, permettant le transfert de 

l’empreinte paternelle et maternelle à l’embryon (Law & Jacobsen, 2010). Par la suite, lors de la 

fécondation, se produit une forte activation des gènes impliqués dans la méthylation de l’ADN 

(voies de la maintenance de la méthylation et de la RdDM). Ce niveau d’expression est maintenu 

pendant la première étape de l’embryogénèse (Jullien et al., 2012). Ceci permettant une répression 

des éléments transposables afin de maintenir l’intégrité du génome (Kawashima & Berger, 2014). 

 

 

 

 

 
Figure 5.2-1: Schéma de la reproduction sexuée chez A. thaliana issue de la revue (Kawashima & Berger, 

2014) 
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6. Objet de la thèse 

6.1. Contexte 

La transmission des marques épigénétiques par voie sexuée semble assurer la stabilité de 

l’expression de l’information génétique chez les espèces étudiées jusqu’à présent. Elle contribue 

sans doute également à une adaptation de ces espèces à un environnement donné (Richards et al., 

2010; Mirouze & Paszkowski, 2011; Casadesús & Low, 2013). Le pommier, comme d’autres 

espèces d’arbres, a un temps de génération long puisque sa période juvénile peut se prolonger au-

delà de 8 ans (Visser, 1964). L’adaptation génétique à un stress engendré suite aux contraintes 

environnementales, via la multiplication sexuée, est donc plus lente pour ces arbres que pour des 

espèces annuelles, du fait de ce temps minimum entre deux générations. Nous pouvons donc 

supposer que les plantes pérennes vont privilégier la voie de l’acclimatation à leur écosystème, 

plutôt que la voie de l’adaptation génétique, pour se développer dans un environnement donné. 

Cette acclimatation, aussi nommé plasticité, est liée à la modification de l’expression des gènes et 

peut être induite notamment par des modifications épigénétiques (Herman & Sultan, 2011; 

Kinoshita & Seki, 2014; Xu et al., 2018b). 

Les pommiers sont des plantes pérennes principalement propagés par greffage (Fallahi et al., 2002), 

afin de conserver une homogénéité variétale. Chez Pinus radiata, une autre espèce pérenne, il a été 

montré que des propagations par greffages successifs entrainent une diminution du niveau de 

méthylation (Fraga et al., 2002). Il est donc possible que chez le pommier, du fait de son mode de 

propagation privilégié en verger, l’on puisse s’attendre à une diminution de la méthylation de 

l’ADN entre un arbre adultes mature et un jeune greffon qui en est issu. 

6.2. Objectif 

La question principale traitée dans le cadre de cette thèse est la suivante : Quelles sont les 

conséquences phénotypiques, transcriptomiques et épigénétiques engendrées par la multiplication 

sexuée et la propagation asexuée du pommier ? 

De manière à répondre à cette question, nous allons étudier les différences entre un mode de 

multiplication sexué et un mode de reproduction asexué chez le pommier. Nous allons pour cela 

réaliser un phénotypage, un séquençage du méthylome et une analyse microarray du transcriptome 

d’un pommier adulte du génotype ‘GDDH13’, ainsi que de jeunes greffons et de semis obtenus par 

autofécondation de ce même génotype. 

Une seconde question abordée dans le cadre de cette thèse est de savoir si certains régulateurs de la 

méthylation connus chez A. thaliana fonctionnent de manière similaire chez le pommier. 

Les travaux menés pour répondre à cette seconde question s’intègrent au projet Genius (Genome 

ENgineering Improvement for Useful plants of a Sustainable agriculture). Nous allons tout d’abord 

chercher à comprendre comment la méthylation des cytosines est modifiée par la mutation du gène 

METHYLTRANSFERASE1 du pommier, connu pour être impliqué dans la maintenance de la 

méthylation en contexte CG chez A. thaliana. Nous allons également tester si le gène AtDRM2 peut 

permettre de modifier l’épigénome du pommier. Nous utiliserons pour cela la technique CRISPR-

Cas9.   
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Chapitre I : Différences épigénétiques entre une 

multiplication sexuée et une propagation asexuée 

chez le pommier 
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1. Introduction 

Durant ces dernières décennies, l’épigénétique est devenue un sujet d’étude majeur chez les plantes. 

De nombreuses études épigénétiques réalisées sur les plantes s’intéressent à l’effet d’un stress 

biotique (Dowen et al., 2012b; Yu et al., 2013; Le et al., 2014) ou abiotique (Chen et al., 2010; Luo 

et al., 2012; González et al., 2013; Bocchini et al., 2015) sur l’épigénome des plantes. Il est 

également régulièrement question d’une mémoire épigénétique d’un stress dans la descendance 

d’une plante (Boyko et al., 2010; Slaughter et al., 2012; van der Graaf et al., 2015). 

Il existe également des études analysant la diversité épigénétique des populations de plantes 

annuelles (Hagmann et al., 2015; Kawakatsu et al., 2016; Zhang et al., 2018) ou pérennes (Salmon 

et al., 2005; Keyte et al., 2006; Avramidou et al., 2015; Herrera & Bazaga, 2016) ayant évolué dans 

des environnements différents. Une étude réalisée sur 34 espèces d’angiospermes annuelles et 

pérennes différentes présentait une analyse de l’évolution de la méthylation chez les angiospermes 

(Niederhuth et al., 2016). De cette étude, Niederhuth et al., (2016) montrent une variabilité 

importante de la structure des méthylomes chez les angiosperme. Chaque méthylome étant 

spécifique d’une espèce et reflétant l’histoire de l’espèce. D’autres études se sont également 

intéressées à la structure du méthylome entre différentes espèces (e.g. Seymour et al., (2014)). 

Seymour et al., (2014) rapportent que certaines régions du génome sont hautement variables au 

niveau de leur méthylome, sans pour autant qu’il y ait un lien clair avec une variabilité phénotyique. 

En 2019, Albaladejo et al.,  ont rapporté une étude sur le méthylome d’un pistachier mère par 

rapport à sa descendance issue d’une multiplication sexuée par pollinisation croisée. Ils ont ainsi 

montré une diminution du taux de méthylation dans la descendance mais également un lien au 

niveau de méthylation et stade de développement de la plante. Ils ont également montré qu’une 

forte méthylation du génome semble corréler avec une diminution du rendement. 

Cependant sur l’ensemble de ces études, je n’ai pas identifié d’études s’intéressant à la comparaison 

d’une multiplication sexuée par rapport à une propagation asexuée de type greffage au niveau du 

méthylome d’une espèce. 

 

Dans ce premier chapitre il sera donc question de comprendre comment se transmettent les marques 

épigénétiques chez une espèce pérenne appartenant à la famille des Rosaceae. Nous avons choisi de 

travailler sur le modèle pommier (Malus domestica) en utilisant un matériel unique : un pommier 

homozygote (GDDH13, Lespinasse et al., (1999)) qui peut s’autoféconder. Nous avons ainsi pu 

profiter du fait que les plants issus de semis ou de greffage, obtenus à partir de cet arbre, sont 

génétiquement identiques. Un séquençage bisulfite de ces différents échantillons a été réalisé avant 

le début de ma thèse. Les séquences obtenues ont été alignées sur le génome du pommier 

‘GDDH13’ récemment séquencé à l’IRHS d’Angers (Daccord et al., 2017). Nous avons ensuite 

calculé le taux de méthylation de chaque cytosine afin d’évaluer ensuite les régions 

différentiellement méthylées (DMRs). Ce qui nous a permis par la suite d’étudier les portions du 

génome où la méthylation est conservée au cours des générations et quelles portions subissent des 

modifications en fonction du type de la multiplication utilisée pour produire l’échantillon 

(multiplication sexuée ou asexuée). Nous avons également étudié le phénotype de nos échantillons 

et réalisé une étude du transcriptome. Enfin nous avons cherché une corrélation entre les données de 

séquençage bisulfite avec les données transcriptomiques. Ces analyses ont fait l’objet d’une 

publication présentée dans la première partie de ce chapitre. 
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Dans une seconde partie nous avons cherché à analyser différentes méthodes de calcul de DMRs 

afin de définir quelle méthode serait la plus à même de décrire le profil de méthylation de notre 

modèle biologique 

 

Pour l’article ci-dessous et la suite du manuscrit j’ai utilisé les termes Old grafted tree 

(OG), Young Graft (YG) et Seedling (SD) pour nommer les échantillons. Les abréviations 

suivantes seront utilisées pour parler de la comparaison entre les différents individus. Ainsi la 

comparaison entre les arbres adultes (OG) et les plants greffés (YG) sera identifiée par OGvsYG. 

La comparaison entre les arbres adultes (OG) et les plants issus de semis (SD) sera identifiée par 

SDvsOG. Et enfin la comparaison entre les plants greffés (YG) et les plants issus de semis (SD) 

sera identifiée par SDvsYG. 
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2. Matériels et méthodes spécifiques 

2.1. Matériel végétal 

Nous avons utilisé un pommier homozygote, le génotype ‘GDDH13’, pour l’obtention de plants 

greffés et de plants issus de semis tous génétiquement identiques (Perrin et al., 2020). 

Le pommier présente une auto-incompatibilité pollinique (Zhang et al., 1988). Cette caractéristique 

à plusieurs conséquences. Tout d’abord d’un point de vue génétique, le pommier présente une 

hétérozygotie importante (Li et al., 2016). Ceci rend les analyses génétiques et épigénétiques plus 

complexes car pour chaque gène on trouve deux allèles différents pouvant également présenter des 

niveaux de méthylation différents. Ainsi il n’est pas aisé de différencier un effet génétique d’un 

effet épigénétique. De plus il n’est pas possible de séparer les épi-allèles lors du séquençage du 

méthylome. Enfin pour multiplier une variété de pommier inscrite au catalogue officiel on ne peut 

pas passer par la reproduction sexuée car il n’y aurait pas conservation des caractéristiques de la 

variété. Les pépiniéristes greffent donc les pommiers sur des portes greffes, permettant de conserver 

l’homogénéité des variétés. Cette étape de greffe est comparable à de la multiplication asexuée, il 

n’y a donc pas d’étape de méiose. 

En serre nous avions à notre disposition un arbre adulte du génotype GDDH13 qui a été utilisé 

comme arbre parent de référence (OG). Des baguettes du génotype GDDH13 ont été prélevées dans 

les vergers sur 2 arbres clones de l’arbre de référence. Les greffes (YG) une fois réalisées ont été 

placées dans la même serre que l’arbre de référence. Les semis (SD) ont été réalisés à partir de 

pépins récoltés sur 5 clones, de l’arbre de référence du génotype GDDH13, placés sous cages avec 

une ruche de bourdons pour obtenir une autofécondation. Une fois germés et suffisamment 

développés les semis ont été transférés dans la même serre que l’arbre de référence. 

Tous nos échantillons ont donc ainsi été placés dans les mêmes conditions de température, 

d’ensoleillement et d’humidité. 

2.2. Séquençage bisulfite 

L’analyse du méthylome nécessite de pouvoir le séquencer. Il existe pour cela une technique : le 

séquençage bisulfite. Cette technique permet de convertir toute les cytosines de l’ADN qui ne sont 

pas méthylés en uracile (Figure 2.2-1). Les cytosines méthylées ne sont pas modifiées durant cette 

conversion. Avant d’être séquencé, l’ADN est amplifié pour augmenter sa quantité. Lors de 

l’amplification par PCR les uraciles présents sur un brin d’ADN sont remplacés par une thymine. 

Ainsi lors du séquençage les cytosines qui étaient méthylées seront détectées comme des cytosines, 

alors que les cytosines non méthylées auront été remplacées par des thymines. Les séquences ainsi 

obtenues sont alignées sur le génome. 

La conversion bisulfite n’est pas parfaite malgré une efficacité supérieure à 99%, ainsi certaines 

cytosines non méthylées peuvent rester des cytosines au lieu d’être converties en thymines. De plus 

d’une cellule à l’autre l’ADN n’est pas toujours méthylé exactement de la même façon malgré les 

mécanismes de maintenance. C’est pourquoi à la suite du séquençage bisulfite et de l’alignement 

des séquences sur le génome de référence on définit un taux de méthylation pour chaque cytosine. 

Cependant les séquences présentant des taux de méthylation différents de 0% ou 100% sont très 

minoritaires dans le génome comme a pu le montrer Nicolas Daccord pendant sa thèse (Daccord, 

2018). 
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Figure 2.2-1 : schéma des étapes d’un séquençage bisulfite 
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3. Partie 1 – “Divergent DNA methylation signatures of 

juvenile seedlings, grafts and adult apple trees” 

(Perrin et al. 2020) 

3.1. Introduction à l’article 

L’article suivant a été publié le 01.03.2020 dans la revue Epigenomes (MDPI). 

Nous avons ici publié une partie des résultats obtenues lors de nos analyses de l’hérédité des 

marques épigénétiques. 

Nous avons notamment présenté une analyse phénotypique, transcriptomique et épigénétique 

réalisée sur des prélèvements issus de semis et de greffons par rapport à un arbre adulte. 

Les figures supplémentaires à l’article sont disponibles en annexe, les données brutes sont 

disponibles sur la base de donnée GEO du NCBI, les calculs des régions différentiellement méthylé 

et des gènes différentiellement transcrits sont disponibles en suivant le lien indiqué dans l’article 

vers le site du journal. 

3.2. Divergent DNA methylation signatures of juvenile 

seedlings, grafts and adult apple trees 

 

 

Figure 3.2-1: Graphical abstract of (Perrin et al., 2020) publication 
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3.3. Résumé de l’article 

Dans l’article présenté précédemment nous avons comparé la transmission des marques 

épigénétiques dans le cas d’une reproduction sexuée et d’une propagation asexuée chez le pommier 

(Malus domestica). Nous avons également identifié un effet potentiel d’une différence de 

méthylation sur la transcription des gènes. 

Dans un premier temps nous avons observé des différences phénotypiques que nous avons pu relier 

au stade de développement des plantes. Les plants issus de semis (SD) présentaient un état juvénile 

identifiable par une très faible densité de trichome sur la face inférieure des feuilles. Dans le cas des 

plants greffés (YG) et adultes (OG), nous avons identifié une densité de trichomes plus importante 

sur la face inférieure de leur feuille, caractère que nous avons pu relier à un état mature des plantes 

d’après la littérature. Ces observations nous ont permis de confirmer que le greffage n’est pas 

comparable à un processus de rajeunissement complet, comme ce qui est observé dans le cadre 

d’une multiplication sexuée, avec l’obtention de semis. 

En parallèle de cette étude phénotypique, nous avons également réalisé une analyse du 

transcriptome des plantes. Nous avons ainsi pu constater que le niveau de transcription des gènes, 

lié à la photosynthèse, était plus élevé dans les plants issus de semis (SD) par rapport à l'arbre adulte 

(OG), tandis que les plants nouvellement greffés (YG) affichaient un niveau de transcription 

intermédiaire. 

Enfin, nous avons analysé les données de méthylation issues du séquençage bisulfite de chacun de 

nos échantillons. Nous avons ainsi pu montrer dans un premier temps que le niveau de méthylation 

d’ADN global dans les plants issus de semis ou les plants greffés n’est pas modifié par la 

multiplication sexuée ou par la propagation asexuée par rapport à l’arbre adulte. Nous avons 

cependant identifié des modifications locales, que nous avons appelé DMRs (région 

différentiellement méthylées). Ces différences ont été retrouvées en majorité dans le contexte de 

méthylation CHH. Il semble donc que le processus de reprogrammation de la méthylation ayant lieu 

pendant la méiose n’affecte pas le niveau global de méthylation du génome, assurant ainsi la 

stabilité du génome notamment par la répression des éléments transposables. Il semble, cependant 

qu’il existe un processus de réarrangement de la méthylation sur des régions spécifiques lors de la 

multiplication sexuée. Ces réarrangements pourraient être impliqués dans une augmentation de la 

compétitivité des plants issus de semis, leur permettant ainsi un développement plus rapide dans un 

milieu donné par rapport à un arbre adulte. Cette observation était particulièrement marquante pour 

les gènes associés à la photosynthèse. 

L’analyse des données transcriptomiques et des données de méthylation de l'ADN, a également 

permis de montrer que les plantes greffées (YG) étaient à l'interphase entre l'arbre (OG) et les semis 

(SD). 

Les résultats que nous avons publiés dans cet article tendent à montrer que, d'un point de vue 

physiologique, transcriptomique et épigénétique, les plantes nouvellement greffées (YG) sont à 

l'interphase entre un arbre (OG) et un semis (SD), présentant des caractéristiques qui sont 

particulières à la fois aux stades immatures et matures de la plante. 
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4. Partie 2 - Résultats complémentaires 

La vie est affaire de choix et la science n’échappe pas à cette règle, c’est pourquoi nous n’avons 

sélectionné qu’une partie de nos résultats pour la publication présentée précédemment. Nous avons 

retenu les résultats qui nous semblaient le plus pertinent et le plus marquant, comme la densité des 

trichomes pour le phénotypage. Mais j’ai généré d’autres données, de phénotypage et également 

travaillé sur plusieurs façons de calculer des régions différentiellement méthylées (DMRs) que je 

vais détailler par la suite. 

4.1. Matériels et méthodes 

4.1.1. Matériel végétal 

Pour cette partie nous avons utilisé le même matériel végétal que ce que nous avons présenté 

précédemment à savoir : OG, YG et SD. Des mesures et prélèvements supplémentaires sur ces 

échantillons ont été réalisés pour les expériences de phénotypage complémentaire. 

4.1.2. Fixation et coupes histologiques des échantillons YG et SD. 

4 feuilles de 4 plants issus de semis et de 4 plants issus de greffes ont été prélevées. Sur chaque 

feuille deux prélèvements sont effectués : Le premier dans le limbe des feuilles, le second au niveau 

de la nervure centrale comme présenté dans la Figure 4.1-1. Chaque fragment est ensuite fixé en 

glutaraldéhyde puis inclus en résine Technovit7100 en suivant le même protocole d’inclusion que 

(Celton et al., 2014). Brièvement, les échantillons sont incubés sous vide dans un tampon de 

glutaraldéhyde à 4°C pendant 3h. Une fois fixé, les échantillons sont déshydratés dans des bains 

d’éthanol successifs puis inclus en résine Technovit7100 (Kulzer Histo-technique kit; Labonord). 

Des coupes de 3µm d’épaisseur sont réalisées à l’aide d’un microtome et montées sur des lames en 

verre de microscope. Une coloration au bleu de toluidine est ensuite réalisée avant de déshydrater 

les échantillons et de monter une lamelle. Des observations sont faites sous microscope optique 

Leica DM1000. Des acquisitions d’image sont réalisées à l’aide du logiciel d’histologie 

QCapturePro®. Les photos sont ensuite analysées à l’aide du logiciel ImageJ® pour déterminer le 

diamètre de la nervure centrale et l’épaisseur du limbe. 
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Figure 4.1-1: illustration du prélèvement sur une feuille de pommier. Les tissus prélevés pour être fixé 

sont indiqués par un rectangle rouge. 

4.1.3. Microarray et calcul des régions différentiellement méthylées 

Les extractions ADNs et ARNs ont été réalisées et décrites dans la publication précédente (Perrin et 

al., 2020). Les analyses de microarray et de calculs des régions différentiellement méthylées 

réalisées dans cette partie, ont été effectuées en suivant les mêmes paramètres que ceux présentés 

dans la publication précédente (Perrin et al 2020).  

 

4.2. Résultats  

4.2.1. Analyse de la troisième comparaison : plants greffés versus plants 

semés 

Dans la publication précédemment présentée, nous avons discuté de la transmission verticale des 

marques épigénétiques de l’arbre adulte vers les plants greffés et les plants issus de semis. Nous 

avons cherché à comprendre comment les marques épigénétiques sont transmises via une 

multiplication sexuée et asexuée. 

Dans cette partie je vais présenter une troisième comparaison : les plants greffés (YG) par rapport 

aux plants semés (SD). Pour cela j’ai étudié différents caractères phénotypiques, puis je me suis 

intéressé aux différences de niveaux transcriptionnels et épigénétiques des plants semés par rapport 

aux plants greffés. Avec l’étude de cette comparaison nous espérons retrouver des résultats 

similaires à ceux que nous avons précédemment obtenus (Perrin et al., 2020). Si tel est le cas, des 

études futures, où l’accès aux plants parents n’est pas possible (perte du parent, impossibilité de 

prélèvement, etc…) pourront tout de même être réalisées sur des semis et des greffons en 

extrapolant les résultats pour les plants parents. 

a) Phénotypage 

Pendant ma thèse j’ai, en premier lieu cherché des moyens macroscopiques et microscopiques 

permettant de caractériser les jeunes plants semés et les greffons. Pour cela j’ai effectué le 

phénotypage de plants ayant poussés en serre pour contrôler l’effet environnemental.  
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Pour phénotyper des plants semblables (taille similaire) les semis ont été réalisés trois semaines 

avant le greffage. Ceci permet d’obtenir au bout de 2 ou 3 mois de croissance des plants issus de 

semis et des greffons présentant des tailles de tige principale similaires lors des prélèvements. 

Phénotypage macroscopique 

Dans un premier temps je me suis attaché à montrer les différences de phénotype visibles à l’œil nu. 

J’ai commencé par compter le nombre d’étages foliaires sur des greffons et des plants issus de 

semis. Pour ce faire j’ai décapité neuf plants de chaque groupe et je les ai ensuite laissés pousser 

pendant trois semaines avant de compter le nombre d’étages foliaires à partir du point de 

décapitation. J’ai effectué un second comptage deux semaines plus tard. Je n’ai pas observé de 

différences significatives du nombre d’étages foliaires au bout de trois semaines (Figure 4.2-1A), 

mais j’ai observé une différence significative (à 5%) du nombre d’étages foliaires au bout de cinq 

semaines (Figure 4.2-1B). Les jeunes plants présentaient alors en moyenne vingt étages foliaires, 

contre moins de dix-huit chez les greffons. 

 

 

 
Figure 4.2-1 : comptage du nombre d’étages foliaires. Nombre d’étages foliaires chez les greffons et le 

jeune plant issu de semis. Au bout de trois (A) ou cinq (B) semaines de croissance après décapitation. Un 

test de student a été réalisé pour évaluer la différence entre les groupes ou chaque date. Astérisque p-

value: *: 5% n=9. 
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Par la suite j’ai prélevé des feuilles de trois âges différents sur les plants issus de semis et des 

greffons (Figure 4.2-2). Je n’ai pas pu effectuer de prélèvements sur l’arbre adulte de référence car 

il subissait à ce moment une très forte attaque d’acariens rouges (Panonychus ulmi) et de thrips 

(Frankliniella occidentalis) rendant le prélèvement de feuilles saines impossible. 

 

 

 
Figure 4.2-2:plan de prélèvement : cercle rouge: feuilles prélevées, les chiffres indiquent les trois stades 

auquel les feuilles ont été prélevées. Stade 1: dernière feuille complétement formée/déroulée; stade 2: 

feuille d’âge moyen, présentant un parenchyme de couleur vert clair similaire aux feuilles jeunes; stade 3: 

feuille âgée plus rigide, présentant un parenchyme de couleur vert foncé 
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Sur les prélèvements réalisés (Figure 4.2-3) on peut observer une différence très nette entre la forme 

des feuilles issues de plants semés (Figure 4.2-3B, D et F) et de plants greffés (Figure 4.2-3A, C et 

D). Les feuilles des plants semés ont des formes plus lancéolées que celles issues de plants greffés. 

On remarque également que les feuilles d’âge moyen à vieux (prélèvements numéro 2 et 3 sur 

Figure 4.2-2) issues de plants greffés (Figure 4.2-3C et E) ont des bordures ou serrations moins 

marquées que les feuilles issues de plants semés. La serration correspond à l’aspect dentelé de la 

bordure des feuilles. 

 

 

 
Figure 4.2-3: photos macroscopiques de feuilles de pommier : Panel de feuilles issues de greffon (A, C, E) 

et de semis (B, D, F). Trois âges différents de feuilles sont présentés ici, correspondant aux stades 

précédemment définis (Figure 4.2-2): stade 1 (A et B), stade 2 (C et D) et stade 3 (E et F). 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   70 

A l’aide d’une loupe binoculaire, on observe que les serrations des feuilles issues de plants greffés 

sont présentes, mais elles sont moins profondes et moins ouvertes (Figure 4.2-4). 

En observant les faces inférieures et supérieures des feuilles plus âgées (Figure 4.2-4 C à F) on 

observe que le réseau de veines est plus dense et plus serré sur les feuilles issues de plants greffés 

que sur les feuilles issues de plants semés.  

Lors du phénotypage à l’échelle macroscopique des jeunes plants semés et greffés, j’ai pu mettre en 

évidence des différences phénotypiques marquées. J’ai ensuite voulu savoir si l’on pouvait 

retrouver des différences phénotypiques à l’échelle microscopique. 

 

 
Figure 4.2-4: photos de feuilles de pommier réalisées à la loupe binoculaire . . Les photos A, C et E 

montrent la face adaxiale des feuilles, les photos B, D et F montrent la face abaxiale des feuilles. Sur 

chaque photo, la feuille dans le coin en bas à gauche est issue des greffons et la feuille dans le coin en 

haut à droite est une feuille issue de plants semés comme indiqué en (A). Trois âges différents de feuilles 

sont présentés ici, correspondant aux stades précédemment définis (Fig. 1): stade 1 (A et B), stade 2 (C 

et D) et stade 3 (E et F). 
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Phénotypage microscopique 

Afin d’identifier des différences sur les structures internes de la feuille, j’ai réalisé des coupes 

histologiques de jeunes feuilles. J’ai observé deux types de tissus, du limbe et la nervure centrale 

des feuilles échantillonnées. On peut observer des différences morphologiques entre les coupes de 

feuilles de plants greffés et celles de plants semés. La nervure centrale des plants semés (Figure 

4.2-5A) est beaucoup plus arrondie que celle des plants issus de greffes (Figure 4.2-5B). Les tissus 

vasculaires xylème et phloème semblent également plus développés chez le greffon que chez les 

plants semés. J’ai effectué des colorations sur ces tissus avec du rouge carmin (coloration du 

xylème) et du bleu de méthylène (coloration du phloème), mais les tests ont été non concluant, je 

n’ai pas pu observer mes échantillons avec ces colorations. Nous pouvons cependant estimer cette 

différence via la comparaison du diamètre entre les échantillons (Figure 4.2-6A). Les plants issus de 

semis présentent un diamètre de la nervure centrale inférieur de 144 µm en moyenne par rapport 

aux greffons (différence significative à 1‰ suite à un test de Student). 

Dans un second temps j’ai observé la morphologie du limbe (Figure 4.2-5C & D). Je n’ai pas 

observé de différence apparente. J’ai également réalisé une mesure de l’épaisseur du limbe qui 

laisse apparaitre une petite différence (Figure 4.2-6B) de 4µm en moyenne entre les deux 

échantillons (différence significative à 5% suite à un test de Student). 

Nous avons donc identifié plusieurs différences phénotypiques entre plants greffés et plants issus de 

semis. A partir de ces constatations nous avons cherché à identifier les mécanismes moléculaires 

sous-jacent ; comme l’effet de la méthylation de l’ADN ou de la différence d’expression des gènes. 
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Figure 4.2-5: Exemples de coupes transversales de jeunes feuilles (stade 1, Fig. 1) issues de plants de 

semis (A et C) et de plants greffés (B et D). En (A) et (B) coupe transversale de la veine centrale et en (C) 

et (D) coupe transversale du limbe. Inf. : face inférieure (abaxiale) de la feuille; Sup. : face supérieure 

(adaxiale) de la feuille. Coupe de 3µm colorée au bleu de toluidine. 

 
Figure 4.2-6: mesure de l’épaisseur du limbe (A.) et du diamètre de la nervure centrale (B.).  

Un test de student a été réalisé pour évaluer la différence entre les groupes à chaque date de 

prélèvement. Astérisque p-value: *: 5%, ** 1%, ***1‰ n=200.  

Plants semés    Plants greffés Plants semés    Plants greffés 
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b) Transcrits différentiellement exprimés 

Afin de mieux comprendre l’impact du mode de reproduction sur l’expression des gènes, nous 

avons réalisé une analyse transcriptomique pour cette comparaison afin d’analyser les transcrits 

différentiellement exprimés (DETs).  

Pour cela nous avons utilisé une puce micro-array basée sur la nouvelle annotation du pommier. 

Pour la suite des analyses des DETs dans ce manuscrit, nous avons exclu les séquences en antisens 

ce qui induit une différence du nombre de DETs par rapport à la publication précédente, afin de 

simplifier l’analyse. 

Nous avons identifié 5396 DETs associés à des gènes (DEG) dans la comparaison YGvsSD (Table 

4.2-1), soit respectivement 9,8 et 18,9% de DEGs en plus que dans les comparaisons SDvsOG et 

OGvsYG. 

Concernant les DETs associés des éléments transposables (DETE) nous en avons identifié 670 dans 

la comparaison YGvsSD, soit 27% de DETEs en plus que dans la comparaison SDvsOG et 10% de 

moins que dans la comparaison OGvsYG. 

 

 

 

Table 4.2-1 : Nombre de DEGs et DETEs par comparaison et en communs entre les comparaisons. 

L’échantillon utilisé comme référence pour le calcul est souligné dans chaque comparaison. Les nombres 

indiqués entre parenthèses correspondent au DET plus/moins transcrit par rapport à la référence, 

respectivement.  
DEG DETE 

DET spécifique à chaque comparaison 

YGvsSD 2.606 (1.618/988) 454 

SDvsOG 1.353 (329/258) 232 

OGvsYG 1.958 (410/177) 508 

DET communs 

YGvsSD – SDvsOG 1.864 (1.588/276) 114 

YGvsSD – OGvsYG   339 (273/54) 89 

OGvsYG – SDvsOG  1.062 (271/789) 128 

YGvsSD – SDvsOG – OGvsYG  587 13 
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Figure 4.2-7 : DEGs communs aux trois comparaisons. A. Ratio d’expression des DEGs communs entre les 

trois comparaisons (n=587). L’échantillon de référence est souligné. B. Classification des DEGs communs 

aux trois comparaisons par code BIN. Les catégories inférieures à 5% sont dans la catégorie autre. Les 

DEGs de la catégorie 35 (non classifié) ne sont pas présentés. 
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Figure 4.2-8 : classification BIN des DEGs spécifiques à chaque comparaison et en commun entre deux 

comparaisons. A. Classification des DEGs spécifiques à chaque comparaison en fonction de leur code BIN. 

B. Classification des DEGs communs entre deux comparaisons. n: le nombre de DEGs dans chaque 

graphique. Les catégories représentant moins de 5% sont dans la catégorie autre. Les DEGs de la 

catégorie 35 (non classifié) ne sont pas présentées par souci de lisibilité. 
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On observe également 1864 DEGs en communs entre les comparaisons YGvsSD et SDvsOG. Il y a 

plus de DEGs en communs entre ces comparaisons qu’entre les comparaisons YGvsSD et OGvsYG 

(339 DEGs) et OGvsYG et SDvsOG (1.062 DEGs) réunies. Ce qui suggère que le greffon est plus 

proche de l’arbre adulte mature en termes de niveau d’expression que le semis. 

Je constate que lorsque l’on considère deux comparaisons, un DEG est quasiment soit sur-exprimé 

soit sous-exprimé pour l’échantillon en commun dans les deux comparaisons (Figure 4.2-7A) Seul 

12 DEGs en communs entre SDvsOG et OGvsYG et 2 DEGs pour OGvsYG/SDvsOG ne suivent 

pas cette règle. 

Je me suis ensuite intéressé aux DEGs communs entre les trois comparaisons (Figure 4.2-7A). 

J’observe que la majorité des DEGs sont sur-exprimés dans les semis et les jeunes greffons par 

rapport à l’arbre adulte dans les comparaisons SDvsOG et OGvsYG. De la même façon pour 

SDvsOG et YGvsSD j’observe que la majorité des DEGs sont sur-exprimés dans les plants semés. 

Enfin pour les comparaisons OGvsYG et YGvsSD, on observe que les plants greffés présentent des 

DEGs majoritairement sur-exprimés par rapport à l’arbre adulte et majoritairement sous-exprimés 

par rapport aux plants semés. 

J’ai ensuite associé chaque gène à un code BIN obtenu dans un fichier d’annotations (Perrin et al., 

2020) du pommier qui classifie tous les gènes du pommier. Par exemple les gènes ayant le code 

BIN 1 sont associés à la photosynthèse. 

J’observe dans un premier temps que le nombre de gènes associés à un code BIN (hors non annoté : 

code 35) est environ égal à la moitié des DEGs calculés pour chaque comparaison (Figure 4.2-8A), 

ce qui indique qu’une partie des DEGs n’est pas classifiée. 

Pour la comparaison SDvsOG, 6 catégories représentent plus de 5% des DEGs, 7 catégories pour 

YGvsSD et 9 catégories pour OGvsYG. Je retrouve 4 catégories similaires dans chacune de ces 

trois comparaisons. Les catégories du métabolisme des lipides (13% de DEGs dans YGvsSD, 

13,3% dans SDvsOG et 16,6% dans OGvsYG), celle du métabolisme des glucides (11,8%, 11% et 

5% des DEGs respectivement), celles des acides aminés (7,6%; 8,9%; 8,4% des DEGs 

respectivement) et la catégorie correspondant au métabolisme des acides nucléiques (5,9%; 6,9%; 

6,1% des DEGs respectivement). 

Pour les DEGs communs entre deux comparaisons je retrouve trois catégories en communs (Figure 

4.2-8B). La première correspond au métabolisme des lipides précédemment observé (24% des 

DEGs en communs entre YGvsSD et OGvsYG ; 10,5% entre YGvsSD et SDvsOG; 18,6% entre 

OGvsYG et SDvsOG). Je retrouve également la catégorie du métabolisme des glucides (10,6%; 

11,4%; 6,8% des DEGs en communs, respectivement) et celle du métabolisme des acides 

nucléiques (5%; 5,6%; 8,1% des DEGs en communs, respectivement). 

Enfin pour les DEGs en communs entre les trois comparaisons (Figure 4.2-7B) je trouve 

majoritairement des DEGs associés à la photosynthèse (20%) et à la respiration cellulaire (14%), 

ensuite je retrouve les quatre catégories citées précédemment : le métabolisme des glucides, des 

acides aminés, des lipides et des acides nucléiques représentant respectivement 7,6%, 7,2% et 6,3% 

et 5,7 % des DEGs en communs entre les trois comparaisons. 
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Nous avons donc des catégories de gènes différentiellement transcrits qui diffèrent entre les 

comparaisons et certaines qui sont communes. Ces catégories communes peuvent refléter des 

différences liées au mode de multiplication utilisé. Nous allons ensuite chercher s’il existe 

également un lien entre mode de multiplication et méthylation de l’ADN. 

c) Régions différentiellement méthylées 

Dans l’article présenté précédemment, nous avions analysé le nombre de DMRs calculé dans les 

comparaisons de l’arbre adulte versus les plants greffés (OGvsYG) et semés (SDvsOG) (Figure 

4.2-9A). Ici je vais présenter les DMRs identifiés au sein de la comparaison entre les plants greffés 

et semés (YGvsSD), (Figure 4.2-9B) et observer s’il y a des différences avec ce que nous avons 

trouvé précédemment pour les comparaisons SDvsOG et OGvsYG. 

 
Figure 4.2-9 : Nombre, répartition et taux de méthylation des DMRs calculées dans chaquecomparaison : 

DMA. Adapté de l’article Perrin et al. 2020. B. Table présentant la comparaison YGvsSD. C. nombre de 

DMRs hypométhylées (hypo ; bleu) et hyperméthylées (hyper ; orange) dans les trois comparaisons 

(Adapté de Perrin et al. 2020). D. Différence de méthylation (delta) entre les DMRs hyperméthylées ou 

hypométhylées pour chaque comparaison (Adapté de Perrin et al 2020). L’échantillon de référence pour le 

calcul des DMRs hyperméthylées ou hypométhylées est souligné pour chaque comparaison. 
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Figure 4.2-10: DMR entre les comparaisons et DEG DMR. A. A. DMRs communes tout contexte confondu. 

B. gène DMR et DEG DMR tout contexte confondu. 

 

Nous avons identifié 90.954 DMRs pour la comparaison SDvsYG. La majorité de ces DMRs 

(99,5%) sont retrouvés en contexte CHH, 0,3% en contexte CG et 0,2% en contexte CHG. On 

retrouve un nombre de DMRs similaire à ce qui était observé dans la comparaison SDvsOG (99.437 

DMRs) mais assez différent du nombre de DMRs dans la comparaison OGvsYG (44.001 DMRs). 

On peut également noter que la répartition globale des DMRs hyper- et hypo-méthylées, est 

similaire entre les comparaisons SDvsOG et YGvsSD avec une grande proportion (plus de 90%) de 

DMRs hypométhylées dans les échantillons issus de semis par rapport à l’arbre adulte et au jeunes 

greffon, respectivement (Figure 4.2-9C) alors que dans la comparaison OGvsYG plus de 65% des 

DMRs sont hypométhylées dans l’échantillon YG par rapport à OG. 

Je remarque également que les DMRs sont majoritairement hypométhylées dans les plants issus de 

semis (Figure 4.2-9A et B) dans les comparaisons SDvsOG et YGvsSD (94,4% et 91,7% de DMRs 

hypométhylées dans les plants semés, respectivement). Dans la comparaison OGvsYG, 36,3% des 

DMRs sont hyperméthylées dans YG par rapport à OG contre 91,7% de DMRs hypermethylées 

dans YG par rapport à SD dans la comparaison YGvsSD. 

Dans les comparaisons SDvsOG et OGvsYG j’observe que les DMRs en contextes CG et CHG sont 

hyperméthylées dans SD et YG par rapport à OG, avec 83,6% de DMRs hyperméthylées en 

contexte CG et 87,7% en contexte CHG pour la comparaison SDvsOG et 92,6% et 95,1% 

respectivement pour la comparaison OGvsYG. 

En observant les comparaisons OGvsYG et YGvsSD, je m’aperçois que les DMRs en contextes CG 

et CHG sont plus méthylées dans les plants greffés, avec 92,6% et 95,1% respectivement pour la 

comparaison OGvsYG et 67,3% et 74% respectivement pour la comparaison YGvsSD. 

Afin d’identifier si les DMRs calculées présentent une différence d’intensité en fonction du mode 

de transmission (sexuée ou asexuée) j’ai ensuite calculé les différences de méthylation moyennes 

dans chaque groupe (n.b. hyper- ou hypométhylé) pour chaque contexte de méthylation et pour 

chaque comparaison. Pour le contexte de méthylation CG je n’avais pas observé de différence de 

méthylation entre les comparaisons SDvsOG et OGvsYG (Figure 4.2-9D, Perrin et al). J’observe ici 

que le pourcentage de variations du taux de méthylation (ou delta de méthylation) est plus important 

Comparaison Gène-DMR % DEG-DMR 

YGvsSD 29.075 31 1.588 

SDvsOG 48.651 49 2.134 

OGvsYG 19.025 43 992 

YGvsSD – SDvsOG 11.844  540 

YGvsSD – YGvsOG 2.386  36 

OGvsYG – SDvsOG 3.888  79 

YGvsSD – SDvsOG – 

OGvsYG 
612  4 

A B 
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pour les DMRs hyperméthylées dans SD par rapport à YG en contexte CG (10,7%) que pour les 

DMRs hyperméthylées dans SD et YG par rapport à OG (5,9 et 5,6% respectivement). On notera 

également que l’effectif de DMRs hyperméthylées dans la comparaison SDvsYG en contexte CG 

(80 DMRs) est plus faible que dans SDvsOG (398 DMRs) et OGvsYG (850 DMRs). 

Pour les contextes CHG et CHH on observe que les deltas de méthylation calculés, pour les DMRs 

hyperméthylées et hypométhylées, sont toujours significativement différents (p-value < 1‰) des 

deltas calculés pour les comparaisons SDvsOG et OGvsYG. On remarque néanmoins une 

différence significative, plus faible (p-value <5%) entre SDvsOG et YGvsSD pour les DMRs 

hyperméthylées en CHH. 

Enfin j’ai comparé les DMRs calculées pour chaque comparaison afin d’identifier les DMRs 

communes entre comparaisons (Figure 4.2-10A). J’ai ainsi identifié 34.531 DMRs communes entre 

les comparaisons SDvsOG et YGvsSD, 11.709 DMRs entre SDvsOG et OGvsYG et 7.093 DMRs 

entre YGvsSD et OGvsYG. Enfin j’ai identifié 1.809 DMRs présentent dans chacune des trois 

comparaisons. On constate donc que l’échantillon SD semble être assez différent des arbres adultes 

et des greffons. De plus le nombre de DMRs commun entre SDvsOG et YGvsSD semble indiquer 

qu’il y a une régulation du niveau de méthylation pour certaines régions en fonction du type de 

multiplication. Ainsi la multiplication sexuée apporte beaucoup de variation alors que la 

propagation asexuée semble limiter la variation du méthylome. 

d) Régions différentiellement méthylées en proximité des gènes 

J’ai ensuite observé les DMRs proches des gènes dans chaque comparaison. C’est-à-dire les DMRs 

situées à moins de 2.000pb d’un gène et dans le corps des gènes. Dans un premier temps, je n’ai 

considéré que la présence d’un gène à proximité des DMRs (Gène-DMRs). Dans un second temps 

j’ai également pris en compte le niveau de transcription de ces gènes (DEG-DMRs) (Figure 

4.2-10B). J’ai ainsi observé 48.651 DMRs proches d’un gène pour SDvsOG, 29.075 Gène-DMRs 

pour YGvsSD et 19.025 Gène-DMRs pour OGvsYG. Une partie de ces Gène-DMRs est commune 

entre les comparaisons, 612 Gène-DMRs sont retrouvés dans les trois comparaisons, 11.844 Gène-

DMRs entre SDvsOG et YGvsSD, 3.888 Gène-DMRs entre SDvsOG et OGvsYG et 2.386 Gène-

DMRs entre OGvsYG et YGvsSD. On constate que dans la comparaison SDvsOG les DMRs 

semblent être plutôt proche des gènes puisque 49% des DMRs sont proches des gènes contre 43% 

pour OGvsYG et 39% pour YGvsSD. 

Pour l’observation des DEG-DMRs j’ai supprimé les doublons des gènes ayant plusieurs DMRs 

proches pour ne conserver qu’une seule occurrence de chaque gène. Ainsi j’ai calculé 2.134 DEG-

DMRs pour SDvsOG, 1.588 DEG-DMRs pour YGvsSD et 992 DEG-DMRs pour OGvsYG.  

Une partie des DEG-DMRs sont également retrouvée en commun entre les comparaisons, 

notamment 540 DEG-DMRs entre SDvsOG et YGvsSD, 79 DEG-DMRs entre SDvsOG et 

OGvsYG et 36 DEG-DMRS entre OGvsYG et YGvsSD. 

Les DEG-DMRs retrouvées dans la comparaison YGvsSD représentent 5,15 des gènes annoté dans 

le génome de GDDH13, 6,55% pour la comparaison SDvsOG et 2,64% pour la comparaison 

OGvsYG.  

Enfin j’ai identifié 4 DEG-DMRs (en contexte CHH) en communs entre tous les échantillons. Deux 

correspondent à des protéines de fonction inconnue (MD02G1204100 et MD17G1113100). Les 
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deux autres sont annotés AGAMOUS-like 20 pour la première (MD02G1197400) et comme 

appartenant à la super famille des Alpha/Beta hydrolase pour la seconde (MD12G1032200). 

4.2.2. Comparaison de deux méthodes de calculs utilisées pour l’analyse 

des DMRs 

A partir des séquençages bisulfites réalisés précédemment j’ai effectué différents calculs de DMRs 

en modifiant certains paramètres du pipeline développé par Nicolas Daccord (publié sur la 

plateforme GitHub (https://github.com/EtienneBucher/DAMOCLES)) précédemment utilisé dans 

Perrin et al., (2020). Je voulais ainsi identifier les paramètres importants pour le calcul de DMRs en 

fonction de l’étude que l’on souhaite réaliser. 

a) Comparaison globale des deux méthodes de calculs 

J’ai effectué deux principaux calculs de DMRs pendant ma thèse. La Table 4.2-2 résume les 

caractéristiques de chacune de ces deux méthodes. La première différence majeure à noter est la 

version du génome utilisée pour réaliser l’alignement des séquences issues du séquençage bisulfite. 

En effet la première méthode de calculs a été appliquée sur la version V1.0 du génome de référence 

alors que pour la seconde méthode de calculs, j’ai utilisé la version V1.1 du génome de référence. 

Les différences entre ces deux versions du génome ont été décrites par Nicolas Daccord dans son 

manuscrit de thèse (Daccord, 2018). 

Ces deux méthodes différent également par les filtres utilisés. En effet, avec la première méthode 

les DMRs ont été filtrées directement en sortie du pipeline et seules les DMRs ayant une p-value 

inférieure à 5% ont été conservées. Néanmoins je n’ai pas accès à la p-value de ces DMRs dans le 

fichier de sortie pour cette méthode. 

Pour la seconde méthode, nous avons ajouté différentes valeurs associées à la qualité du calcul des 

DMRs dans le fichier de sortie. J’ai notamment eu accès à la p-value pour chaque DMRs. Ce qui 

m’a permis d’appliquer un filtre plus strict à 1% pour la p-value. Nous avons également ajouté la 

moyenne des écarts-types (« standard deviation average », SDA) qui permet de rendre compte de la 

variation du taux de méthylation entre les réplicas biologiques et entre les échantillons comparés. 

Nous avons précédemment fixé des seuils pour la SDA (Perrin et al. 2019) que j’ai choisi de 

réutiliser ici, notamment pour la comparaison YGvsSD présentée ci-dessus. 

Malgré ces filtres plus stricts, que nous avons appliqués pour la deuxième méthode (Table 4.2-2), 

j’ai identifié un plus grand nombre de DMRs proche des gènes qu’avec la première méthode. En 

séparant les contextes je me suis aperçu que la grande majorité de ces DMRs ont été retrouvée en 

contexte CHH. 

Pour les contextes CG et CHG j’ai retrouvé moins de DMRs par la deuxième méthode de calcul que 

par la première. Et j’ai également observé que dans les comparaisons OGvsYG et SDvsOG les 

DMRs en contextes CG et CHG sont majoritairement hypométhylées dans YG et SD par rapport à 

OG pour la première méthode de calcul. Alors que dans la seconde méthode de calcul, les DMRs en 

contextes CG et CHG sont majoritairement hyperméthylées dans YG et SD par rapport à OG. Pour 

la comparaison YGvsSD j’ai observé cependant que les DMRs en contextes CG et CHG sont 

majoritairement hypométhylées dans SD par rapport à YG entre les deux méthodes de calculs. 
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Enfin j’ai comparé le nombre de gène différentiellement transcrit et comportant une DMRs dans 

leur région promotrice ou terminatrice ou, dans le corps du gène (DEG-DMR). Et j’ai pu constater 

que l’on retrouve beaucoup plus de DEG-DMRs avec la seconde méthode de calcul des DMRs 

qu’avec la première, quel que soit la comparaison considérée. 

 

Table 4.2-2 : tableau récapitulatif des deux méthodes de calculs de DMRs utilisées. L’échantillon de 

référence pour le calcul des DMRs est souligné dans le nom des comparaisons 

   1er méthode 2nd  méthode 

Version du génome GDDH13 V1.0 GDDH13 V1.1 

Découpage des DMRs 
Fenêtre fixe autour et dans les 

gènes 

Fenêtre glissante de 200pb sur 

tout le génome 

(chevauchement de 100pb 

entre chaque fenêtre), 

Filtres utilisés 
p-value 

(5% par défaut dans le pipeline) 

p-value : 1% 

SDA – déviation standard de la 

moyenne de méthylation 

CHH : 0.05 (OG, SD, YG) 

CG – CHG : 0.07 (OG, YG), 0.11 

(SD) (cf perrin et al 2020) 

  Contexte Hypométhylé Hyperméthylé Hypométhylé Hyperméthylé 

Nombre de 

DMRs proches 

des gènes 

(dans les 

2000pb autour 

des gènes) 

Adulte vs 

Greffée 

CG 503 109 16 445 

CHG 417 232 10 155 

CHH 28 102 11497 6902 

Adulte vs 

Semée 

CG 1179 339 48 208 

CHG 1279 415 14 89 

CHH 127 52 46471 1821 

Greffée 

vs Semée 

CG 301 253 71 21 

CHG 226 368 97 20 

CHH 33 298 27180 1686 

Nombre de DEG-

DMR 

Adulte vs 

Greffée 
CHH 42 (contexte CG et CHG compris) 992 

Adulte vs 

Semée 
CHH 190 (contexte CG et CHG compris) 2134 

Greffée 

vs Semée 
CHH 75 (contexte CG et CHG compris) 1588 

 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   82 

b) Première méthode : Découpage en régions autour des gènes  

Pour cette première méthode, nous avons utilisé la V1.0 du génome. Les DMRs ont été calculées 

sur des segments d’ADN dans la région promotrice, la région terminatrice est dans le corps des 

gènes (Figure 4.2-11, méthode n°1). Les segments utilisés ont été définis par rapport au point 

d’initiation de la transcription et en direction de l’amont du gène pour le promoteur et à partir du 

point de terminaison de la transcription et en direction de l’aval du gène pour le terminateur. Nous 

avons utilisé des segments de 100, 200, 500, 1000 et 2000pb pour le calcul des DMRs dont le détail 

est disponible en Annexe 2. 

 

 
Figure 4.2-11 : schéma des différentes méthodes de calculs de DMRs à proximité d’un gène. 

Représentation d’un gène et de la position des DMRs calculées en fonction des différentes méthodes de 

calculs. Les flèches violettes représentent les DMRs, leur longueur représente les longueurs des DMRs 

calculées. TSS: site d’initiation de la transcription. TTS: site de terminaison de la transcription. 

De façon assez intuitive,  nous avons trouvé moins de DMRs pour les segments définis sur une 

courte distance par rapport aux plus grands segments définis (Table 4.2-3, voir aussi l’Annexe 2 pour 

les résultats plus détaillés). 

D’autre part le nombre de DMRs calculé dans le corps du gène reste inchangé en fonction de la 

longueur du promoteur ou du terminateur considérée pour chaque calcul au sein d’une même 

comparaison. Nous observons seulement une variation de quelques DMRs (entre 1 et 8 DMRs de 

différence) dans la comparaison SDvsOG entre les calculs pour 100 et 200pb. Cette différence étant 

probablement liée à une erreur lors de l’analyse des données, cette variation sera sans conséquence 

pour la suite de notre analyse. 

J’ai observé une tendance à une sous-représentation du contexte CHH (Table 4.2-3) dans les DMRs 

proches des gènes, quelle que soit la comparaison et la longueur de calculs des DMRs considérées. 

Par exemple pour la comparaison OGvsYG, pour les DMRs calculées sur 1000 pb dans la région 

promotrice, il y a 127 DMRs en contexte CG, 123 en contexte CHG et 28 en contexte CHH. 

J’observe également que le nombre de DMRs entre les contextes CG et CHG est relativement 

proche. 

Étant donné le faible nombre de DMRs en contexte CHH proche des gènes et les similarités entre 

CG et CHG, j’ai décidé pour la suite de regrouper l’ensemble des DMRs CG, CHG et CHH pour 

simplifier l’analyse. A partir de cette liste de DMRs, j’ai observé la répartition du nombre de DMRs 

en fonction de leur localisation par rapport aux gènes et de la taille de ces DMRs (Figure 4.2-12A et 

B). 
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J’ai observé dans un premier temps une grande différence au niveau du nombre de DMRs 

hyperméthylé ou hypométhylé dans l’arbre adulte dans les comparaisons SDvsOG et OGvsYG. Par 

exemple, pour des DMRs d’une longueur de 2000 pb dans la région promotrice des gènes, il y a 920 

DMRs hypométhylées dans SD par rapport à OG et 333 dans YG par rapport aà OG pour 265 

DMRs hyperméthylées dans SD par rapport à OG et 155 dans YG par rapport à OG. 

Pour la comparaison YGvsSD on observe qu’il y a plus de DMRs hyperméthylées dans SD(327) 

que de DMRS hyperméthylées (217) par rapport à YG. 

 

Table 4.2-3 : nombre de DMRs calculé avec la première méthode de calculs. Nombre de DMRs par 

comparaison en fonction du contexte et de la longueur de la DMR calculée. Voir tableau en Annexe 2 pour 

des résultats détaillés. 

Contexte CG CHG CHH 

 Longueur SDvsOG OGvsYG YGvsSD SDvsOG OGvsYG YGvsSD SDvsOG OGvsYG YGvsSD 

Region 

promotrice 

2000 550 229 211 584 213 227 51 46 106 
1000 342 127 128 357 123 141 26 28 60 
500 178 62 73 190 75 87 12 14 39 
200 75 24 32 86 23 30 5 5 17 
100 48  12 45  15 4  6 

Corps du gene Body 184 63 83 190 80 93 50 30 57 

Region 

terminatrice 

100 20  5 24  5 6  2 

200 38 21 17 36 28 16 8 7 12 

500 106 33 31 118 46 37 11 7 23 

1000 210 90 71 246 114 69 22 15 44 

2000 392 160 130 460 178 137 39 27 84 
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Figure 4.2-12 : répartition des DMRs par rapport aux gènes. A et B. nombre de DMRs calculé par la 

première méthode en fonction de la longueur de la DMRs dans les trois comparaisons considérées. DMRs 

hypométhylée en A et hyperméthylée en B. C et D. nombre de DMRs calculé par la seconde méthode en 

fonction de la distance de la DMRs par rapport aux gènes.  
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c) Seconde méthode : Sliding windows 200pb  

Pour cette seconde méthode, nous avons utilisé la V1.1 du génome. Nous avons utilisé cette 

méthode dans l’article (Perrin et al., (2020) pour l’analyse de la transmission de marque 

épigénétique chez le pommier. 

Le nombre de DMRs et leur répartition en fonction des contextes et des comparaisons est disponible 

en figure Figure 4.2-9A qui est adapté de l’article Perrin et al., (2020). 

Pour comparer la répartition des DMRs dans les régions promotrices et terminatrices des gènes j’ai 

calculé le nombre de DMRs hyper- ou hypométhylé pour chaque comparaison en divisant ces 

régions en quatre parties égales (Figure 4.2-12C et D). 

Tout comme dans la première méthode de calcul j’ai observé un plus grand nombre de DMRs dans 

la comparaison SDvsOG par rapport aux autres comparaisons. Si l’on considère les DMRs 

hypométhylées dans SD et YG par rapport à OG et dans SD par rapport à YG, entre 0 et 500pb dans 

la région promotrice du gène, je trouve 8565 DMRs pour la comparaison SDvsOG, 1608 pour la 

comparaison OGvsYG et 4225 pour la comparaison YGvsSD. J’ai également remarqué que 

contrairement aux précédents calculs, il y a moins de DMRs dans la comparaison OGvsYG que 

dans la comparaison YGvsSD. 

Considérant maintenant la répartition des DMRs dans les régions promotrices et terminatrices des 

trois comparaisons (Figure 4.2-12 C et D). J’observe une différence de « densité » des DMRs. En 

effet il y a plus de DMRs proches du site d’initiation de la transcription et du site de terminaison de 

la transcription que dans les régions plus éloignées. Par exemple, pour les DMRs hypométhylées 

dans SD par rapport à OG , il y a 8565 DMRs entre 0 et 500pb dans la région promotrice des gènes 

alors qu’il y a moins de 4000 DMRs (3931 DMRs) entre 1500 et 2000pb dans la région promotrice. 

Il semble donc que la méthylation soit moins bien conservée à proximité de site d’initiation de la 

transcription des gènes. Ce phénomène est très marqué pour la multiplication sexuée (SDvsOG). On 

l’observe également dans la propagation asexuée (OGvsYG) mais dans une moindre mesure. On 

remarque également que ce phénomène semble absent de la comparaison YGvsSD. 

Tout comme dans la première méthode, on retrouve également un nombre bien plus faible de DMRs 

hyperméthylées dans SD et YG par rapport à OG et dans SD par rapport à YG. 

On remarque également que le nombre de DMRs hypermethylé dans YG par rapport à OG est 

supérieur à celui des DMRs hyperméthylé dans les comparaisons SDvsOG et YGvsSD (Figure 

4.2-12 D) contrairement à ce que nous avons observé pour la première méthode de calcul, quelle 

que soit la position des DMRs dans les régions promotrices et terminatrices ou dans le corps du 

gène. 
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4.3. Discussion 

Dans cette première partie de ma thèse nous avons cherché à comprendre comment les marques de 

méthylations sont transmises lors d’une multiplication sexuée et lors d’une propagation asexuée. 

Nous avons pour cela utilisé un modèle d’étude unique, le pommier homozygote ‘GDDH13’ 

(Lespinasse et al., 1999). Une partie de nos résultats a fait l’objet d’une publication dans laquelle 

nous avons notamment montré que le niveau de méthylation global reste changé à la suite de la 

multiplication de la plante (Voir figure 4A dans Perrin et al., (2020)).  

4.3.1. Effets de la transmission sexuée ou asexuée des marques 

épigénétiques 

Nous avons pu le voir précédemment de nombreuses différences existent entre plants greffés et 

plants semés que ce soit au niveau phénotypique ou au niveau moléculaire.  

a) Effets phénotypiques  

Dans un premier temps j’ai recherché des différences phénotypiques entre les plants greffés et les 

plants issus de semis. J’ai observé des différences macroscopiques, comme le nombre d’étages 

foliaires (Figure 4.2-1), la forme des feuilles (Figure 4.2-3) la serration de la marge des feuilles 

(Figure 4.2-4) ou encore la densité de trichome sur la face inférieure des feuilles (Perrin et al., 

2020). 

Concernant le nombre de nœuds, j’ai observé une différence au bout de cinq semaines de 

croissance. Les plants issus de semis présentaient alors un plus grand nombre de nœuds. Ceci 

permet de supposer que le développement des plants semés serait plus rapide que celui des plants 

greffés. Cet aspect pourrait être relié à un aspect de compétition existant dans la nature. En effet il a 

été montré que les plantes germant et se développant sous une canopée ont une croissance plus 

rapide que des plantes non soumises à l’ombre de la canopée (Valladares & Niinemets, 2008; 

Promis & Allen, 2017). 

En outre la croissance d’un arbre diminue avec le temps une fois l’état adulte atteint (Bond, 2000). 

J’ai également pu montrer dans le chapitre précédent que les plants issus de greffes ne sont pas dans 

un état juvénile (Perrin et al., 2020). Il est donc possible que les plants issus de semis présentent une 

réponse plus importante à l’ombre produite par les plantes voisines par rapport aux plants greffés et 

aient donc un développement plus rapide que ces derniers. Pour vérifier ceci il faudrait mettre en 

place des mesures de l’activité photosynthétique dans les différents échantillons. 

J’ai ensuite comparé des feuilles d’âge diffèrent prélevées sur les deux échantillons (Figure 4.2-3). 

J’ai pu identifier des différences au niveau de la forme des feuilles. J’ai trouvé que les feuilles 

issues de plants semés sont plus arrondies que les feuilles issues de plant greffés. Ce caractère a 

précédemment été identifié comme étant une différence observable entre des plantes juvéniles et 

des plantes adultes matures notamment chez Olea europaea L. (Basheer-Salimia, 2007). 

J’ai également observé que le contour des feuilles issues de plants semés est plus linéaire avec des 

serrations régulières et bien marquées par rapport aux feuilles prélevées sur des plants greffés 

(Figure 4.2-4). Un tel développement de la marge des feuilles a été précédemment identifié comme 

reflétant un état juvénile de la plante échantillonnée (Karnatz, 1963; Hanke et al., 2007). 
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De plus nous avons montré précédemment dans l’article Perrin et al., (2020) que la densité de 

trichomes est plus faible chez les plants issus de semis que chez les plants greffés, ce qui est 

également un caractère lié à la juvénilité d’une plante (Chien & Sussex, 1996; Basheer-Salimia, 

2007). 

Les observations macroscopiques sont donc cohérentes entre elles. Elles confirment bien que les 

plants issus de semis sont dans un état juvénile. Cependant lorsque je confronte les observations 

macroscopiques des plants greffés à la littérature, je m’aperçois que les plants greffés ne peuvent 

pas être considérés comme des plantes dans un état juvénile. 

Dans sa revue sur la juvénilité et la maturité des plantes, Basheer-Salimia, (2007)rappelle également 

l’existence de différences, au niveau microscopique, en termes de nombre de couches cellulaires ou 

d’organisation des parenchymes. Également une épaisseur plus importante des feuilles de plantes 

juvéniles par rapport aux feuilles de plantes matures a été constatée. Les coupes histologiques que 

j’ai réalisées (Figure 4.2-5) ne m’ont pas permis de vérifier ceci et les observations que j’ai 

effectuées, ne sont pas toutes concluantes. En effet, j’ai retrouvé une épaisseur du limbe (Figure 

4.2-6B) des plants semés supérieure à celle des plants greffés. Cette différence a été évaluée par un 

test de Student et est significative à 5%. Mais la différence d’épaisseur est seulement de 4 µm, ce 

qui est inférieur à la taille d’une cellule. Cette mesure est donc peu concluante. 

Concernant le diamètre de la nervure centrale (Figure 4.2-6B), celui-ci est supérieur dans les plants 

greffés par rapport aux plants semés (p-value pour le test de Student inférieur à 1‰). Nous aurions 

pu nous attendre à l’inverse d’après la revue de Basheer-Salimia, (2007) et nos précédentes 

observations décrivant les plants greffés comme n’étant pas dans un état juvénile (Perrin et al., 

2020). 

Enfin, sur l’ensemble des coupes histologiques, je n’ai pas observé de différences dans 

l’organisation des différents parenchymes et leur épaisseur contrairement à ce qui a été décrit et 

résumé précédemment dans la revue de Basheer-Salimia, (2007). Nous avons étudié ces différences 

sur des feuilles très jeunes. Les différences d’épaisseur du limbe apparaissent peut-être plus tard au 

court de la croissance des feuilles. 

Choix du phénotype pour la publication 

Comme je l’ai décrit précédemment nous avions de nombreux caractères phénotypiques différents 

que nous aurions pu utiliser dans la publication. Cependant nous avons choisis de publier 

uniquement les résultats du phénotypage correspondant à la densité des trichomes. Nous avons fait 

ce choix car c’est un phénotype très simple à décrire et il a été facile de le convertir en données 

numériques pour réaliser des tests statistiques. Nous souhaitions plutôt nous concentrer sur les 

données qui nous paraissaient les plus importantes pour cette publication, à savoir l’étude de la 

méthylation. 

J’aurais aussi pu utiliser les différences de serration. Mais, si les serrations sont bien visibles et 

mesurables sur les plants issus de semis, il en va autrement pour les plants greffés, car les bordures 

de ces feuilles ont souvent tendance à s’enrouler et ne sont ainsi pas mesurables sur les photos. Je 

n’aurais pas pu réaliser des mesures du périmètre des feuilles de façon précise et reproductible. 
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Une évaluation de la forme des feuilles aurait également été possible, en effectuant un ratio 

largeur/hauteur. Mais la précision pour cette méthode aurait été là aussi très aléatoire. 

b) Effet sur le niveau de transcription 

Puisque nous avons identifiés des différences d’ordre phénotypique, nous avons décidé ensuite de 

réaliser une analyse du niveau de transcription des gènes entre chaque échantillons afin d’identifier 

des différentiellement transcrits pouvant expliquer les phénotypes observés.  

Tout d’abord, j’ai observé une différence du nombre de transcrits différentiellement exprimés dans 

chaque comparaison. La comparaison YGvsSD présentait le plus grand nombre de DEGs. 

Lorsque j’ai comparé les comparaisons deux à deux, j’ai retrouvé le plus grand nombre de DEGs, 

lorsque les plants semés étaient présents dans les deux comparaisons. 

Enfin en analysant le nombre de transcrits sous- et sur-exprimés dans les comparaisons seules et à 

l’interface de chaque comparaison, j’ai observé un pattern de transcription : Il semble en effet que 

les arbres adultes présentent un niveau de transcription global plus faible que les plants semés et 

greffés et que les plants semés présentent un niveau de transcription global plus élevé que les deux 

autres échantillons. Nous avons également identifié des familles de gènes pouvant être reliées aux 

phénotypes observés, notamment les gènes associés à la photosynthèse (Perrin et al., 2020). 

La comparaison du niveau transcriptionnel des plants semés et greffés corrobore nos précédentes 

conclusions (Perrin et al., 2020) basées uniquement sur les comparaisons SDvsOG et OGvsYG. Les 

plants greffés sont à l’interface entre des arbres adultes et des plants semés d’un point de vu 

transcriptionnel global. 

c) Régions différentiellement méthylées 

Afin de compléter notre analyse des différences entre plants greffés et plants semés, j’ai étudié les 

différences de méthylation existantes entre ces deux échantillons pour étudier si un liens existe avec 

les observations précédentes. Pour cela j’ai réalisé un calcul des DMRs en utilisant la seconde 

méthode de calcul (Figure 4.2-9) de la même façon que les DMRs calculées dans la publication. 

J’ai constaté que le nombre de DMRs dans la comparaison YGvsSD est très similaire à celui 

observé dans la comparaison SDvsOG, de plus on retrouve un plus grand nombre de DMRs 

commun entre ces deux comparaisons qu’entre les autres comparaisons. Le dénominateur commun 

de ces deux comparaisons est les échantillons issus de semis. La multiplication sexuée engendre des 

variations locales de méthylation plus importantes que la propagation asexuée. 

J’ai fait la même observation pour les Gène-DMRs et pour les DEG-DMRs, à chaque fois le 

nombre d’occurrences communes entre SDvsOG et YGvsSD est supérieur au nombre d’occurrences 

entre les deux autres comparaisons (SDvsOG et OGvsYG ou OGvsYG et YGvsSD). 

Cependant pour les Gène-DMRs et les DEG-DMRs dans chaque comparaison, on peut observer 

cette fois que le nombre d’occurrences dans YGvsSD est intermédiaire entre SDvsOG et OGvsYG 

(Figure 4.2-10). Ceci indique que des variations du niveau de méthylation existent dans la 

propagation asexuée et que ces variations sont en moins grands nombres que dans la multiplication 

sexuée. 
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d) Est-ce que l’analyse de la comparaison YGvsSD corrobore les 

observations faites précédemment pour SDvsOG et OGvsYG ? 

Au cours du ma thèse j’ai exploré différents aspects de la variabilité entre arbres adultes, plants 

greffés et plants semés. J’ai notamment exploré les marqueurs phénotypiques de la juvénilité chez 

le pommier tel que la serration de la marge des feuilles (Karnatz, 1963), la faible densité de 

trichome sur la face abaxiale des feuilles (Perrin et Al.) et l’absence d’initiation florale(Visser, 

1964). 

A travers la comparaison YGvsSD j’ai cherché à valider le modèle défini dans la publication 

précédemment présentée (figure 8 dans Perrin et al., (2020)). 

Ainsi les différents caractères phénotypiques observés, tels que la serration et la forme des feuilles 

chez les plantes juvéniles, n’ont pas été retrouvés chez les plants greffés (Figure 4.2-3, Figure 

4.2-4). Mais tout comme les plants semés, les plants greffés ne sont pas capables d’initier la 

floraison avant la maturité complète, plaçant donc les plants greffés à l’interface entre juvénilité et 

maturité (Figure 4.3-1A). 

L’analyse du niveau de transcription des gènes au sein de cette comparaison (Table 4.2-1 et Figure 

4.2-7A) nous a permis l’observation d’une gradation du nombre de gènes différentiellement 

transcrits entre les différents échantillons, les plants issus de semis présentant le plus grand nombre 

de transcrits sur-exprimés, suivit des plants greffés (Figure 4.3-1B). 

Enfin l’analyse de la méthylation de l’ADN pour cette comparaison, m’a permis d’affiner le modèle 

présenté dans la publication. En effet dans la publication nous avons observé que le niveau global 

de méthylation entre nos échantillons reste constant (Figure 4A dans perrin et al et Figure 

4.3-1C.1.). Nous avions vu que les plants greffés se trouvent à l’intermédiaire entre l’arbre adulte 

globalement hyperméthylé au niveau des DMRs et les plants semés globalement hypométhylés au 

niveau des DMRs. 

Ici j’ai pu définir que ce classement dépend de l’échelle d’analyse. En effet si l’on observe les 

différences de méthylation sur l’ensemble des DMRs (Figure 4.2-10A) on voit que les plants greffés 

semblent plus proches des arbres adultes (Figure 4.3-1C.2.) alors que nous aurions pu nous attendre 

à un nombre de DMRs intermédiaire pour YGvsSD entre le nombre de DMRs de SDvsOG et de 

OGvsYG, d’après le modèle défini dans la publication. 

En se concentrant sur les régions DMRs proches des gènes uniquement, j’ai pu observer des 

différences plus importantes entre les arbres adultes et les plants greffés (Figure 4.2-10B). Ce qui 

permet ainsi de définir qu’à proximité des gènes les arbres adultes sont plus méthylés que les plants 

greffés qui sont eux-mêmes plus méthylés que les plants semés (Figure 4.3-1C.3.). 

J’ai ainsi donc pu valider le modèle que nous avons publié précédemment (Perrin et al., 2020). 

Enfin en utilisant la comparaison YGvsSD pour valider ce modèle, je montre qu’il est également 

possible d’utiliser les comparaisons SDvsOG, OGvsYG ou YGvsSD indifféremment pour ces 

analyses. 
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Figure 4.3-1 : Modèle général représentant les changements phénotypiques, transcriptomiques et 

épigénétiques ayant lieu lors d’une multiplication sexuée ou d’une propagation asexuée chez Malus 

domestica. 

 

4.3.2. Discussion des méthodes de calculs des DMRs utilisées et 

proposition d’autres méthodes de calculs  

A partir des données de séquençage bisulfite, j’ai réalisé des analyses comparatives du niveau de 

méthylation entre différents échantillons (un arbre adulte et des jeunes plants greffés et semés). 

Avec l’aide de Nicolas Daccord qui a développé un pipeline pour calculer les régions 

différentiellement méthylées entre différents échantillons (Daccord et al., 2017) j’ai réalisé 

plusieurs calculs en modifiant certains paramètres. Le premier paramètre que nous avons modifié 

était la version du génome utilisée pour aligner les séquences. Dès que la V1.1 a été disponible il 

paraissait évident de l’utiliser puisque l’annotation et la couverture du génome sont meilleure que la 

V1.0. Cependant en changeant de version nous avons également modifié la méthode de calcul. Ce 

qui m’a amené à me questionner sur ces différents changements et ceux que l’on pourrait encore 

faire. 

a) Était-il judicieux de faire un calcul sur le génome complet plutôt 

que sur des régions spécifiques ? 

Nous avons donc réalisé deux calculs différents sur deux versions du génome différentes, alors que 

nous aurions pu utiliser la première méthode de calcul sur la V1.1 du génome. Nous avons fait ce 

choix pour plusieurs raisons. 



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   91 

Tout d’abord, du fait de l’expérience acquise dans l’équipe sur d’autres projets. Durant sa thèse, 

Nicolas Daccord a notamment réalisé une analyse comparative du méthylome de fruits et de 

feuilles. Il a ainsi pu définir que seule la méthylation sur la région située 100pb en amont du site 

d’initiation de la transcription permet d’observer une corrélation avec le niveau de transcription des 

gènes (voir figure 3.4 de la thèse Daccord 2018 en annexe 2). J’ai voulu réaliser la même analyse, 

mais le très faible nombre de DEG-DMRs que j’ai obtenu sur les segments de 100bp dans la région 

promotrice ne l’a pas permis. 

Ensuite le calcul de DMRs pour les segments les plus longs ne rend pas compte des variations de 

méthylation pouvant exister sur le promoteur. Et les DMRs calculées sur 2000pb peuvent refléter en 

réalité une différence de méthylation sur quelques cytosines différentiellement méthylées seulement 

(seuil fixé à 5 cytosines différentiellement méthylées minimum). Alors que chaque segment de 

2000pb est en moyenne constitué de 350 à 500 cytosines (méthylées ou non) en fonction de la 

proportion de GC (comprise entre 35 et 50% en moyenne chez les plantes, Wendel et al., (2012)). Il 

y a donc là une imprécision importante dans le calcul de DMRs sur des segments si importants. 

Mais appliquer des filtres plus stricts auraient réduit le nombre de DMRs observé qui était déjà 

faible. De plus cette méthode tend à mésestimer le nombre de DMRs en contextes CHH. En effet 

nous aurions pu nous attendre à un nombre plus important de DMRs dans ce contexte comme 

observé dans d’autres expériences (Calarco et al., 2012; Daccord et al., 2017; Kawakatsu et al., 

2017; Xing et al., 2019). 

Enfin l’annotation des gènes entre les deux versions a été modifiée. Et je n’ai pas pu réaliser la 

correspondance de l’ensemble des gènes entre la V1.0 et la V1.1. Pour la V1.1 j’ai 51651 gènes et 

je n’ai retrouvé de correspondance dans la V1.0 que pour 24118 de ceux-ci, à partir de la 

correspondance avec les sondes MDP définies par (Velasco et al., 2010). 

Il était donc plus judicieux pour nous de réaliser un calcul de DMRs avec des fenêtres plus courtes 

(200pb) et chevauchantes. De plus l’annotation du génome (V1.1) était meilleure notamment pour 

les éléments transposables. Il était intéressant de réaliser un calcul complet de DMRs sur tout le 

génome et de filtrer ensuite sur les régions qui nous intéressent. Même si cela augmentait le temps 

de calcul de DMRs. 

b) Pourquoi avoir choisi de faire les calculs avec la deuxième 

méthode plutôt que la première ? 

Comme je l’ai déjà évoqué la V1.1 du génome présente une meilleure couverture et une meilleure 

annotation notamment des régions répétées et des centromères. Il était donc possible d’analyser les 

DMRs sur l’ensemble du génome de façon plus précise.  

De plus l’utilisation du découpage en fenêtre coulissante de 200pb avec un chevauchement de 

100pb offre une bonne résolution des différences de méthylation existantes entre deux échantillons. 

Avec une telle méthode on peut espérer expliquer une variation du niveau de transcription d’un 

gène par rapport à la structure d’une séquence couverte par une DMRs dans la région d’un gène ou 

à l’intérieur d’un gène. Notamment par l’identification de sites (ou d’un site) de fixation de facteur 

de transcription ou d’initiation de la transcription qui serait actif ou inactif en fonction du profil de 

méthylation de la séquence. 

Enfin pour répondre à la question que je me suis posée dans la publication (et dans la thèse 

également), à savoir : comment sont transmises les marques épigénétiques entre une multiplication 

sexuée et une propagation asexuée, il était nécessaire de faire une analyse sans a priori pour limiter 
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les biais, hors par la première méthode on conserve un biais puisque nous n’avons travaillé que sur 

les gènes, ce qui ne représente que 23,3% du génome du pommier (Daccord et al., 2017). 

c) Quelles autres méthodes de calcul aurions-nous pu mettre en 

place et quelles seraient leurs avantages 

Au fil de mes analyses du méthylome et de diverses discussions avec mes encadrants et d’autres 

chercheurs, j’ai réfléchi à d’autres façons de calculer les DMRs et de les appréhender. Je vais donc 

présenter quelques méthodes de calcul (Figure 4.3-2) qui pourraient apporter des informations 

complémentaires ou différentes. 
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Méthode 3 : Calcul des DMRs en fonction du brin 

Cette troisième méthode de calcul est une variation de la seconde présentée précédemment (Figure 

4.2-11 – méthode n°2). Ici les DMRs sont calculées en prenant en compte la localisation de la 

cytosine portant la méthylation sur le brin « positif » ou sur le brin « négatif » de l’ADN (Figure 

4.3-2 – méthode n°3). J’ai imaginé cette méthode à la suite de visualisations de niveaux de 

méthylation sur le JBrowse. Je me suis aperçu qu’il apparaissait parfois des déficits de méthylation 

sur un brin, mais pas sur l’autre (Figure 4.3-3). Je me suis alors demandé l’effet que pourrait avoir 

ces déficits sur la transcription des gènes ou si certains déficits pouvaient être spécifiques à un 

échantillon. Et si finalement on pouvait identifier un nombre significativement différent de DMRs 

en fonction du brin considéré. 

 

Figure 4.3-3 screenshot de JBrowse montrant un exemple de gap de méthylation. Brin + et – défini par 

convention sur le génome de réérence. L’encart en pointillé rouge montre un gap de méthylation sur le 

brin – par rapport au brin + retrouvé quasiment à la même place entre les 3 types d’échantillon 

Mais je n’ai pas pu appliquer cette méthode ici. En effet lors de l’assemblage du génome, les brins 

« positifs » ou « négatifs » sont définis de façon arbitraire pour chaque contig. Ainsi lorsque l’on 

passe d’un contig 1 à un contig 2, le brin « positif » du contig 1 peut devenir le brin « négatif » du 

contig 2. 

Bien que ne limitant pas une analyse locale des DMRs, il est ainsi impossible de réaliser une 

analyse globale à l’échelle du génome comme je l’envisageais puisque l’on ne peut pas comparer 

les DMRs spécifiques d’un brin entre deux de contig. 

Il faudra donc attendre un réassemblage du génome et l’obtention de 17 contigs correspondant aux 

17 chromosomes du pommier pour effectuer une analyse globale. Dans l’état actuel de 

l’assemblage, seule une analyse avec a priori est envisageable. Par exemple pour analyser l’effet de 

la méthylation sur un cluster de gènes situé sur un même contig.  
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Méthode 4 : Calcul des DMRs en fonction et la structure des gènes  

Pour cette quatrième méthode de calcul je propose de revenir à des fenêtres de calcul de DMRs 

fixes (Figure 4.3-2 – méthode n° 4). Les fenêtres seraient ici calculées en prenant en compte la 

structure des gènes (Figure 4.3-4) aussi bien pour les séquences intra-géniques (exons et intron(s)) 

que les séquences extra-géniques (5’ et 3’ UTR, site de fixation de facteur de transcription, îlots CG 

et autres séquences régulatrices en cis des gènes). 

 

 
Figure 4.3-4: quatrième méthode de calcul: représentation schématique de la méthode 

 

Pour éviter les problèmes liés aux calculs de DMRs sur de longues séquences et ne prenant en 

compte qu’un faible nombre de cytosine (problème soulevé pour la méthode de calcul n°1). Il est 

envisageable de réaliser un calcul de DMRs en scindant chaque séquence définie en sous séquence 

d’une longueur maximum de 200pb avec un chevauchement de 100pb. Une fois les DMRs ainsi 

calculées, toutes DMRs consécutives et présentant le même sens de régulation (i.e. 

hyperméthylation dans le même échantillon) seraient regroupées, de la même façon que présentées 

dans (Schalk et al., 2016), pour n’en former qu’une au sein de la séquence initialement définie 

(e.g. : un exon). Il est à noter que cette possibilité de regrouper les DMRs consécutives est 

également implémentée dans le pipeline développé par Nicolas Daccord. 

Cette méthode serait très intéressante pour réaliser des analyses ciblées sur un type de séquences 

dans l’ensemble du génome. Elle permettrait également une meilleure résolution pour l’étude du 

niveau de transcription des gènes en fonction de la position des DMRs. 

Cette méthode présente cependant des limitations, notamment du fait de la très grande variabilité de 

la structure des gènes (i.e. : nombre exons et d’introns très variable d’un gène à l’autre). Il serait 

alors intéressant de séparer les gènes en catégories : petits gènes (de 1 à 4 exons), gènes de taille 

moyenne (de 5 à 9 exons), ou grands gènes (plus de 10 exons), par exemple. Pour faire cette 

classification il faut analyser la structure « moyenne » des gènes dans le génome (taille, nombre 

d’exons moyens, médiane du nombre d’exons). En 1999, Carels & Bernardi ont étudié la structure 

des gènes de 3 monocotylédones et de 6 dicotylédones. Ils ont notamment mis en évidence 

l’existence de deux classes de gènes chez les plantes, des gènes plutôt longs avec de nombreux 

introns, ayant la caractéristique d’être pauvres en GC et des gènes courts avec peu d’introns riches 

en GC. Nous pourrons nous appuyer sur cette classification pour réaliser des catégories de gènes. 

Une seconde limitation est la nécessité d’avoir un génome bien annoté. Et également d’avoir une 

idée de la localisation des séquences régulatrice pour chaque gène. 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   96 

Méthode 5 : prise en compte du profil de méthylation 

Cette méthode est une application directe des analyses réalisées par Nicolas Daccord (2018) durant 

sa thèse (Figure 4.3-5A). Elle se base également sur les profils de méthylation observés pour les 

contextes CG, CHG ou CHH (Figure 4.3-5B) dans différentes espèces végétales telles que Malus 

domestica (Daccord et al., 2017), Arabidopsis thaliana (Cokus et al., 2008b; Hsieh et al., 2009), ou 

Picea abies (Ausin et al., 2016). 

 

 

 

Figure 4.3-5: cinquième méthode de calcul: représentation schématique de la méthode. Adaptée de 

(Daccord et al., 2017; Daccord, 2018). A. Regroupement de gènes en fonction d’un profil de méthylation 

commun (ici 3 groupes réalisés en contexte CHH), sur une distance de 100 pb avant le site d’initiation de 

la transcription. B. Niveau de méthylation moyenne pour les contextes CG, CHG, et CHH autour d’un gène. 

Adapté de Daccord, (2018). C. Schématisation de la méthode de calcul en fonction des données de la 

littérature. Les couleurs des doubles flèches représentent les clusters des gènes tels que défini en B. 

 

L’idée est de regrouper les gènes méthylés en fonction des variations de la méthylation le long de 

leur séquence. Nicolas Daccord (2018) a réalisé ces regroupements en prenant 100pb avant le site 

d’initiation de la transcription. Il faudrait prendre des fenêtres plus grandes, jusqu’à 1000pb avant le 

site d’initiation de la transcription comme ce qui est fait pour l’analyse du niveau de méthylation 

autour des gènes en fonction des contextes (Figure 4.3-5B). 

Pour cette méthode je propose ici un calcul des DMRs (en fonction du profil de méthylation) en 

utilisant la méthode des fenêtres glissantes de 200pb avec un chevauchement de 100pb (méthode 2, 

Figure 4.3-5C) mais limitée aux abords des gènes (+/-2000pb en amont ou en aval du gène). La 

méthode de calcul par fenêtres prédéfinies, en prenant en compte la structure du gène (méthode 4), 

serait également adaptée. 

Les DMRs ainsi calculées seraient à relier aux gènes différentiellement transcrits, en séparant les 

DEGs en deux catégories de DEG : les gènes jamais méthylés et les gènes présentant une 

méthylation. 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   97 

Méthode 6 : Analyse en fonction de la classification fonctionnel des gènes 

Enfin pour cette dernière proposition de méthode pour calculer les DMRs (Figure 4.3-2), je propose 

de regrouper les gènes par catégories fonctionnelles (en utilisant l’annotation par code BIN utilisée 

dans le logiciel Mapman par exemple) (Lohse et al., 2014). 

Cette catégorisation pourrait permettre de mettre à jour des fonctions biologiques régulées par la 

méthylation de l’ADN. Je pense notamment au gène FLC associé à la vernalisation qui est réprimée 

épigénétiquement via la méthylation sur les histones (Berry & Dean, 2015). Ou à la répression des 

éléments transposables via la méthylation de l’ADN (Hollister & Gaut, 2009; He et al., 2011). 

Une fois la catégorisation faite un calcul de DMRs réalisé en utilisant des fenêtres glissantes de 

200pb (méthode 2) ou en utilisant des fenêtres prédéfinies (méthode 4), devrait fournir de bons 

résultats. 

Une telle étude demande d’avoir une caractérisation des gènes suffisante. Il est également 

nécessaire d’avoir un fichier d’annotations et de classifications des gènes de très bonne qualité (Cf : 

discussion sur la classification par code BIN, section 4.3.3 a) ).  

 

d) Quelle méthode choisir ?  

Comme nous l’avons vu pour les deux méthodes testées et pour les méthodes proposées, chaque 

méthode à ses avantages et ses inconvénients. Il convient donc dans un premier temps de bien 

définir quel type d’analyse nous souhaitons réaliser. 

Pour une analyse à l’échelle du génome je recommande l’utilisation de la seconde méthode 

(fenêtres glissantes) qui est une analyse sans apriori.  

Pour une analyse ciblée sur une séquence d’ADN défini à l’avance, comme un cluster de gènes, une 

analyse par fenêtre fixe définie selon la structure de la séquence d’intérêt me semble la plus 

appropriée. 

La méthode idéale que j’aurais pu utiliser sur mes données regroupe les méthodes 3, 4, 5 et 6 (cette 

dernière pour une classification a posteriori). C’est-à-dire un calcul de DMRs avec des fenêtres 

glissantes de 200bp uniquement à proximité des gènes, en prenant en comptes la structure des gènes 

(exons et introns) et les profils de méthylation (région hyper-méthylée, pic de méthylation, 

méthylation moyenne constante). Avec ces résultats il devrait être plus facile de mettre en évidence 

des liens entre DMRs et niveau de transcription des gènes. 
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4.3.3. Critiques de différent points 

Lors de la mise au point du plan expérimental, des expérimentations et des analyses nous avons fait 

des choix. Dans cette partie, je souhaitais revenir sur certains points afin de prendre du recul sur ce 

que nous avons fait : avons-nous fait les meilleurs choix ? Qu’aurions-nous pu faire différemment ? 

a) L’utilisation de la classification par code BIN : une bonne idée ? 

Lors de l’analyse des transcrits différentiellement exprimés, j’ai fait le choix d’utiliser un fichier de 

classification des gènes du pommier utilisables dans le logiciel MapMan®. 

En analysant un peu ce fichier je me suis aperçu qu’il n’était pas parfait. En effet j’ai retrouvé des 

gènes ayant des fonctions telles que la photosynthèse (phytochromes ou portant la mention 

photosynthèse dans leur nom), dans la catégorie 35. C’est-à-dire la catégorie des gènes non classés. 

Lorsque j’ai fait des classifications de gènes (i.e. : Figure 4.2-7B et Figure 4.2-8) je n’ai pas pris en 

compte cette catégorie 35, qui représentait la plupart du temps plus de la moitié des DEGs. Je suis 

donc face à un biais potentiellement important ici. Mais je peux supposer que pour toutes les 

catégories, une partie des gènes pouvant y être associés se retrouve dans la catégorie 35. Et ceci de 

façon randomisée, réduisant ainsi le biais. 

Il existe d’autres logiciels permettant de réaliser des catégorisations de gènes et également de 

l’ontologie de gènes, tel que agriGO® ou Panther®. Pour ces logiciels il faut en général passer par 

la correspondance des gènes avec A.thaliana. Ce qui, dans le cas de génome dupliqué comme le 

pommier, provoque un biais. Certains logiciels d’ontologie des gènes commencent à intégrer des 

fichiers d’annotations d’autres espèces végétales. C’est notamment le cas de agriGO®, qui intègre 

une annotation du pommier pour faire des analyses d’enrichissement de gènes. Cependant les 

identifiants des gènes sont des MDP correspondant au génome du pommier publié en 2010(Velasco 

et al., 2010). Et comme j’ai pu m’en apercevoir pendant ma thèse, la correspondance entre les 

annotations du pommier, n’est pas parfaite (cf partie 4.3.2. a)). 

La classification des gènes n’est donc pas une chose facile à réaliser. On se heurte à de nombreux 

biais réduisant la puissance de notre analyse. Le fichier de classification que j’ai utilisé, même s’il 

n’est pas parfait, est néanmoins la meilleure solution que j’ai pu trouver, puisque cette classification 

a été réalisée à partir de la V1.1 du génome de référence tout comme le micro-array utilisé pour 

mon analyse de gènes différentiellement transcrits. 

b) Discussion du plan expérimental 

Nous avons mis en place un plan expérimental pour la production des échantillons et leurs 

prélèvements. Mais ce plan était-il le meilleur ? Aurions-nous pu réaliser des échantillons 

supplémentaires ou bien faire les prélèvements différemment ? 

Pertinence du prélèvement la première année 

Cette question de la pertinence du prélèvement pendant la première année de croissance se pose 

particulièrement pour les plants issus de greffes. En effet nous avons prélevé des baguettes portant 

des bourgeons sur un arbre adulte en verger. Ces bourgeons provenant d’un arbre adulte, peuvent 

être déjà induit ou quiescent. Ils peuvent donc, en principe, développer des organes floraux. J’ai pu 

observer ce phénomène, quelques semaines après le greffage en serre (Figure 4.3-6A), pour une 

partie des plants greffés. On peut observer cependant que les organes floraux apparaissent non pas 

sur du bois nouvellement formé, mais bien à partir des bourgeons prélevés sur l’arbre adulte. 
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Figure 4.3-6: Photos de pommier en serre et sous loupe binoculaire. A. Photographie d’un plant greffé. B 

et C: observation de feuille de pommier prélevé sur des plants semés (coin supérieur droit) et greffés 

(coin inférieur gauche) pour des plants obtenus en 2017. B. photo réalisée en 2017 sur des feuilles de 

l’année. C.  Photo réalisée en 2018 sur des feuilles de l’année prélevées sur des plants de 1 an. 

 

Il est donc raisonnable de se demander si le bois formé à partir de ces bourgeons a un épigénome 

identique à celui de l’arbre adulte ou si l’action du greffage et de la communication entre porte 

greffe et scion (Gregory et al., 2013; Zhao & Song, 2014) a déjà eu pour effet de modifier 

l’épigénome, et notamment de diminuer la méthylation localement, comme nous l’avons montré 

précédemment (Perrin et al., 2020). 

Afin de limiter ce biais il aurait été préférable de laisser passer une année de croissance, de rabattre 

les arbres et de faire un prélèvement la seconde année afin d’avoir un épigénome de greffon 

« stabilisé ». 

Ceci n’aurait pas eu d’incidence sur le phénotypage, comme le montrent les observations 

préliminaires que j’ai pu réaliser (Figure 4.3-6B et C). On peut observer une augmentation de la 

densité de trichomes sur les feuilles issues de semis de 1 an, mais cette densité reste toujours très 

inférieure à celle observée chez les plants greffés. 
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Pertinence du modèle double haploïde  

Pour notre étude nous avons utilisé un matériel biologique très particulier puisqu’il s’agit d’un 

génotype de pommier homozygote (Golden delicious double haploïde, Lespinasse et al 1999). Mais 

ce choix était-il judicieux ? 

Le double haploïde est un modèle d’étude simple  

Comme présenté dans l’introduction, le pommier (M. domestica) est naturellement hétérozygote du 

fait de l’existence d’une auto-incompatibilité pollinique (Zhang et al., 1988; Cornille et al., 2014). 

L’étude de l’épigénome d’une plante hétérozygote est possible, mais complexe. Par exemple, il est 

difficile d’être certain qu’une variation phénotypique soit liée à une modification épigénétique et 

non pas à l’expression différentielle des allèles d’un même gène entre deux individus. L’étude de 

l’épigénome d’une plante homozygote est donc plus facile à réaliser, puisque la complexité du 

génome est réduite. 

Mais finalement ce modèle homozygote ne correspond pas aux pommiers hétérozygotes retrouvés 

dans la nature et utilisés en verger. Il existe donc peut-être un biais dans nos résultats et notamment 

dans la façon dont les marques épigénétiques se transmettent via la multiplication sexuée et la 

propagation asexuée. 

Conséquence de l’autofécondation 

Là aussi nous sommes face à une question primordiale : pourquoi et comment avons-nous réussi à 

réaliser une autofécondation chez une espèce qui est normalement auto-incompatible. Daccord, 

(2018) explique qu’il est possible que, pendant les étapes d’obtention des doubles haploïde de 

Golden Delicious, des portions limitées du génome aient été perdues à la suite de réarrangements 

chromosomique. Un alignement de marqueurs SNP cartographiées sur des pommiers hétérozygote 

montre que la majorité des marqueurs (95,6%) sont retrouvé sur le génome de ‘GDDH13’ (Daccord 

et al., 2017) étayant l’hypothèse de la perte de portion génique de façon limité. Cette thèse est 

également étayée par des découvertes sur le genre Arabidopsis. Il a été montré que la mutation d’un 

gène impliqué dans la reconnaissance pollinique suffit à lever la barrière de l’incompatibilité 

pollinique (De La Chaux et al., 2012). 

S’il s’est passé la même chose pour ‘GDDH13’, cela pose question sur notre modèle. Puisque l’on 

touche au mode de reproduction, on peut se demander quelles sont les conséquences pour la 

transmission des marques épigénétiques via la multiplication sexuée ? Est-ce que cette transmission 

est similaire chez une espèce auto-incompatible et chez une espèce auto-compatible ? Il est donc 

possible que le modèle de transmission des marques épigénétiques entre multiplication sexuée et 

asexué, que nous avons définie pour ‘GDDH13’, soit un peu différent de ce qui serait observable 

chez un Malus domestica hétérozygote.  
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5. Conclusion  

Dans cette première partie nous avons analysé la différence entre une multiplication sexuée et une 

propagation asexuée chez le pommier. Nous avons ainsi pu mettre en évidence des différences aux 

niveaux phénotypiques que nous avons pu définir pour partie comme des marqueur d’un état 

juvénile des plants issus de semis. Les jeunes plants obtenus par greffage présentent quant à eux un 

phénotype pseudo-mature. 

Nous avons également identifié des différences transcriptionnelles existant entre les différents 

plants. Nous avons ainsi montré que les plants issus de semis présentent un niveau de transcription 

plus élevé que les arbres adultes. Là encore les jeunes plants issus de greffage présentent un niveau 

de transcription à l’interface entre les plants semés et l’arbre adulte. 

Enfin nous avons la méthylation de l’ADN. Nous avons montré que d’un point de vue global il 

n’existe pas de différence de transmission de la méthylation entre multiplication sexuée et 

propagation asexuée chez le pommier. Nous avons cependant mis en évidence des différences de 

niveaux de méthylation locale (DMRs) d’autant plus marquées à proximité des gènes. Nous avons 

ainsi constaté que la méthylation est plus faible chez les plants issus de semis au niveau de ces 

DMRs par rapport à l’arbre adulte et aux plants issus de greffage. Cette méthylation plus faible à 

proximité des gènes semble être corrélée avec un niveau de transcription plus élevé chez les plants 

greffés, comme nous avons pu le montrer notamment pour les gènes associés à la photosynthèse. 

Les gènes différentiellement transcrit présentant également une DMRs représentent une très faible 

portion des gènes du génome du pommier. 

En parallèle nous avons également proposé différentes méthodes afin de calculer les régions 

différentiellement méthylées entre différents échantillons. Nous avons ainsi défini que pour une 

analyse globale telle que celle que nous avons réalisée, une analyse sans a priori, en utilisant des 

fenêtres de 200 pb, semble être la meilleure méthode d’analyse. 
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Chapitre II – Edition du génome et de 

l’épigénome du pommier 
 

 

 

Dans cette partie je présente le travail que j’ai réalisé dans le cadre du projet Genius (Genome 

ENgineering Improvement for Useful plants of a Sustainable agriculture) porté par différents 

laboratoires publics et des partenaires privés. L’un des objectifs majeurs de ce projet est 

d’expérimenter et d’acquérir de nouvelles techniques de génie génétique sur différentes espèces 

cultivées (tomate, pomme de terre, pommier, rosier, etc…), notamment pour l’édition du génome 

via la technique CRISPR-Cas9. Cette acquisition de connaissances est un enjeu majeur pour la 

recherche et la sélection variétale française. Dans ce cadre j’ai été impliqué dans le sous-projet 

BEEP (CRISPR-Cas9 Based Epigenome Editing in Plants). 
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1. Introduction 

Le projet BEEP s’articule autour de deux objectifs sur le pommier dont le premier est de produire 

dans les fonds génétiques ‘Gala’ et GDDH13, des plantes transgéniques éteintes pour le gène 

MET1, de les phénotyper et de les génotyper. Le second objectif est de tester la possibilité de 

réaliser l’édition de l’épigénome du pommier et d’analyser ses conséquences sur la transcription du 

gène de floraison MdTFL1, utilisé ici comme gène rapporteur. 

La mutagénèse dirigée du pommier par la technique CRISPR-Cas9 étant déjà maitrisée au sein de 

mon laboratoire d’accueil, sur la variété ‘Gala’, j’ai pu me former à l’utilisation de cette technique. 

J’ai notamment utilisé ces connaissances pour réaliser l’extinction du gène SCOOP12 d’A. thaliana 

dans le cadre de la thèse de Kay Gully et publié dans l’article Gully et al. (2019). Par la suite, dans 

le cadre du projet BEEP, j’ai cherché à transférer cette technique de la variété ‘Gala’ vers le 

génotype GDDH13 afin de pouvoir réaliser des analyses de l’épigénome sur le génome de 

référence.  

1.1. La technique CRISPR-Cas9 

Cette technique est basée sur une découverte faite au sein du génome des bactéries (Barrangou et 

al., 2007). Les CRISPRs (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) sont des petites 

séquences palindromiques répétées organisées en clusters. Ce système permet la réparation de 

l’ADN et une régulation génétique (Makarova, 2002; Guy et al., 2004). 

Au sein du génome des bactéries, les séquences CRISPRs sont retrouvées à proximité de gènes 

nommés CRISPR associated genes (Cas). Il a été proposé par (Makarova et al., 2006)Makarova et 

al (2006) que l’association des séquences CRISPR et des gènes Cas est une adaptation du système 

de défense des bactéries. Les complexes CRISPR-Cas utilisent des ARN antisens qui sont produit à 

partir de l’insertion d’ancienne séquences ADN exogènes inséré dans le génome  (Barrangou et al., 

2007; Orlova, 2009,  Griffiths et al., 2000).  

En 2014, Doudna et Charpentier ont compilé les connaissances sur le sujet pour proposer une 

nouvelle méthode de génie génétique simple et peu couteuse permettant l’édition précise des 

génomes. On peut également noter le travail de synthèse de Cavanagh P. et Garrity A. publié sur le 

site : https://sites.tufts.edu/crispr/ qui présente les origines et la domestication de ce système. Cet 

outil utilise des ARNs guides, conçus pour associer deux caractéristiques cruciales : une séquence 

ARN de 20 nucléotides en 5’, qui détermine la séquence cible dans le génome par complémentarité 

de bases, et une structure ARN en 3’ assurant la liaison à la Cas9. L’association ARN guide/Cas9 

permettant à la Cas9 de réaliser une cassure double-brin site-spécifique au sein du génome.  

1.1.1. Composition du système CRISPR-Cas9 et modalités de réparation 

des cassures double brin de l’ADN 

Le système CRISPR-Cas9 est un complexe se composant des éléments suivants : 

- Une enzyme associé au système CRISPR (Cas9). C’est une enzyme capable de couper 

l’ADN double brin grâce à des sites actifs appelés nucléases. Sur la séquence protéique de la Cas9, 

isolée de la bactérie Streptococcus pyogenes, deux sites nucléases ont été prédits par 

cristallographie (Nishimasu et al., 2014), les domaines HNH et RuvC (Error! Reference source 

not found.A). 

https://sites.tufts.edu/crispr/
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- un crRNA (ou CRISPR RNA) qui est une séquence ARN de 20 nucléotides  

complémentaire de la séquence d’ADN ciblée (Nishimasu et al., 2014), (Error! Reference source 

not found.B). 

- et enfin un tracrRNA (trans-activating crRNA, Error! Reference source not found.C, 

Deltcheva et al. 2011). Ce dernier est relié au crRNA et permet de donner la conformation 

nécessaire au couple crRNA+tracrRNA pour qu’il soit reconnu par la Cas9 (Error! Reference 

source not found.D). Par la suite l’association crRNA et tracrRNA sera appelée ARN guide 

(gRNA). 

Le complexe ainsi formé peut aller cibler la séquence complémentaire du crRNA dans l’ADN 

(Error! Reference source not found.E). Une fois la séquence reconnue, les sites nucléases vont 

réaliser une coupure double brin de l’ADN, si la présence d’un PAM (Protospacer Adjacent Motif) 

adjacent à la séquence complémentaire au crRNA est bien reconnue. Le PAM est une petite 

séquence spécifique à chaque Cas, nécessaire au déclenchement de l’activité nucléase de cette 

dernière. Pour la Cas9, le PAM est de type « NGG » (où N peut être A, T, G ou C).  Cette coupure 

double brin (coupure franche) sera ensuite détectée par les mécanismes de réparation de l’ADN de 

la cellule. Deux mécanismes coexistent : la réparation par recombinaison homologue (HDR, 

homology-directed repair) et la réparation non homologue (NHEJ, non-homologous end-joining) 

(voir Manova and Gruszka 2015 pour une revue complète). La réparation par recombinaison 

homologue est possible lorsque l’on apporte une séquence aux bordures homologues à celle ciblée 

par le système CRISPR-Cas9, qui sert de matrice pour la recombinaison (Error! Reference source 

not found., Rong and Golic 2000). 

Dans le cas de la réparation par NHEJ, aucun modèle n’est apporté pour réparer la cassure (Error! 

Reference source not found.). La machinerie de réparation cellulaire va alors rejoindre les deux 

extrémités de la cassure mais en créant potentiellement des erreurs par rapport à la séquence initiale 

(délétion, insertions, substitutions) et ainsi de la mutagénèse ciblée (Manova & Gruszka, 2015). 

Chez les plantes la réparation par NHEJ est beaucoup plus fréquente que la réparation par 

recombinaison homologue, ce qui participerait à l’augmentation de la taille des génomes ainsi qu’à 

leur complexification (Puchta & Fauser, 2014). 
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Figure 1.1-1 : Système CRISPR-Cas9. A. Représentation de la Cas9 contenant les deux sites nucléases. B. 

Représentation d’un crRNA complémentaire de la séquence d’ADN ciblée. C. tracrRNA, permettant le 

repliement de la structure crRNA+tracrRNA. Le tracrRNA permet la reconnaissance du complexe crRNA + 

tracrRNA et sa prise en charge par la Cas9 pour former le complexe final en D.  E. le complexe Cas9 et sa 

cible. Adapté de Sander JD, Keith Joung J (2014) review CriSPr-Cas systems for editing, regulating and 

targeting genomes. Nat Biotechnol 32:3–4. https://doi.org/10.1038/nbt.2842 

 
Figure 1.1-2: Schéma de réparation d’une cassure double brin via le NHEJ (à gauche) ou la HDR (à 

droite). D’après Manova V, Gruszka D (2015) DNA damage and repair in plants – From models to crops. 

Front Plant Sci 6:1–26. https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00885 

 

https://doi.org/10.1038/nbt.2842
https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00885
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1.1.2. Evolution des applications de l’édition du génome 

La mutagénèse dirigée grâce au système CRISPR-Cas9 a pu se développer grâce notamment à la 

découverte de nouvelles Cas dont les sites PAM, différents du NGG de la Cas9 de Streptococcus 

pyogenes (Shah et al., 2013), permettent de cibler plus de séquences au sein des génomes. 

Outre son utilisation pour de la mutagénèse dirigée, plusieurs initiatives ont émergé chez les 

plantes, ce qui augmente le champ d’action de cette technique, en particulier pour pallier au faible 

rendement de l’édition proprement dite des gènes, liés aux faibles taux de recombinaison 

homologue. C’est le cas du « base editing » (Bharat et al., 2019) et du « prime editing » (Anzalone 

et al., 2019). 

Le « base editing » consiste à remplacer spécifiquement une base nucléotidique par un autre (Bharat 

et al., 2019), de manière à modifier le gène cible pour lui conférer une nouvelle fonctionnalité. 

Cette technique est basée sur le même principe de reconnaissance de l’ADN ciblé par le système 

CRISPR-Cas9, mais il n’est plus question de faire de coupure double brin dans l’ADN. La Cas9 

native est donc remplacée par une Cas9 totalement (« deadCas9 ») ou partiellement inactivée 

(« nickase »Cas9, nCas9) au niveau de ses sites nucléases. Cette Cas9 totalement ou partiellement 

inactivée est ensuite fusionnée à une désaminase permettant le remplacement de nucléotide.  Par 

exemple une cytidine désaminase (Eid et al., 2018) qui permet la transition d’un nucléotide C en T 

ou une adénine désaminase (Goble et al., 2011) qui permet la transition d’une adénine en guanine. 

Cette technique possède cependant des limites car, outre le fait qu’elle nécessite la présence d’un 

PAM proche des nucléotides à modifier, toutes les transitions nucléotidiques ne sont pas encore 

possibles.  

Le développement de la technique du « prime editing » permet de dépasser cette dernière limites 

(Anzalone et al., 2019). En effet, cette nouvelle méthode utilise une nCas9 fusionnée à une reverse 

transcriptase, fonctionnant en association avec un « prime editing guide RNA » (pegRNA), qui à la 

fois cible la zone à éditer dans le génome et code pour l’édition que l’on souhaite appliquer 

(Anzalone et al., 2019). 

1.1.3.  Etat de l’art des technologies CRISPR-Cas9 chez le pommier 

La principale limite à l’emploi des techniques de type CRISPR-Cas9 chez le pommier est la faible 

efficacité de transformation de cette espèce (Chevreau et al., 2019). A ce jour, seules quatre études 

ont été publiées. La première mutagenèse ciblée de pommier a été réalisée par Nishitani et al. 

(2016), qui ont édité le gène de la phytoene desaturase (PDS) du pommier avec une efficacité de 32 

% chez le porte-greffe de pommier ‘JM2’. La même année, Malnoy et al. (2016) ont utilisé des 

ribonucléoprotéines CRISPSR-Cas9 pour éditer avec succès des protoplastes de pommier ‘Golden 

Delicious’, mais aucune plante éditée n’a été régénérée. Dans notre laboratoire des taux élevés 

d’extinction par CRISPR-Cas9 de 2 gènes (PDS et TFL1) ont été obtenus chez le pommier ‘Gala’ 

(Charrier et al., 2019). Enfin récemment, la combinaison d’une mutagenèse ciblée par CRISPR-

Cas9 et d’une élimination du T-DNA par une recombinase inductible a permis l’obtention de 

mutants de ‘Gala’ et ‘Golden Delicious’ moins sensibles au feu bactérien (Pompili et al., 2020). 
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1.2. Mutagénèse dirigée du gène MET1  

Dans un premier temps nous avons cherché à obtenir des mutants de pommier pour le gène 

MdMET1 afin de valider la fonction de ce gène chez le pommier. Aucun travail de ce type n’a 

encore été publié chez cette espèce. 

Le gène MET1, ou Methyltransferase 1 est impliqué dans la maintenance de la méthylation en 

contexte symétrique CG (Finnegan et al., 1996, 1998). Sa mutation provoque, chez A.thaliana, une 

diminution globale de la méthylation en contexte CG (Finnegan et al., 1996). Les plantes mutées 

présentent des phénotypes anormaux, tels que des feuilles et des fleurs modifiées. 

Il existe deux orthologues du gène AtMET1 (AT5G49160) chez le pommier, annotés dans la V1.1 

du génome de référence GDDH13 sous les identifiants : MD02G1115100 et MD15G1231100.  

1.3. Modification de l’épigénome du promoteur du gène 

TFL1  

Dans un second temps nous avons voulu réaliser chez le pommier une preuve de concept de la 

possibilité d’éditer le niveau de méthylation d’un gène afin de modifier son niveau de transcription. 

Nous avons choisi pour cela le gène de répression de la floraison Terminal flowering locus 1 (Tfl1, 

Mimida et al. 2009). Ce gène est impliqué dans la répression de la floraison durant la période 

juvénile d’une plante et sa mutation permet une floraison précoce chez A. thaliana (Shannon & Ry 

Meeks-Wagner, 1991) ou Pisum sativum L. (Foucher et al., 2003). Sa répression via la voie des 

ARNs interférents permet également une floraison précoce chez le pommier (Kotoda et al., 2003). 

L’équipe ResPom (IRHS à Angers) a récemment obtenu des mutants éteints pour le gène MdTFL1 

par la méthode CRISPR-Cas9 sur la variété ‘Gala’ (Charrier et al., 2019), démontrant ainsi qu’une 

lignée de pommier éteinte pour ce gène est capable de fleurir in vitro dans les mois suivants son 

extinction. 

Deux gènes homologues de Tfl1 ont été identifiés chez le pommier (Mimida et al., 2009) et annoté 

dans la V1.1 du génome de référence sous les identifiants : MD12G1023900 et MD14G1021100. 

Pour réaliser l’édition du génome nous avons ciblé le promoteur du gène MdTFL1 

(MD12G1023900). L’idée était de le sur-méthyler afin de réduire son niveau de transcription et 

ainsi obtenir des plantes fleurissant précocement. L’édition de l’épigénome via une deadCas9 

fusionnée à une méthylase est très récente. A notre connaissance, les exemples actuellement 

disponibles ne concernent que les cellules de mammifère (Liu et al., 2016; McDonald et al., 2016; 

Vojta et al., 2016; Lei et al., 2017; Xiong et al., 2017). Ces études ont montré une relation entre une 

hyper-méthylation induite au niveau de la région promotrice et une diminution de la transcription du 

gène associé. (Liu et al., 2019) ont obtenu des résultats similaires via la déméthylation d’un gène 

chez Bombyx mori, engendrant une augmentation de la transcription de ce gène. 

D’autres études ont montré la possibilité d’activer l’expression spécifique d’un gène méthylé chez 

A.thaliana via l’utilisation d’activateur couplé à une Cas9 inactivée (Lowder et al., 2015; Thakore 

et al., 2015). Papikian et al. (2019) ont également montré cette possibilité, toujours chez A.thaliana 

et ils ont constaté que l’activation d’un gène ayant une région promotrice méthylée, avec cette 

technique, engendre une diminution de la méthylation de la région promotrice en question. 
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Dans un premier temps nous avons donc cherché à créer une construction basée sur une deadCas9 

fusionnée à une méthylase, permettant d’éditer l’épigénome du pommier.  
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2. Tentative d’extinction d’une voie de maintenance de 

la méthylation chez le pommier par édition des 
gènes codant pour la fonction MET1 

2.1. Matériel et méthodes 

Matériel végétal : 

Nous avons utilisé des vitro plants des génotypes GDDH13 et ‘Gala’. Les plants initiaux m’ont été 

fournis par l’équipe ResPom. Ces plants sont cultivés sous jours long à 22°C dans des milieux de 

culture Murashige and Skoog (1962) optimisés pour la variété ‘Gala’ comme décrit dans Chevreau 

et al. (2019).  

Clonages 

Lors du développement de la technique CRISPR-Cas9, il est nécessaire que les séquences crRNA 

soient complémentaires des séquences juxtaposées à une séquence nommée PAM (protospacer 

adjacent motif, Error! Reference source not found.B). Des programmes en accès libres tel que 

CRISPOR-Tefor® (http://crispor.tefor.net/crispor.py, Haeussler et al. 2016) permettent d’identifier 

les crRNAs répondant à cette contrainte et leurs associent un score en fonction de nombreux autres 

paramètres. Nous avons sélectionné les crRNAs sur le génome de GDDH13, puis nous avons vérifié 

la présence ou non de mésappariements pour ces crRNAs vis à vis de la variété ‘Gala’. Nous avons 

utilisé le logiciel MultAlin® (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/, Corpet 1988) pour réaliser 

les alignements entre les séquences des crRNA et celles des gènes ciblés, amplifiées sur l’ADN de 

‘Gala’ et séquencées. Les séquences crRNAs ainsi définies doivent ensuite être clonées dans une 

cassette d’expression comportant le tracrRNA et un promoteur permettant l’expression de 

l’ensemble. La synthèse des gRNAs a été commandée à la société IDT (Integrate DNA 

technologies, Etats Unis d’Amérique, production : Belgique). Chaque gRNA (Error! Reference 

source not found.A et B) comporte ainsi des extrémités attB pour le clonage Gateway®, un 

promoteur U3 ou U6 de pommier (Charrier et al., 2019), un crRNA choisi grâce au logiciel 

CRISPOR-Tefor®, la séquence du tracrRNA et un site BsaI pour réaliser une ligation Golden Gate 

(Error! Reference source not found.C, Engler, Kandzia, and Marillonnet 2008). Les clonages ont 

été réalisés comme suit : 

1) Golden Gate 

Les 500ng de fragments synthétisés sont re-suspendus dans 10µL d’eau ultra pure pour avoir 

des concentrations de 50ng/µL. Le mix suivant a été réalisé pour la réaction de Golden 

Gate : 4µL d’H2O, 1µL de T4 ligase Buffer (10X, Promega, Madison, WI, États-Unis), 1µL 

de cutsmart buffer (10X, NEB, Ipswich, Massachusetts, États-Unis), 1,5µL des deux 

fragments à liguer (n.b. : les fragments MD15-1 et MD15-2 sont ligués ensemble, et les 

fragments MD02-1 et MD02-2 sont ligués ensemble), 0,75µL de T4 DNA ligase (Promega) 

et 0,25µL de BsaI (NEB). Le mix ainsi réalisé est ensuite placé pendant 7h dans un 

thermocycleur où il subit le programme suivant : (1) 2’ à 37°C, (2) 5’ à 16°C, (3) retour à 

l’étape 1 pour 50 cycles, (4) 5’ à 50°C, (5) 5’ à 80°C. 

2) Gateway® (Hartley et al., 2000) 

Le produit de la réaction de Golden Gate précédente est utilisé pour réaliser la réaction BP 

du système de clonage Gateway®. Afin d’intégrer la séquence d’ADN libre dans un 

plasmide,  10µL de la réaction de Golden Gate sont mélangés à 0,5µL de plasmide 

pDonrTM207 (à 150ng/µL, obtenu auprès de l’équipe ResPom (IRHS) et 3µL de BP clonase 

http://crispor.tefor.net/crispor.py
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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II enzyme mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, États-Unis). La réaction 

est incubée à 25°C sur la nuit. La réaction de recombinaison est stoppée par l’ajout de 1µL 

de protéinase K (kit BP clonase II enzyme mix) et placée en incubation 10’ à 37°C, avant 

son utilisation à l’étape suivante. 

Pour la transformation de bactéries compétentes, la souche d’E. coli utilisée est la souche 

Top10® (Thermo Fisher Scientific). J’utilise 3µL de la réaction de Gateway précédente à 

laquelle j’ajoute à 50 µl de bactéries compétentes. Je laisse incuber 30’ sur glace avant de 

réaliser un choc thermique de 30’’ à 42°C. Les bactéries sont ensuite replacées sur glace 

pendant 5’ avant de recevoir 250µL de milieu SOC (fournit dans le kit) à température 

ambiante. La suspension bactérienne est ensuite placée en incubation pendant 2h à 37°C et 

sous agitation. La suspension bactérienne est ensuite étalée sur boite de Petri contenant du 

milieu LB (Bertani, 1951) et de l’agarose, additionné d’antibiotique gentamicine (10µg/mL 

final) et est mise à incuber pour la nuit à 37°C. Certaines des colonies formées sont isolées 

et leurs plasmides extraits via le kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) 

suivant les recommandations du fournisseur. L’intégration des fragments et leur intégrité 

sont vérifiées par PCR puis séquençage (société Genewiz, Radolfzell, Allemagne). 

Une seconde étape de recombinaison (étape LR du système de clonage Gateway®) est ensuite 

réalisée entre le plasmide pDonrTM207 et le plasmide de destination pDECas9-Kr (obtenue auprès 

de Marianne Mazier (INRA Avignon, partenaire dans le projet Genius), pour associer les séquences 

contenant les crRNA et la cassette d’expression de la Cas9. La sélection de bactéries transformées 

s’effectue cette fois-ci grâce à l’antibiotique spectinomycine (50µg/mL final). L’intégration des 

fragments et leur intégrité sont vérifiées par PCR puis séquençage (société Genewiz, Radolfzell, 

Allemagne), avant le clonage dans la souche d’Agrobacterium tumefaciens EHA105 (Hood et al., 

1993) portant également le plasmide ternaire pBBR1MCS-5 contenant un gène virG constitutif (van 

der Fits et al., 2000) (Annexe 4) pour transformation in planta. 
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Figure 2.1-1: Motif de restriction de l'enzyme BsaI utilisé pour le Golden Gate et construction des gRNA. A. 

Composition d’un gRNA avec le promoteur U3 du pommier. B. Composition d’un gRNA avec le promoteur 

U6 du pommier. En Bleu-vert : site de reconnaissance de l’enzyme BsaI ; en rouge: séquence choisie pour 

la ligation Golden Gate ; en vert clair : extrémités attB pour la réaction BP du clonage Gateway ; en jaune 

: promoteur U3 ou U6 ; en bleu clair : crRNA ; en bleu foncé : tracrRNA. C. Principe du golden Gate 

reposant sur l’enzyme de restriction BsaI, appliqué aux gRNA présentés en A et B. L’enzyme BsaI 

reconnaît la séquence en bleu-vert et coupe comme indiqué par les flèches. Les séquences en rouge ont 

été choisies et ajoutées de telle manière qu’après coupure, elles donnent des extrémités cohésives 

pouvant se liguer entre elles. A noter qu’une fois la réaction de Golden Gate réalisée, le site BsaI n’est 

plus présent dans la séquence. 

 

Transformation  

La transformation de feuilles de vitro-plants de pommier est réalisée comme décrit par Chevreau et 

al. (2019). Brièvement, une suspension d’agro-bactéries EHA105 contenant la construction d’intérêt 

est produite à une concentration ajustée à 108 bactéries par mL. Du Silwet, un agent surfactant, est 

ajouté à 0,002% pour améliorer l’efficacité de pénétration des bactéries dans les espaces 

intercellulaires des feuilles durant l’infiltration sous vide. Dans un flacon stérile de 50mL, 20 à 

30mL de la suspension d’agro-bactéries sont mises en contact avec 30 à 50 jeunes feuilles de 

pommier issues de plant in vitro présentant un bon état physiologique. Entre 300 et 400 feuilles sont 

utilisées au total pour une transformation. Une infiltration sous vide est ensuite réalisée pendant 1 

min. Les feuilles sont ensuite récupérées et scarifiées (4 à 5 coupures par feuille) puis placées, face 

abaxiale au-dessus, sur un milieu de coculture sans sélection pour 2 jours. Au bout des deux jours 

les feuilles sont transférées sur un milieu sélectif (céfotaxime (300mg/L), timentin (150mg/L) et 

kanamycine (100mg/L)) et placées à l’obscurité à 22°C. 

Tous les mois pendant 6 mois, les feuilles sont transférées sur un nouveau milieu de culture sélectif. 

Lors de l’apparition de bourgeons, les feuilles portant des bourgeons sont placées à la lumière pour 

que les bourgeons se développent. Une fois bien développés, les bourgeons sont placés sur un 

milieu sélectif ne contenant aucune hormone, pendant un mois. A cette étape chaque bourgeon est 

identifié par un code (numéro de la transformation et numérotation du bourgeon). Les bourgeons 
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sont ensuite placés sur un milieu de culture sélectif de type POM (Annexe 5, Murashige and Skoog 

(1962)). 

Pour les différentes transformations, j’ai également utilisé une souche EHA105 portant une 

construction 35S::GUS::GFP comme témoin de transformation. Cette construction m’a été fournie 

par l’équipe ResPom. 

Vérification de l’état transgénique des lignées et séquençage des zones ciblées par le système 

CRISPR-Cas9 

Une fois les pommiers transgéniques suffisamment développés pour être prélevés, j’ai extrait leur 

ADN en utilisant le Kit d’extraction NucleoSpin Plant II kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). J’ai 

dans un premier temps vérifié que ces lignées étaient bien transgéniques avec différents couples 

d’amorces. Les amorces utilisées avaient pour but 1) de tester la bonne qualité de l’ADN extrait via 

l’amplification d’un gène de ménage (Ef1α, amorces n° 9 et 10, annexe 6)) ; 2) de tester l’absence 

de contamination des lignées par des agro-bactéries (amorces n° 13 et 14, annexe 6), car si tel est le 

cas on ne peut pas faire confiance aux amplifications suivantes, qui peuvent aussi se faire à partir 

des plasmides portés par les agro-bactéries ; 3) de tester la présence de la résistance à la kanamycine 

(NPTII, amorces n°15 et 16, annexe6) et enfin 4) de tester la présence des cassettes Cas9 (amorces 

n°21 et 22, annexe 6) + crRNA (amorces n°19 et 20, annexe 6). L’ADN a ensuite été amplifié par 

PCR, avec des amorces (n°1, 2, 3 et 4, annexe 6) dessinées de part et d’autre des sites ciblés par la 

Cas9 via les crRNA. Ces PCR peuvent ensuite être envoyées directement à séquencer (Genewiz, 

Radolfzell, Allemagne) ou bien servir de matrice pour un clonage en masse à l’aide du kit 

pGEM®T Easy (Promega), d’après les recommandations du fournisseur. L’idée étant de séparer les 

éventuels différents produits présents dans le mélange PCR. L’ADN de plusieurs clones bactériens, 

portant chacun l’un des produits du mélange est ensuite envoyé à séquencer. 

Acclimatation et phénotypage en serre 

Les plants in vitro ont été enracinés pour leur permettre une croissance en serre, suivant le protocole 

décrit par Faize et al. (2003). Brièvement, les plants sont placés pendant sept jours à l’obscurité sur 

un milieu d’induction racinaire riche en auxine, puis transférés sur un milieu d’expression racinaire 

sans hormones à la lumière pendant au minimum trois semaines. Les plants sont ensuite repiqués en 

serre, en mottes fertilisées et sous couvert pour conserver une forte humidité. Le couvert est 

progressivement retiré pour permettre l’acclimatation progressive des plants. Des observations 

macroscopiques ont été réalisées à différents stades de développement des plants en serre. 

Epigénotypage 

➔ Restriction enzymatique par HpaII. 

L’ADN de feuilles de plants enracinés et mis en culture en serre a été extrait suivant le protocole 

développé par Fulton, Chunwongse, and Tanksley (1995). Trois extractions sont réalisées par plante 

à partir de prélèvements de feuilles différentes. 5µg d’ADN ont été utilisés pour la digestion 

enzymatique dans le mix suivant : 20µL de tampon, 12µL d’enzyme et de l’eau ultra pure pour 

compléter le volume à 200µL. La digestion a été réalisée à 37°C pendant une nuit puis l’enzyme est 

inactivée à 80°C pendant 20’. J’ai ensuite ajouté 1µL de glycérol bleu pour marquer les culots 

d’ADN, 200µL d’eau ultra pure, 40µL de NaAc 3M et 1mL d’éthanol pur pour réaliser une 

précipitation à -80°C pendant 2h. Les culots sont ensuite lavés et re-suspendus dans 50µL d’eau 

ultra pure. La concentration a été mesurée au nanodrop et ajustée à 2ng.µL-1 pour réaliser les PCR. 

Des témoins non digérés sont réalisés en suivant les mêmes étapes mais avec ajout d’eau en 
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remplacement de l’enzyme HpaII. A la suite, des PCRs sont réalisées en utilisant les amorces 

pHODOR (taille attendue de l’amplicon : 283pb, annexe 6) ainsi que des amorces pour les gènes de 

ménage EF1α (témoin pour la quantité de matrice initiale, ne possédant pas de site HpaII, aucune 

coupure n’est donc attendue, taille attendue de l’amplicon : 400pb). Afin d’observer des différences 

de quantité sur gel d’électrophorèse (intercalant : Midori Green, nippon genetics), les PCRs sont 

réalisées en réduisant le nombre de cycle d’amplification à 25 cycles (au lieu de 35). L’analyse de 

l’intensité des bandes sur gel d’agarose est réalisée avec le logiciel ImageJ®. L’intensité de chaque 

bande pour chaque amplification est mesurée. Une normalisation des intensités mesurées sur 

l’amplification HODOR est réalisée en les divisant par l’intensité mesurée pour l’amplification du 

gène de ménage EF1α du même échantillon. Pour chaque génotype et chaque répétition, je réalise 

ensuite un ratio avec les valeurs normalisées des amplifications de HODOR, en divisant la valeur 

obtenue pour l’échantillon non digéré par la valeur obtenue pour l’échantillon digéré. Les réplicas 

ne présentant pas de diminution d’intensité entre les échantillons non digéré et digéré (ratio 

inférieur à 1) ne sont pas pris en compte par la suite. Je réalise ensuite une moyenne des valeurs 

obtenues pour les réplicas pour un même génotype. 

Séquençage bisulfite. 

L’ADN a été extrait par kit (Macherey-Nagel) puis envoyé pour création des librairies et 

séquençage bisulfite du génome complet sur la plateforme Génome Québec 

(http://www.genomequebec.com). 

 

2.2. Résultats 

2.2.1. Recherche des orthologues de AtMet1 chez le pommier 

a) V1.0 du génome de GDDH13 

Au début de ce projet j’ai commencé à travailler avec la V1.0 du génome de GDDH13 (Daccord et 

al., 2017). Dans un premier temps j’ai recherché les gènes annotés comme étant des 

méthyltransférases et j’en ai identifié 31 (Annexe 7). Seul un de ces gènes était annoté comme 

orthologue à AtMET1 : MD02G0098400. Comme le génome du pommier est dupliqué (Daccord et 

al., 2017) je m’attendais à trouver un deuxième gène pour la fonction MET1. J’ai sélectionné le 

gène MD15G0203300 qui est annoté comme homologue à AtMET2 d’après l’annotation faite sous 

TAIR (Error! Reference source not found.A, TAIR 2020). 

J’ai ensuite observé ces séquences sur un JBrowse local (Error! Reference source not found.B,) et 

je me suis aperçu de deux choses. D’abord le gène MD02G0098400 (Md02MET1) n’était 

probablement pas complet : en amont du gène il y avait une zone de « N », c’est-à-dire une zone 

non assemblée/séquencée entre deux contigs. De plus la séquence nucléotidique du gène 

Md02MET1 était de 816 nucléotides contre 4805 nucléotides pour la séquence d’AtMET1. 

Ensuite pour le gène MD15G0203300 (Md15MET1), j’ai identifié un second gène annoté comme 

une méthyltransférase à proximité, MD15G0203200 (Error! Reference source not found.B), que 

je n’avais pas identifié lors de la recherche initiale. Du fait de leur position relativement proche j’ai 

pensé que ces deux gènes ne formaient probablement qu’un unique gène. J’ai donc récupéré la 

séquence codante annotée pour chacun des deux gènes et j’ai découvert sur le JBrowse (Error! 

Reference source not found.B) que les deux gènes en question étaient séparés par 47 nucléotides. 
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J’ai donc rajouté ces nucléotides entre les séquences codantes des deux gènes. J’ai ensuite aligné 

cette séquence (de 6156 nucléotides) corrigée sur le gène AtMET1, et j’ai trouvé une homologie de 

séquence de 68% au niveau nucléotidique et de 58% au niveau de la séquence en acides aminés 

(Error! Reference source not found.C). 

J’ai ensuite observé l’annotation des domaines fonctionnels de AtMET1 et regardé si je retrouvais 

les mêmes domaines dans les séquences protéiques des gènes annotés MET1 chez le pommier. Pour 

la séquence AtMET1 (Error! Reference source not found.A) j’ai identifié les domaines DNMT1-

RFD. Ils permettraient un ciblage du complexe de réplication par la méthyltransférase afin de 

restaurer la méthylation à la suite de la réplication.  Les domaines de la famille des BAH (bromo-

adjacent homology) qui auraient un rôle dans le repliement et l’adressage des méthyltransférases au 

niveau de la fourche de réplication, afin d’assurer la maintenance de la méthylation lors de la 

duplication de l’ADN (Yarychkivska et al., 2018). Et un domaine DMC (DNA-cytosine methylase) 

appartenant à la famille des méthylases spécifiques de la méthylation des cytosines en C5 

(méthylation de l’ADN). Pour la protéine MdMET1 issue du gène Md02MET1, le résultat du Blastx 

indique une homologie de séquence avec le domaine DMC uniquement. Pour la protéine MdMET1 

du gène Md15MET1 + MD15G0203200 j’observe les mêmes domaines que ceux présents dans 

AtMET1 avec une disposition similaire. Ceci confirmait également que le gène Md02MET1 

(MD02G0098400) était vraisemblablement incomplet dans la version 1.0. 

 

 

 
Figure 2.2-1: Structures géniques et protéiques des gènes codant pour la fonction MET1 chez A. thaliana 

et M. domestica. A. structure du gène chez A. thaliana (https://www.arabidopsis.org) et localisation des 

régions codantes pour les fonctions associées à la méthylation de l’ADN. B. structure des gènes chez M. 

domestica dans la V1.0 du génome de GDDH13. C. alignement des séquences protéiques de AT5G49160 

MD15G0203200+MD15G0203300. 
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b) V1.1 du génome de GDDH13 

Une fois la V1.1 du gènone de GDDH13 disponible j’ai recherché les gènes MET1 déjà identifiés. 

La numérotation des gènes ayant été modifiée, les deux gènes MET1 identifiés précédemment ont 

maintenant les identifiants MD02G1115100 (Md02MET1) et MD15G1231100 (Md15MET1). Le 

gène situé sur le chromosome deux présentait également un nouvel assemblage. Sa structure étant 

maintenant similaire à celle de son homologue sur le chromosome 15. En comparant la séquence 

codante des gènes (Error! Reference source not found.A) j’ai trouvé que leurs séquences 

nucléotidiques présentaient un pourcentage d’identité de 94%. Pour la séquence protéique, la 

similarité entre les deux gènes était de 92%. 

Ces deux gènes sont présents au sein des régions dupliquées entre les chromosomes 2 et 15 de 

GDDH13 (Daccord et al., 2017). Ils sont probablement issus du dernier évènement de duplication 

du génome (Daccord et al., 2017). 

 

 
Figure 2.2-2: Comparaison de la séquence des gènes codants pour la fonction MET1 sur la V1.1 du 

génome de référence GDDH13. A. Alignement de la séquence codante des gènes MET1 (séquence 

nucléotidique).  B. Localisation des crRNAs choisit sur les séquences MD02G1115100 et MD15G1231100 . 

Le trait violet indique la localisation de la séquence utilisée pour identifier les crRNAs à l’aide du site 

CRISPOR-Tefor (http://crispor.tefor.net). 
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c) Chez le génotype ‘Gala’ 

Pour l’équipe ResPom, la variété ‘Gala’ est la variété de référence pour la transformation du 

pommier. Afin d’optimiser la probabilité d’obtenir des mutants, nous avons donc réalisé les 

transformations sur le génotype GDDH13 et sur le génotype ‘Gala’. Le génome de ‘Gala’ a 

récemment été séquencé par une équipe de l’Agroscope en Suisse (‘communication personnelle’). 

Nous leur avons transmis les séquences de MET1 de GDDH13 afin qu’ils recherchent les séquences 

homologues sur ce génome. Les alignements des deux séquences Md02MET1 et Md15MET1 n’ont 

fait ressortir qu’une seule séquence, correspondant au gène Md15MET1. Le gène Md02MET1 n’a 

donc pas été retrouvé dans leur génome. 

En réalisant des PCRs et séquençages à l’aide d’amorces spécifiques (amorces N°1 à 4, annexe 6) à 

Md02MET1 ou Md15MET1, dessinées sur la séquence de GDDH13, j’ai ultérieurement pu 

confirmer la présence du gène Md02MET1 chez ‘Gala’ (Error! Reference source not found.A). 

 

 

A. 

 

B.  

 

Figure 2.2-3: Alignement entre les crRNA dessinés sur le génome de référence GDDH13 et les résultats de 

séquençage de PCR faites sur de l'ADN extrait de ‘Gala’. A. alignement entre les séquençages en sens (1) 

et antisens (2) de l’amplification PCR réalisée avec les amorces N°1 et 2 (annexe 6) sur le gène 

MD02G1115100 de ‘Gala’ avec le génome de référence GDDH13 V1.1. Sont également positionnés les 

crRNA MD02-1 et MD02-2 dessinés sur le génome de référence GDDH13 V1.1. B. alignement entre les 

séquençages en sens (1) et antisens (2) de l’amplification PCR réalisée avec les amorces N°3 et 4 (annexe 

6) sur le gène MD15G1231100 de ‘Gala’ avec le génome de référence GDDH13 V1.1. Sont également 

positionnés les crRNA MD15-1 et MD15-2 dessinés sur le génome de référence GDDH13 V1.1. Alignements 

réalisés avec le logiciel MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). 

 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   120 

2.2.2. Mise en place de la technique CRISPR-Cas9 pour réaliser l’extinction 

des gènes Md02MET1 et Md15MET1 du pommier 

Après discussions avec mes encadrants et mon comité de suivi de thèse,  nous avons estimé qu’il 

était probable que la mutation simultanée des deux gènes MET1soit délétère, nous avons donc 

décidé de réaliser dans un premier temps des simples mutants pour chaque gène MET1 et un double 

mutant dans un second temps. 

a) Sélection des crRNAs pour le génotype GDDH13 

Pour réaliser un gRNA spécifique de chaque gène, j’avais deux contraintes : trouver des sites PAM 

en amont du domaine prédit portant l’activité méthyltransférase et situés à proximité d’une 

séquence pouvant servir de crRNA, cette dernière devant être divergente entre les deux gènes 

MdMET1 (Error! Reference source not found.B). Selon ces critères et pour chaque gène, j’ai 

sélectionné deux crRNAs (Error! Reference source not found.B, Annexe 8), que j’ai espacés 

d’une centaine de paires de bases afin d’optimiser la probabilité d’obtenir une grande délétion 

(Zhao et al., 2016; Do et al., 2019). L’utilisation de deux crRNAs permet également une 

augmentation de l’efficacité de mutation, car les crRNAs n’ont pas toujours la même efficacité (Do 

et al., 2019). 

Afin de détecter les crRNAs dans la région que je souhaitais cibler, j’ai soumis 600pb de chaque 

gène (séquence de GDDH13) au logiciel CRISPOR-Tefor®. Ces 600 pb sont situées en amont des 

sites BAH de chaque gène (Error! Reference source not found.B). 

Le logiciel CRISPOR permet d’obtenir différentes informations concernant la qualité des crRNA 

(Error! Reference source not found., Annexe 8 tableaux 1 et 3). Les informations que j’ai 

considérées sont : l’absence de site de restriction utilisé dans la procédure de clonage ultérieure et 

un score de spécificité élevée. Du fait de l’homologie de séquence entre les deux gènes, de 

nombreux crRNAs proposés étaient identiques entre les deux gènes et ont donc été éliminés. J’ai 

finalement identifié deux séquences pour chaque gène (Error! Reference source not found.B). 

Une autre donnée importante est la présence de séquences alternatives d’appariement (« off target », 

Annexe 8 tableau 2 et 4). Il est important d’avoir un nombre de séquences alternatives 

d’appariement le plus faible possible, d’autant plus si les séquences présentent moins de deux 

mésappariements avec le crRNA. Charrier et al. (2019) ont en effet montré que dès trois 

mésappariements, les séquences alternatives ne semblent plus coupées par l’enzyme. Pour les 

crRNAs sélectionnés sur le gène MD15G1231100 par exemple (Annexe 8 tableau 2) il y a 10 

séquences alternatives d’appariement pour le crRNA 15-1 et 33 pour le crRNA 15-2. Pour chaque 

séquence alternative d’appariement, il y a au moins deux mésappariements avec le crRNA 

considéré. La quasi-totalité des séquences alternatives d’appariements est située soit dans des 

régions intergéniques soit dans des introns. Les séquences alternatives d’appariement situées dans 

des exons présentent un minimum de 4 mésappariements. On note également qu’aucune séquence 

alternative d’appariement n’est située sur le gène MD02G1115100. 
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Figure 2.2-4 : Sélection des crRNAs sur le logiciel CRISPOR-Tefor. Capture d'écran des différents crRNAs 

sélectionnés et de leurs caractéristiques de qualités. Code couleur: vert pour les crRNA conseillé, 

jaune/orange pour les crRNA de moyenne qualité, rouge pour les crRNA déconseillés. « Position/strand » : 

position relative de la séquence par rapport à la séquence de 600pb utilisée pour le dessin. « Guide 

sequence + PAM » : séquence du crRNA et du PAM, cette colonne présente également les sites de 

restriction provoquant un clivage de la séquence. « MIT and CFD specificity score » : spécificité du crRNA, 

plus le score est élevé (0-100) moins le crRNA risque de s’hybrider sur des séquences alternatives. 

« Predicted Efficiency » : efficacité relative des crRNAs (de 1 à 100). « Off-target » et « mismatches » : 

nombre de séquence d’appariement alternatif potentiel du crRNA dans le génome et nombre de 

mésappariement entre le crRNA et ces séquences (voir tableau 2 et 4 de l’annexe 8 pour les séquences 

alternatives d’appariement). 

b) Sélection des crRNAs pour le génotype ‘Gala’ 

J’ai réalisé un alignement des crRNAs sur les séquences du génotype ‘Gala’ que j’avais à ma 

disposition, pour voir si les crRNAs définis pour GDDH13 étaient utilisables aussi pour ce 

génotype. Au début de la sélection, je n’avais, pour ce génotype, que la séquence du gène 

Md15MET1 à ma disposition. L’alignement des séquences ne montrait aucun mésappariement entre 

les crRNAs du gène Md15MET choisis sur la séquence de GDDH13 et la séquence de ‘Gala’ 

(Error! Reference source not found.B). Je pouvais donc utiliser les mêmes crRNAs chez ces deux 

génotypes, pour le gène Md15MET1. 

J’ai ensuite réalisé des PCRs sur de l’ADN de ‘Gala’ avec le couple d’amorces dessinées sur 

GDDH13 pour le gène MD02G1115100, que j’ai ensuite fait séquencer. Comme présenté dans la 

Error! Reference source not found.A, il n’y a pas de mésappariement entre les crRNAs dessinés 

sur le génome GDDH13 et la séquence du gène MD02G1115100 de ‘Gala’. Les crRNA MD02-1 et 

MD02-2 sont donc utilisables pour cibler le gène Md02MET1 chez ‘Gala’ (Error! Reference 

source not found.B) 

2.2.3. Résultats des transformations de vitroplants de pommiers 

J’ai réalisé huit transformations (hors témoins) en vue d’obtenir des mutants met1 chez le pommier 

(Error! Reference source not found.). Quatre de ces transformations ont été réalisées sur le 

génotype ‘Gala’. Les transformations N°2 et 8 sont des réplicas réalisés pour augmenter l’effectif 

des mutants. La transformation N°13 est un essai pour cibler le gène Md02MET1 de ‘Gala’, non 
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retrouvé par blast sur l’assemblage du génome de ‘Gala’, mais retrouvé par PCR. La transformation 

N°14 est un essai pour obtenir des doubles mutants. 

Pour les transformations sur le génotype ‘Gala’, seules les transformations N°2 et 8 ont permis 

d’obtenir des lignées transformées et éditées pour le gène Md15MET1. 

Chaque lignée transformée obtenue est numérotée en fonction de la transformation et son rang lors 

de l’isolement, comme présenté dans le Error! Reference source not found.. Ainsi un bourgeon 

issu de la transformation numéro 2 et étant le 4ème à être isolé pour cette transformation portera le 

nom ‘2D’. Si plusieurs bourgeons sont isolés sur le même cal ou la même feuille, on rajoute une 

numérotation supplémentaire : ainsi les lignées 2C1 à 2C4 sont issues d’un même cal ou d’une 

même feuille.  

J’ai également réalisé deux transformations pour chacun des gènes Md02MET1 et Md15MET1 chez 

le génotype GDDH13. Seules les transformations N°4 et 5 ont permis d’obtenir des bourgeons, 

mais nous n’avons pas réussi à les maintenir et les faire se développer. 

Les transformations N°9 et 10 sur le génotype GDDH13 ont été un échec, tout comme les 

transformations n° 13 et 14 sur ‘Gala’. 

Tableau 2.2-1 : Résumé des transformations réalisées 

N° de la 

transformation 
Génotype Date 

Identifiant du (des) 

gène(s) ciblé(s) 

Nombre de 

bourgeons 

produits 

Nombre de 

lignées 

obtenues 

Taux de 

transformation 

2 Gala 09.17 MD15G1231100 53 10 2.5% 

4 GDDH13 10.17 MD02G1115100 29 0 / 

5 GDDH13 10.17 MD15G1231100 25 0 / 

8 Gala 11.17 MD15G1231100 15 1 0.25% 

9 GDDH13 11.17 MD02G1115100 1 0 / 

10 GDDH13 11.17 MD15G1231100 0 0 / 

13 Gala 04.19 MD02G1115100 0 0 / 

14 Gala 04.19 
MD02G1115100 

- MD15G1231100 
0 0 / 

3, 6, 12 
Gala ou 

GDDH13 

09.17 

10.17 

11.17 

Construction 

35S::GUS::GFP 
4, 0, 0 0 / 

 

Tableau 2.2-2 : Bourgeons obtenus dans les transformations 2 et 8 (cf: table 2.2-1), observation du 

nombre de bande sur gel d’électrophorèse à la suite de l’amplification par PCR de la zone ciblée pour la 

mutation du gène MD15G1231100. 

Transformation n° 
Numéro 

d’isolement 

Numéro si plusieurs 

bourgeons sur le même 

cal 

Nom de la 

lignée 

Nombre de bandes sur 

gel 

2 C 1 2C1 Deux bandes 

2 C 2 2C2 Une bande 

2 C 3 2C3 Une bande 

2 C 4 2C4 Deux bandes 

2 D / 2D Une bande 

2 H 1 2H1 Une bande 

2 H 2 2H2 Deux bandes 

2 H 3 2H3 Une bande 

2 L / 2L Deux bandes 
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2 P / 2P Deux bandes 

8 A / 8A Deux bandes 

2.2.4. Analyse moléculaire des lignées transformées 

J’ai généré des lignées potentiellement éditées pour le gène Md15MET1 chez le génotype ‘Gala’. 

Dans un premier temps j’ai validé le caractère transgénique des lignées par PCR. J’ai ainsi pu 

mettre en évidence que l’ADN est de bonne qualité pour la quasi-totalité des lignées et du témoin 

non transformé (Error! Reference source not found.A). En effet pour les lignées 2H2, 2L et 8A je 

n’ai pas eu d’amplification pour le gène de ménage EF1α. Par ailleurs les lignées ne sont pas 

contaminées par des agro-bactéries, en effet je n’ai pas d’amplification pour le couple d’amorces 

correspondant, que l’on sait par ailleurs fonctionner (Error! Reference source not found.A et B). 

Enfin toutes les lignées ont bien une insertion de la Cas9, des crRNA et du gène de résistance à la 

kanamycine (Error! Reference source not found.A). Pour la lignée 2D l’amplification du gène de 

résistance à la kanamycine a été peu efficace, mais une bande à la taille attendue est bien 

observable. Enfin, sur ce premier gel, seule une partie des lignées présentent une amplification pour 

le gène Md15MET1 et il semble que certains fragments, dans les lignées potentiellement mutantes, 

soient d’une taille inférieure à celle du fragment sauvage (Error! Reference source not found.A). 

Une seconde amplification, identique à la précédente, du gène Md15MET1 dans les différentes 

lignées (Error! Reference source not found.C) montre une amplification d’un fragment de 342 pb 

pour le témoin ‘Gala’ non transformé (T-). J’observe ensuite trois profils différents. Soit une bande 

unique à une hauteur similaire au témoin (342pb, lignées transgéniques 2D, 2H1, 2H3), soit une 

bande unique à une taille inférieure (lignées transgéniques 2C2, 2C3) soit deux bandes, l’une de 

taille attendue et l’autre de taille inférieure (lignées transgéniques 2C1, 2C4, 2H2, 2L, 2P, 8A). J’ai 

ensuite envoyé à séquencer les produits PCR obtenus avec les amorces pour le gène Md15MET1 

pour les 5 lignées qui ne présentaient qu’un seul produit de PCR.  

 

 
Figure 2.2-5 : Vérification par PCR des lignées potentiellement mutantes pour le gène MET1 dans le 

génotype Gala. A. PCR de vérification de l’état transgénique des lignées. Entre crochets les différents 

couples d’amorces utilisés pour chaque ligne du gel, en colonne les lignées. B. témoin d’amplification du 

couple d’amorces n°13 et 14, ciblant un gène d’Agrobacterium. C. Seconde PCR réalisée avec les amorces 
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N°3 et 4 pour amplifier la région potentiellement mutée du gène MD15G1231100. J’ai modifié les 

contrastes de la photographie pour une meilleure lisibilité. H2O: témoin eau, mix PCR sans matrice ADN, 

(T-): Gala non transformé. 

Sur les 5 lignées séquencées, 3 présentaient un profil de séquençage lisible : les lignées 2C2, 2C3 et 

2H1 (Error! Reference source not found.). Ces lignées présentent un profil de mutation 

homozygote c’est-à-dire que les deux allèles présentent la même mutation. Pour les deux autres 

lignées, le séquençage n’était pas lisible, probablement dû à la production d’un mélange 

d’amplicons de plusieurs allèles. Tout comme les lignées présentant deux bandes sur la Error! 

Reference source not found.C, ces lignées sont donc soit hétérozygotes pour l’édition (1 seul allèle 

muté), soit bi-alléliques (des mutations différentes sur chaque allèle) voire chimériques. C’est-à-dire 

que le profil d’édition (homozygote, hétérozygote ou bi-allélique) du gène MET1 est peut-être 

différent selon les cellules. Afin de résoudre les profils de ces lignées, il faudrait réaliser un clonage 

en masse du produit PCR pour isoler les différents amplicons les uns des autres, puis séquencer 

plusieurs clones bactériens pour avoir une idée des profils en présence. Puisque nous avions déjà 

obtenu 3 lignées homozygotes pour la mutation du gène met1, nous avons choisi de n’effectuer ce 

travail que pour une autre plante : 2P. 

À la suite de l’obtention de ces mutants, nous avons suspendu la culture des feuilles transformées 

car nous avions suffisamment de matériel pour l’objectif fixé. Nous aurions sans doute pu obtenir 

un plus grand nombre de bourgeons en prolongeant la culture. 

Pour la suite de mon analyse je ne m’intéresserai qu’aux lignées dont le profil d’édition est connu : 

les lignées 2C2, 2C3, 2H1 et 2P.  

Les lignées 2C2 et 2C3 présentent la même édition (Error! Reference source not found.A), à 

savoir une délétion complète du fragment situé entre les deux crRNA. L’analyse de la séquence 

protéique de ces mutants (Error! Reference source not found.B) montre une modification des 

acides aminés au niveau du site de coupure du crRNA 15-1. Cette modification se poursuit sur 18 

acides aminés avant l’apparition d’un codon Stop. L’édition a donc également provoquée une 

modification du cadre de lecture.  

Pour la lignée 2H1, on observe que pour le crRNA 15-1 la réparation de la coupure a engendré 

l’insertion d’une thymine, et pour le crRNA 15-2 la coupure a engendré la délétion d’une guanine 

(Error! Reference source not found.A). L’observation de la séquence protéique de 2H1 (Error! 

Reference source not found.B) montre une modification de la séquence des acides aminés, par 

rapport à la séquence de ‘Gala’ non transformée. En effet, sept acides aminés suivant la mutation, il 

y a apparition d’un codon Stop. 

Enfin pour la lignée, 2P (Error! Reference source not found.A), l’un des allèles de ce mutant ne 

présente pas de mutation, tandis que le second allèle présente une large délétion similaire à ce qui 

est observé pour les lignées mutantes 2C2 et 2C3. Nous avons donc un mutant hétérozygote. 
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Figure 2.2-6: Analyse moléculaire des lignées mutantes. A. Alignement des résultats de séquençage de 3 

lignées mutantes homozygotes et du séquençage du gène MD15G1231100 sur Gala sur la séquence de 

référence du génome GDDH13. En bleu la position des crRNAs. En vert les insertions, en rouge les 

délétions, en rose le polymorphisme entre la séquence de GDDH13 et de Gala. B. Alignement de la 

séquence protéique de chaque lignée mutante sur la séquence protéique de référence GDDH13 et de Gala. 

Est indiquée la position relative des crRNAs (bleu). En rose l’acide aminé correspondant au polymorphisme 

entre la séquence de Gala et de GDDH13. En jaune sont indiqués les codons STOP.  

 

2.2.5. Phénotypage en serre des lignées mutantes 

Une fois les lignées suffisamment développées nous avons entamé une procédure d’enracinement in 

vitro. Cette procédure occasionne un stress important des plantules, elle nécessite donc un matériel 

végétal en bonne santé sanitaire et en suffisamment grande quantité car une partie des plantes ne 

survivra pas. 

Au total j’ai réussi à acclimater trois plantules de la lignée 2C3, cinq pour la lignée 2H1 et quinze 

pour la lignée 2P, je n’ai pas tenté d’acclimater de plantes de la lignée 2C2 car l’effectif de cette 

lignée était trop faible et l’acclimatation engendrerai des pertes trop importantes. Au cours des 

premiers mois de croissance en serre la quasi-totalité des plants se sont développés sans présenter 

de phénotype particulier (Error! Reference source not found.A). J’ai cependant observé qu’une 

seule des plantes de la lignée 2C3 a développé un phénotype différent, notamment au niveau de la 

forme de ses feuilles (Error! Reference source not found.B). On peut voir sur la photo que la 

feuille semble un peu gaufrée, et que la marge de la feuille est très altérée. C’est un phénotype que 

j’ai observé à partir de deux mois de croissance des plantes en serre et qui a perduré bien que nous 

ayons rabattus les plantes régulièrement. Ce phénotype n’est à priori pas lié à une maladie ou une 

infestation d’insectes, car aucune autre plante autour ne présentait un aspect similaire.  
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Figure 2.2-7 : photographies de plants des lignées acclimatées en serre. A. Photographie de 2 plantes par 

lignée sauvage ou éditée environ 1 mois après acclimatation. B. Photographie de 2 feuilles par lignée 

sauvage ou éditée environ 3 à 4 mois après acclimatation. 
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2.2.6. Caractérisation épigénétique des mutants 

D’après les prédictions, les éditions du gène Md15MET1 que nous avons réalisées doivent donner 

lieu à la formation de protéines MET1 tronquées et que l’on suppose non fonctionnelles. MET1 est 

impliqué dans la maintenance de la méthylation en contexte CG. D’après la littérature, les mutants 

met1 chez A.thaliana (Kankel et al., 2002) présentent une diminution du taux de méthylation en 

contexte CG. Nous pouvons donc supposer qu’une mutation du gène Md15MET1 engendre 

également une diminution de la méthylation des cytosines en contexte CG chez le pommier. 

J’ai cherché à mettre en évidence une diminution de la méthylation de deux façons. Tout d’abord 

par la mise en place d’un épigénotypage, une technique rapide qui utilise la PCR et la restriction 

enzymatique, et par la technique du séquençage bisulfite pour avoir une vision globale du statut de 

méthylation des lignées éditées. 

a) Epigénotypage 

Pour effectuer cet épigénotypage, comme Kankel et al. (2003), j’ai utilisé les propriétés de certaines 

enzymes et notamment de l’enzyme HpaII (Mcclelland et al., 1994) qui peut cliver l’ADN 

uniquement si son site de coupure n’est pas méthylé (Error! Reference source not found.A). J’ai 

donc sélectionné une séquence d’ADN : l’élément transposable hautement répété dans le génome 

du pommier HODOR (High Copy Golden Delicious Repeat, LTR retrotransposon, Daccord et al. 

(2017)). HODOR portant des sites de restriction HpaII, qui sont supposés méthylée. 

J’ai identifié sept sites HpaII sur l’élément transposable HODOR (Error! Reference source not 

found.B). A partir des données de méthylation précédemment obtenues sur différents échantillons 

(profil de méthylation d’échantillons de l’article Perrin et al. 2020, Error! Reference source not 

found.B). J’ai ensuite éliminé les sites 1, 3, 6 et 7 car la méthylation n’était pas maximale dans au 

moins un des échantillons. J’ai donc choisi les sites n°5 et n°2 autour desquels j’ai dessiné des 

amorces (respectivement pHODORs et pLTR-HODOR, annexe 6). Le site n°4 aurait également pu 

être utilisé. Lors des PCR de mises au point l’amplification s’est révélée plus facile pour les 

amorces pHODOR que pour celle pLTR-HODORs, j’ai donc réalisé la suite des tests avec les 

amorces pHODOR uniquement (site n°5 plutôt que 2). 
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Dans la Error! Reference source not found. sont présentés les résultats d’un des essais de 

digestion suivi d’une PCR réalisés. J’ai utilisé ici des extractions d’ADN : du témoin ‘Gala’ non 

transformé, de la lignée 2C3 (en prenant une plante avec (2C3#2) et sans phénotype (2C3#1) 

foliaire, confère partie 3.1.5), de la lignée 2H1 et de la lignée 2P. 

Concernant le témoin de non-digestion (EF1α), l’amplification est présente dans chaque échantillon 

et les variations d’intensité de bande sont a priori imputables à une différence de quantité de 

matrice utilisée initialement, bien que les concentrations initiales aient été ajustées par dosage au 

Qubit (fluoromètre de Invitrogene, Thermofisher). Pour les amplifications sur le transposon 

HODOR, à la suite de digestion enzymatique par HpaII, j’observe soit (i) pas de diminution comme 

pour le témoin Gala#2 soit (ii) une diminution de l’intensité, comme pour les témoins Gala#1 et 3 

par rapport aux échantillons non digérés. Les échantillons ne présentant pas de diminution 

d’intensité pour l’amplification avec les amorces pHODORs à la suite de la digestion par HpaII 

sont éliminés pour la suite de l’analyse. Soit la digestion a mal fonctionné, soit la quantité d’ADN 

initial pour la PCR était trop importante. 

Afin d’analyser mes résultats, j’ai mesuré l’intensité des bandes sur gel d’agarose à l’aide du 

logiciel ImageJ®. J’ai ensuite normalisé les intensités pour les amplifications sur le transposon 

HODOR par celles obtenues pour les amplifications sur le gène EF1α (confère le matériel et 

méthode correspondant pour plus de détails), avant de réaliser un ratio des échantillons non-digérés 

sur digérés (Error! Reference source not found.C). Plus le ratio est élevé plus la différence 

d’intensité entre échantillons digérés et non-digérés est importante. Comme l’édition du gène MET1 

est supposée réduire le taux de méthylation, le site HpaII du transposon HODOR est supposé être 

plus accessible par l’enzyme dans les plantes éditées. L’amplification PCR pour cette zone est donc 

sensée être moins importante que dans le témoin non édité. Le ratio des échantillons non-digérés sur 

digérés pour les plantes éditées est donc supposé être de valeur supérieure à celui du témoin non 

transformé. Nos résultats semblent indiquer que tel est le cas pour les mutants 2C3#1, 2C3# et 2H1. 

Le mutant 2P ne présente a priori pas de différences avec le témoin non transformé ‘Gala’. 

A. 

 
B RATIO ND/D VARIATION 

Gala non transformé 0.81 ± 0.09 

2C3#1 0.82 ± 0.15 

2C3#2 0.98 ± 0.10 

2H1 0.93 ± 0.03 

2P 0.81 / 

Figure 2.2-9 : Epigénotypage des lignées mutantes pour le gène MD15G1231100. A. PCRs sur le 
transposon HODOR et le gène de ménage EF1a, sur de l’ADN non digéré (N) et digéré (D) par HpaII, des 
lignées mutantes et du témoin ‘Gala’ non transformé. En B. ratio des intensités des bandes HODOR digéré 

sur non-digéré. Les intensités HODOR ont préalablement été normalisées en fonction de celles obtenues 
pour les bandes Ef1a. Un ratio supérieur à celui de ‘gala’ non transformé indique que l’ADN a subi une 
digestion plus importante dans la lignée mutante considérée par rapport au témoin ‘Gala’ non transformé. 

HODOR 
 

 
EF1α 
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b) Séquençage bisulfite du génome complet 

Les digestions enzymatiques réalisées précédemment à l’aide d’une enzyme sensible à la 

méthylation nous ont donné des indices sur une potentielle diminution de la méthylation sur le 

transposon HODOR au sein des lignées mutantes 2C3 et 2H1 pour le gène Md15MET1. Nous avons 

donc décidé de réaliser un séquençage bisulfite pour analyser le niveau de méthylation global des 

lignées. Pour cette partie j’ai choisi de réaliser un séquençage bisulfite sur les lignées mutantes 

présentant un phénotype stable sur l’ensemble de la lignée, j’ai donc écarté la lignée 2C3 (confère 

partie 3.1.5). Nous avons également utilisé le mutant hétérozygote 2P, qui ne présentait pas de 

diminution de la méthylation dans le test précédent. Cependant, il est possible chez cette plante que 

les deux allèles (sauvage et édité) s’expriment en même temps, ce qui pourrait engendrer une 

diminution partielle de la méthylation par rapport aux mutants homozygotes. Cette diminution 

partielle de la méthylation est non indentifiable par la méthode semi-quantitative via HpaII. 

 

2.3. Discussion 

2.3.1. Efficacité de transformation  

Je n’ai obtenu des pommiers édités pour la fonction MET1 que pour le gène Md15MET1 

(MD15G1231100) sur le génotype ‘Gala’. Le taux de transformation total obtenu sur ‘Gala’ pour le 

gène Md15MET1 est de 1.4% (transformations n°2 et 8 réunis). Ce taux aurait pu être plus élevé car 

nous avons stoppé la culture des cals une fois que nous avions suffisamment de lignées 

transformées. Le taux de transformation que nous avons obtenu est  concordant avec ce qui a été 

réalisé par Charrier et al. (2019) dont les taux de transformation étaient de 0.75% à 14.25% pour le 

génotype ‘Gala’.   

a) Tentative de transformation du génotype GDDH13 

Un de mes objectifs pour le projet BEEP était de transformer le génotype GDDH13. Maîtriser la 

transformation du génotype séquencé présente des avantages. Concernant le développement de la 

technique CRISPR-Cas9, si l’on dessine des crRNAs sur le génotype GDDH13 pour réaliser une 

transformation sur un autre génotype, il est nécessaire de vérifier la séquence du génotype à 

transformer notamment que les crRNAs ne présenteront pas de mésappariements. Cette vérification 

ne serait nécessaire si l’on transformait directement GDDH13.  

Malgré les quatre transformations réalisées (N° 4, 5, 9 et 10, Error! Reference source not found.), 

je n’ai pas réussi à obtenir de lignées transformées pour le génotype GDDH13. 

Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces échecs. Tout d’abord l’état physiologique des plantes 

semble avoir un impact. Pour réaliser une transformation il est primordial que les feuilles prélevées 

soient saines et dans un état physiologique permettant leur réceptivité au protocole de 

transformation. Cet état est généralement atteint au bout de quatre semaines de croissance in vitro. 

Au-delà les vitro-plants s’épuisent sur un milieu manquant de certaines ressources, il peut en 

résulter un déséquilibre de la flore interne et la résurgence de bactéries endogènes au pied des vitro-

plants. Or pour les transformations N° 9 et 10, les feuilles ont été prélevées au bout de cinq 

semaines de croissance. Les feuilles avaient un bel aspect mais elles présentaient peut-être déjà un 

déséquilibre au niveau de leur flore interne car nous avons constaté par la suite un développement 

bactérien important que nous n’avons pas observé lors des transformations N° 4 et 5. 
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Ensuite, les vitro-plants de GDDH13 ont été multipliés sur un milieu POM qui est optimisé pour la 

culture in vitro du génotype ‘Gala’. J’ai pu observer que les vitro-plants de GDDH13 avaient plus 

de mal à se développer sur ce milieu que ceux de ‘Gala’. Modifier la composition du milieu de 

culture et l’adapter à GDDH13 aurait peut-être permis d’améliorer les rendements de transformation 

pour ce génotype. 

Lors des transformations N° 4 et 5, j’ai obtenu des bourgeons qui n’ont pas survécus. Il est possible 

que ces bourgeons n’aient pas été transformés et se soient développés sur un cal, lui-même 

transformé. Ce cal réalisant la détoxification de la kanamycine pour les bourgeons non transformé 

qu’il porte, leur permettant ainsi de se développer. Ce phénomène est fréquent lors de la 

transformation du pommier. Ces bourgeons « échappés », une fois isolés et placés en contact direct 

avec le milieu sélectif subiraient la sélection par la kanamycine et seraient détruits. 

2.3.2. Un taux important de profil d’édition homozygote  

Au début du projet BEEP, nous nous attendions à obtenir des profils de mutations très variés, 

comprenant des chimères d’édition avec des mélanges de profils d’éditions hétérozygotes, bi-

alléliques mais très peu de profils homozygotes comme cela a été montré par Charrier et al. (2019),. 

Les chimères d’édition sont définies comme des plantes régénérées à partir de quelques cellules 

ayant toutes intégré la cassette CRISPR-Cas9 mais dans lesquelles la Cas9 n’a pas agi au même 

moment et où les réparations ont donc été différentes. Ces plantes sont donc totalement 

transformées mais édités différemment d’une cellule à l’autre. Les profils d’édition pouvaient être 

aussi nombreux que le nombre de cellules initialement impliquées dans la régénération. La 

complexité augmentait encore si l’une de ces cellules initiales n’était pas encore éditée. La lignée 

cellulaire correspondante donne alors lieu à de multiples profils d’édition différents. Les mutants bi-

alléliques sont des mutants pour lequel des mutations différentes sont observées sur les deux allèles 

du gène. 

Or sur onze lignées éditées isolées, j’ai identifié deux (2C3 et 2H1) lignées au profil d’édition 

homozygote en T0. C’est un taux élevé (18%) comparé aux précédents travaux sur pommier et 

poirier (~2%, Charrier et al 2019) ou sur d’autres ligneux tels que la vigne (0%, Nakajima et al. 

(2017); Wang et al. (2018)) et l’oranger (5,3%, Peng et al. (2017)). 

Ces résultats nous permettent de supposer que les événements d’éditions chez ces lignées ont eu 

lieu tôt au cours du processus de transformation et que les cellules les portant étaient donc 

nombreuses dans les cals organogènes, limitant ainsi le nombre de plantes présentant des chimères 

d’édition et augmentant le taux d’éditions homozygotes. Le gène MET1 a pour fonction la 

maintenance de la méthylation (Finnegan et al., 1996, 1998) en contexte CG. Ce gène est exprimé 

durant la multiplication cellulaire afin d’assurer la méthylation des brins de chromatines 

nouvellement formés durant le cycle cellulaire (Desvoyes et al., 2014; Liu et al., 2018). Le gène 

MET1 est donc exprimé précocement pendant l’organogenèse (e.g. : comme dans un cal, Li et al. 

(2014); Yamamoto et al. (2005)). Son accessibilité par la machinerie transcriptionnelle pendant 

l’organogénèse laisse sous-entendre qu’il est sans doute dans le même temps facilement accessible 

par la machinerie CRISPR-Cas9. Ceci peut expliquer une édition précoce de ce gène au cours du 

processus de transformation. 
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2.3.3. La lignée 2P un hétérozygote pour toujours ?  

Lors du séquençage des clones bactériens réalisés pour le génotypage de la lignée 2P, nous avons 

identifié qu’un des allèles du gène Md15MET1 était toujours sauvage. Nous avons cependant choisi 

de conserver un tel mutant dans notre expérimentation car le système CRISPR-Cas9 est toujours 

présent dans les cellules de cette lignée et peut continuer à éditer cet allèle non muté. Il est probable 

que la lignée 2P finisse par devenir totalement éditée au gène cible, mais vraisemblablement sous la 

forme d’une chimère d’édition.  

2.3.4. Les lignées 2C2 et 2C3 sont peut-être une seule et même lignée  

Les lignées 2C2 et 2C3 présentent exactement le même évènement d’édition et sont issues de 

bourgeons isolés de la même feuille. Il est possible que ces deux lignées proviennent également du 

même cal organogène. Si elles proviennent du même cal, alors ces lignées peuvent être le résultat 

d’un évènement d’édition unique ayant eu lieu très tôt au cours du processus de régénération, 

comme expliqué précédemment (partie 3.2.2.). Si en revanche ces deux lignées sont issues de cals 

différents alors même si le profil d’édition est identique, ces deux lignées sont à considérer comme 

deux évènements de transformations différents, car la cassette d’édition a probablement été insérée 

à des loci différents dans le génome. Le lieu d’insertion de la cassette pourra être ultérieurement 

recherché via différentes méthodes (Haraguchi & Nakagawara, 2009; Moisan, 2010; 

Thirulogachandar et al., 2011). Ces méthodes permettent, à partir du transgène, de séquencer les 

bordures et ainsi de définir la localisation de l’insertion. 

2.3.5. Séquençage bisulfite et test de digestion 

Afin d’analyser si les mutants de MdMET1 obtenus sur pommier présentent une diminution de la 

méthylation de l’ADN comme observé  pour A.thaliana (Bartee & Bender, 2001), nous avons 

réalisé dans un premier temps un test de digestion enzymatique avec une enzyme sensible à la 

méthylation, sur un élément transposable hautement répété dans le génome du pommier. Les 

résultats suggèrent une faible diminution de la méthylation en contexte CG sur les transposons 

HODOR pour nos mutants. 

Face à l’imprécision de cette technique et aux difficultés rencontrées, nous avons choisi d’effectuer 

un séquençage bisulfite sur les mutants 2H1 et 2P, afin d’obtenir le profil de méthylation sur 

l’ensemble du génome. Il sera intéressant de vérifier si cette mutation a été compensée par une autre 

voie de méthylation de l’ADN, si le profil de méthylation est inchangé, ou si certaines zones du 

génome sont plus appauvries en méthylation que d’autres.  

 

Dans la littérature, de nombreuses données de séquençage bisulfite ont été obtenues pour des 

mutants du gène MET1, chez A.thaliana, Oryza sativa ou Solanum lycopersicum. Le Tableau 

2.3-1présente une partie de ces données. Dans tous les mutants il est possible d’observer une 

diminution de la méthylation en contexte CG. La méthylation en contexte CHG et CHH varie quant 

à elle différemment. Au sein d’une même espèce, certaines études rapportent une diminution de la 

méthylation dans ces deux contextes, quand d’autres études rapportent une augmentation de la 

méthylation. Il a également été constaté des modifications phénotypiques chez ces plantes, 

notamment au niveau de la floraison, qui est retardée, mais également au niveau des feuilles.  
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De ce fait pour les mutants du le gène MET1 chez le pommier, nous nous attendons à observer une 

diminution importante de la méthylation en contexte CG. Nous devrions également pouvoir 

observer des modifications des niveaux de méthylation dans les contextes CHG et CHH. Pour ces 

deux contextes, les modifications des niveaux de méthylation ne semblent pas prévisibles et 

pourraient dépendre du contexte génétique. L’observation d’un phénotype de retard de floraison ne 

sera pas possible dans le temps de l’étude, d’autant plus si le temps de floraison est retardé. Il sera 

cependant possible d’observer le développement d’un phénotype foliaire le cas échéant.  

Tableau 2.3-1 : Caractéristiques des mutants met1 de trois espèces différentes 

 

Les échantillons ont été envoyés pour un séquençage de méthylome à la plateforme de Génome 

Québec en novembre 2019. L’analyse préliminaire sera réalisée et présentée lors de la soutenance 

en mai 2020 et donnera lieu à publication ultérieurement. La première étape de l’analyse 

consistera à extraire le niveau moyen de méthylation de chaque contexte pour chaque échantillon 

afin d’évaluer l’évolution du taux de méthylation entre le ‘Gala’ sauvage et les lignées mutantes 

2H1 et 2P. Un alignement des séquences bisulfites sera ensuite réalisé afin de calculer les régions 

différentiellement méthylées. Cette analyse permettra d’identifier des régions où la méthylation 

serait particulièrement affectée par la mutation du gène MET1. 

 

2.3.6. Phénotypes attendus pour des plantes dont les voies de maintien de la 

méthylation sont défectueuses 

Il a été montré chez A.thaliana que les plantes présentant un défaut d’une voie de méthylation de 

l’ADN sont viables et ne présente pas d’infertilité, mais accumulent  des modifications 

phénotypiques au cours des générations (Finnegan et al., 1996; Kakutani et al., 1996; Ronemus et 

al., 1996b; Richards, 1997). J’ai observé un phénotype particulier seulement pour l’une des plantes 

de la lignée 2C3. J’ai essayé d’augmenter la probabilité d’apparition de phénotypes en rabattant 

régulièrement les plantes pour favoriser leur croissance et en réalisant de la multiplication asexuée 

par micro-greffage. Malheureusement, ces méthodes ne m’ont pas permis d’observer d’autres 

phénotypes particuliers. Il faudrait peut-être réaliser de la multiplication sexuée sur plusieurs 

générations et ainsi se mettre dans les mêmes conditions que ce qui a précédemment été fait chez 
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A.thaliana pour obtenir une accumulation de phénotypes, mais cela reste difficilement réalisable sur 

pommier car chaque génération prend plusieurs années du fait d’une période juvénile 

particulièrement longue (Visser, 1964).  

Il est cependant envisageable de réaliser deux ou trois années de greffage consécutives sur ces 

lignées, afin d’étudier l’évolution du taux de méthylation lors d’une multiplication asexuée, et son 

éventuel impact phénotypique. 
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3. Edition de l’épigénome du pommier – 

modification de la méthylation d’un gène pour 

modifier son expression 

3.1. Choix méthodologiques en vue de l’obtention 

d’une construction permettant la méthylation d’une 

séquence cible  

Nous allons ici détailler différents protocoles que nous avons mis en place pour obtenir les 

constructions nécessaires à la modification de la méthylation du gène MdTFL1. 

3.1.1 Choix des crRNA ciblant le promoteur de MdTFL1 

Après observation de la méthylation du gène MdTFL1 sur les données du séquençage bisulfite 

obtenues précédemment (cf : Chapitre I) et afin de choisir les meilleures zones à cibler, une analyse 

des crRNAs possibles est réalisée à l’aide du logiciel CRISPOR-Tefor présenté précédemment (cf : 

Error! Reference source not found.). Chaque crRNA est ensuite inséré in silico dans un gRNA et 

synthétisé comme vu précédemment (partie 2.1 matériel et méthodes). J’ai également prévu des 

sites de restriction de part et d’autre des gRNAs afin de les associer dans la construction finale via 

la technique du Golden Gate.  

3.1.2. Choix de la méthyltransférase et de son promoteur 

Afin de méthyler le promoteur du gène MdTFL1 nous avons sélectionné le gène DOMAINS 

REARRANGED METHYLASE 2 (DRM2) provenant d’A.thaliana (Error! Reference source not 

found.A , AT5G14620, TAIR (2020), 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=138028&type=locus). Cette enzyme a été 

choisie pour sa capacité à réaliser de la méthylation de novo (cf : Introduction partie 4.3.3 a)) et à 

transférer de la méthylation sur les trois contextes de cytosine. Trois portions du gène sont 

utilisées pour réaliser trois constructions: la séquence codante complète (DRM2T, Error! 

Reference source not found.A), la séquence codant pour la fonction méthyltransférase seule 

(DRM2S, Error! Reference source not found.A), et la séquence codant pour la fonction 

méthyltransférase modifiée pour l’inactiver (DRM2KO, Error! Reference source not found.B). 

Cette modification a été réalisée d’après l’analyse de la fonction d’AtDRM2 réalisée en 2014 par 

Zhong et al. Cette dernière séquence peut être utilisée pour réaliser un témoin de transformation. 

Dans Charrier et al. (2019), il a été montré que l’obtention de plants édités pour le gène MdTFL1, 

via l’activité d’une Cas9 sous contrôle d’un promoteur 35S du CAMV, permet l’observation de 

floraisons à des stades très précoces après régénération. Mais la floraison inhibe la croissance de ces 

plants et il est alors très difficile, voire impossible de les maintenir. Pour pallier ce problème nous 

avons choisi de placer la méthyltransférase (DRM2) sous contrôle d’un promoteur inductible à la 

chaleur du soja (HSP, Error! Reference source not found.B, Schöffl, Raschke, and Nagao (1984)) 

et déjà validé par l’équipe ResPom comme fonctionnel chez le pommier. 

L’utilisation de ce promoteur permettra ainsi d’obtenir des plants ayant intégré la cassette de 

transformation et de les faire se développer suffisamment pour les acclimater en serre. Une fois 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=138028&type=locus


  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   137 

développés, il est possible de les soumettre à un choc thermique pour activer l’expression de la 

cassette et ainsi obtenir une floraison. 

A. 
ATGGTGATTTGGAATAACGATGATGATGATTTTTTGGAGATTGATAACTTTCAATCTTCTCCACGGTCATCTCCAATACATGCAATGCAGTGTAGGGTCGAAAATCTAGCTGGT

GTAGCCGTGACAACTAGTTCTTTGAGCTCTCCTACTGAGACAACTGATTTAGTTCAGATGGGCTTCTCAGACGAGGTTTTTGCTACATTGTTTGACATGGGATTTCCTGTTGAG

ATGATTTCTAGAGCGATCAAGGAAACTGGACCAAATGTAGAAACTTCGGTTATAATTGATACTATCTCCAAATACTCAAGCGACTGTGAAGCTGGTTCTTCCAAGTCCAAGGCT

ATTGATCATTTCCTTGCTATGGGATTTGATGAAGAAAAAGTTGTCAAAGCCATTCAAGAACATGGAGAAGACAATATGGAAGCAATTGCAAATGCATTGCTCTCTTGTCCAGAG

GCTAAGAAACTGCCAGCAGCAGTAGAGGAAGAAGATGGCATTGACTGGTCATCAAGTGATGATGATACCAATTACACCGATATGTTAAACTCAGATGATGAGAAAGATCCAAAC

TCAAATGAAAATGGCAGCAAAATACGGTCTTTGGTGAAGATGGGTTTCTCAGAGCTTGAAGCTTCTTTAGCTGTCGAGAGATGTGGAGAAAATGTGGATATTGCAGAGCTCACA

GACTTCCTTTGTGCTGCTCAAATGGCTAGGGAATTTAGTGAGTTTTACACTGAACATGAAGAACAAAAGCCTAGACATAATATTAAGAAAAGGCGGTTTGAGTCAAAAGGAGAG

CCAAGATCATCTGTTGATGACGAGCCGATTCGTCTACCAAATCCAATGATAGGATTTGGGGTTCCAAACGAGCCCGGACTCATTACACATAGATCGCTTCCAGAGTTAGCCCGA

GGGCCACCTTTTTTCTACTATGAGAATGTCGCCCTCACACCTAAAGGCGTTTGGGAGACTATTTCCAGGCACTTGTTCGAGATCCCACCTGAGTTTGTGGACTCAAAATATTTC

TGTGTTGCAGCGAGGAAGAGAGGCTACATCCACAATCTCCCCATCAACAACAGATTTCAGATTCAGCCTCCACCAAAATACACCATCCATGATGCATTTCCTTTGAGTAAGAGA

TGGTGGCCAGAATGGGATAAAAGGACCAAGCTTAATTGCATTTTGACTTGTACAGGTAGTGCTCAGTTGACTAACAGGATTCGTGTAGCCCTTGAGCCTTACAATGAAGAACCA

GAACCGCCTAAGCATGTACAAAGATATGTGATTGACCAGTGCAAAAAATGGAATTTGGTTTGGGTGGGTAAAAACAAAGCTGCCCCACTCGAGCCAGATGAGATGGAGAGTATT

CTGGGATTTCCAAAAAATCATACTCGTGGTGGAGGCATGAGTAGAACTGAGCGCTTCAAGTCCTTAGGAAATTCGTTTCAGGTTGATACTGTGGCGTATCATCTGTCTGTCCTG

AAGCCCATTTTCCCACATGGAATCAATGTTCTCTCTCTTTTCACGGGTATTGGTGGTGGGGAAGTGGCACTTCATCGTCTCCAAATCAAAATGAAGCTTGTTGTGTCTGTTGAG

ATTTCAAAAGTCAACAGAAATATTTTGAAGGACTTTTGGGAGCAAACTAACCAGACTGGAGAATTGATCGAGTTTTCAGACATCCAACACTTGACTAATGACACAATCGAAGGG

TTGATGGAGAAATATGGTGGATTTGATCTTGTAATTGGAGGAAGTCCTTGTAACAATCTGGCAGGCGGTAATAGGGTAAGCCGAGTTGGTCTTGAAGGTGATCAATCTTCGTTG

TTCTTTGAGTATTGCCGTATTCTAGAGGTGGTACGTGCGAGGATGAGAGGATCTTGA 

 

B. 
ATTAATGTTCTTTCTCTTACTGCTTCTTATTGTGATGGAGAAGTTGCTCTTCATAGACTTCAAATTAAGATGAAGCTTGTTGTTTCTACTTGGCTTTCTAAGGTTAGAAGAAAT

ATTCTTAAGGATTTTTGGGAACAAACTAATCAAACTGGAGAACTTATTGAAGATTCTTTTACTTGTCATCTTACTAATGATACTATTGAAGGACTTATGGAAAAGTATGGAGGA

TTTGATCTTGTTATTGGATGTTCTTCTTGTAATAATCTTGCTGGAGGAAATAGAGTTTCTAGAGTTGGACTTGAAGGAGATCAATCTTCTCTTTTTTTTGAATATTGTAGGATA

CTTGAAGTTGTTAGAGCTAGA 

 

C. 
TTTAAGAGATAGAATTTAAAATATAATTTGCGTAAAACATTATTAAAAATACAAATTTATAAATTAAGTTCAACTCATCCTATCTCACTCTTTAAATACGATGTTTACTTATTA

GACTCATTAATAAAAAAAAAAAAATCATTTGTACAAAGCCCACCATAAAGGCAATTTGGGCCTGGTAGACCAATCCTAACCAATGTCTGGTTAAGATGGTCCAATCCCGAAACT

TCTAGTTGCGGTTCGAAGAAGTCCAGAATGTTTCTGAAAGTTTCAGAAAATTCTAGTTTTGAGATTTTCAGAAGTACGGCATGATGATGCATAACAAGGACTTTCTCGAAAGTA

CTATATTGCTCCTCTACATCATTTTAAATACCCCATGTGTCCTTTGAAGACACATCACAGAAAGAAGTGAAGGCATCGTTAGCAGTTTTGTAGATTCAACCTCAATTTGCAGAG

TTACGTTCTAATA 

 

D. 
GAATTCCAATTGTTTAAGAGATAGAATTTAAAATATAATTTGCGTAAAACATTATTAAAAATACAAATTTATAAATTAAGTTCAACTCATCCTATCTCACTCTTTAAATACGAT

GTTTACTTATTAGACTCATTAATAAAAAAAAAAAAATCATTTGTACAAAGCCCACCATAAAGGCAATTTGGGCCTGGTAGACCAATCCTAACCAATGTCTGGTTAAGATGGTCC

AATCCCGAAACTTCTAGTTGCGGTTCGAAGAAGTCCAGAATGTTTCTGAAAGTTTCAGAAAATTCTAGTTTTGAGATTTTCAGAAGTACGGCATGATGATGCATAACAAGGACT

TTCTCGAAAGTACTATATTGCTCCTCTACATCATTTTAAATACCCCATGTGTCCTTTGAAGACACATCACAGAAAGAAGTGAAGGCATCGTTAGCAGTTTTGTAGATTCAACCT

CAATTTGCAGAGTTACGTTCTAATAGTTTCCTCCTCCAGTAAACTGACGACGATACAAGCTCTCTCACCAACGGCGACAGTATCTTTGCCGGCGGCGGGAGCGCTTCTGCTTAA

TCTGTAGCTCAAACTAAAAATTCTCTGGGTATTACTCATGGTGATTTGGAATAACGATGATGATGATTTTTTGGAGATTGATAACTTTCAATCTTCTCCACGGTCATCTCCAAT

ACATGCAATGCAGTGTAGGGTCGAAAATCTAGCTGGTGTAGCCGTGACAACTAGTTCTTTGAGCTCTCCTACTGAGACAACTGATTTAGTTCAGATGGGCTTCTCAGACGAGGT

TTTTGCTACATTGTTTGACATGGGATTTCCTGTTGAGATGATTTCTAGAGCGATCAAGGAAACTGGACCAAATGTAGAAACTTCGGTTATAATTGATACTATCTCCAAATACTC

AAGCGACTGTGAAGCTGGTTCTTCCAAGTCCAAGGCTATTGATCATTTCCTTGCTATGGGATTTGATGAAGAAAAAGTTGTCAAAGCCATTCAAGAACATGGAGAAGACAATAT

GGAAGCAA(C/T)TGCAAATGCATTGCTCTCTTGTCCAGAGGCTAAGAAACTGCCAGCAGCAGTAGAGGAAGAAGATGGCATTGACTGGTCATCAAGTGATGATGATACCAATT

ACACCGATATGTTAAACTCAGATGATGAGAAAGATCCAAACTCAAATGAAAATGGCAGCAAAATACGGTCTTTGGTGAAGATGGGTTTCTCAGAGCTTGAAGCTTCTTTAGCTG

TCGAGAGATGTGGAGAAAATGTGGATATTGCAGAGCTCACAGACTTCCTTTGTGCTGCTCAAATGGCTAGGGAATTTAGTGAGTTTTACACTGAACATGAAGAACAAAAGCCTA

GACATAATATTAAGAAAAGGCGGTTTGAGTCAAAAGGAGAGCCAAGATCATCTGTTGATGACGAGCCGATTCGTCTACCAAATCCAATGATAGGATTTGGGGTTCCAAACGAGC

CCGGACTCATTACACATAGATCGCTTCCAGAGTTAGCCCGAGGGCCACCTTTTTTCTACTATGAGAATGTCGCCCTCACACCTAAAGGCGTTTGGGAGACTATTTCCAGGCACT

TGTTCGAGATCCCACCTGAGTTTGTGGACTCAAAATATTTCTGTGTTGCAGCGAGGAAGAGAGGCTACATCCACAATCTCCCCATCAACAACAGATTTCAGATTCAGCCTCCAC

CAAAATACACCATCCATGATGCATTTCCTTTGAGTAAGAGATGGTGGCCAGAATGGGATAAAAGGACCAAGCTTAATTGCATTTTGACTTGTACAGGTAGTGCTCAGTTGACTA

ACAGGATTCGTGTAGCCCTTGAGCCTTACAATGAAGAACCAGAACCGCCTAAGCATGTACAAAGATATGTGATTGACCAGTGCAAAAAATGGAATTTGGTTTGGGTGGGTAAAA

ACAAAGCTGCCCCACTCGAGCCAGATGAGATGGAGAGTATTCTGGGATTTCCAAAAAATCATACTCGTGGTGGAGGCATGAGTAGAACTGAGCGCTTCAAGTCCTTAGGAAATT

CGTTTCAGGTTGATACTGTGGCGTATCATCTGTCTGTCCTGAAGCCCATTTTCCCACATGGAATCAATGTTCTCTCTCTTTTCACGGGTATTGGTGGTGGGGAAGTGGCACTTC

ATCGTCTCCAAATCAAAATGAAGCTTGTTGTGTCTGTTGAGATTTCAAAAGTCAACAGAAATATTTTGAAGGACTTTTGGGAGCAAACTAACCAGACTGGAGAATTGATCGAGT

TTTCAGACATCCAACACTTGACTAATGACACAATCGAAGGGTTGATGGAGAAATATGGTGGATTTGATCTTGTAATTGGAGGAAGTCCTTGTAACAATCTGGCAGGCGGTAATA

GGGTAAGCCGAGTTGGTCTTGAAGGTGATCAATCTTCGTTGTTCTTTGAGTATTGCCGTATTCTAGAGGTGGTACGTGCGAGGATGAGAGGATCTAGAAAGGCTATTGGAAAGA

GAGGAGGTGGAGGTAGTGGAGGTGGAGGTAGTGGAGGTGGAGGTAGTATGGCGAGACCCGAATTC 

 
Figure 3.1-1 : Description des différentes séquences d’ADN utilisées pour la partie d’édition du promoteur 

du gène Tfl1. A. séquence du gène codant pour la fonction DMR2 chez A. thaliana. En rouge la partie 

annotée comme portant la fonction méthyltransférase. B. Séquence nucléotidique de DMR2 annotée 

comme portant la méthyltransférase avec les modifications nucléotidiques réalisées (en jaune) pour 

inactiver la fonction méthyltransférase (DRM2KO), permettant la production de plantes transformées 

témoins validant l’activité méthylase de DRM2 dans les lignées transgéniques pour les autres 

constructions. C. séquence d’un promoteur inductible à la chaleur du soja (Schöffl et al, The EMBO J, 

1984 ). D. construction HSP::DRM2. En rouge, rose et gris les sites de restriction MfeI, BsaI et EcoRI, 

respectivement. En violet la séquence HSP, en bleu clair la région 5’UTR du gène AtDRM2, en jaune la 

séquence codante du gène AtDRM2 (ici la séquence complète), en jaune foncé une séquence d’adressage 
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au noyau, en vert trois séquences de liaison GS, en bleu foncé quatre nucléotides correspondant au début 

de la séquence codante de la Cas9 pour réaliser un ligation Golden Gate. E. représentation schématique 

de la séquence D.  

3.1.3 Choix et obtention de la Cas9 inactivée 

Dans cette partie, les clonages réalisés étaient compliqués de par la taille des insertions à réaliser. 

Plusieurs protocoles étaient possibles pour obtenir un plasmide contenant une Cas9 inactivité (pDE-

deadCas9-kr, Error! Reference source not found.). Les protocoles présentés ici sont disponibles 

en annexe, ils ont été adaptés à partir de différents protocoles de clonage, de discussions sur les 

forums (Research Gate, Open Wet Ware ou NCBI (Laible & Boonrod, 2009)) et de protocoles et 

recommandations d’utilisations fournis avec les enzymes et réactifs utilisés (Neb et Promega). 
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a) Premier protocole : mutation directement sur le plasmide 

pDeCas9-Kr (Error! Reference source not found. et Annexe 9) 

Le plasmide pDE-Cas9-kr comporte une Cas9 active. L’objectif de ce protocole est d’obtenir une 

Cas9 inactive à partir de cette Cas9 active, en réalisant les mutations permettant les modifications 

d’acides aminés en position 10 et 840 de la séquence protéique. L’objectif est d’amplifier le 

plasmide entier à l’aide d’amorces dégénérées permettant d’ajouter les mutations aux sites choisis. 

On dessine tout d’abord des couples d’amorces dont les amorces en sens et en antisens sont 

complémentaires et on intègre un changement nucléotidique permettant de modifier les acides 

aminés ciblés en alanine (amorces N° 23 à 26, annexe 6). 

Les changements nucléotidiques apportés permettent de modifier une adénine en cytosine dans le 

codon correspondant à l’acide aspartique situé en dixième position de la séquence protéique. Une 

cytosine et une adénine sont respectivement modifiées en guanine et cytosine dans le codon 

correspondant à l’histidine située en huit-cents quarantième position de la séquence protéique.  

Puisque deux sites doivent être mutés, le protocole décrit (Annexe 9) est réalisé deux fois avec soit 

le premier couple d’amorces, soit le second. Pour l’amplification complète du plasmide, qui a une 

taille de 16 kb, la polymérase haute-fidélité « Q5 » (NEB) est utilisée et permet une amplification 

rapide (20 à 30 secondes par kb) de fragment allant jusqu’à 20kb avec un taux d’erreur plus faible 

que les polymérases habituelles (280 fois plus faible d’après les spécifications). L’amplicon produit 

présente des extrémités aux bordures franches, permettant au plasmide de se refermer sans étape 

supplémentaire. 

Une étape de digestion est ensuite effectuée pour éliminer les plasmides natifs via l’enzyme DpnI, 

qui va cliver les séquences d’ADN méthylées. Le plasmide modifié est néosynthétisé pendant la 

PCR. Il n’est pas méthylé et n’est donc a priori pas dégradé. Le digestat obtenu est donc supposé 

contenir des morceaux du plasmide ayant servi de matrice et le plasmide portant la mutation, entier. 

Ce digestat est alors utilisé pour réaliser une transformation de bactéries et multiplier le plasmide. 

Puis le protocole est réitéré avec le second couple d’amorces pour muter le second site ciblé. 
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Figure 3.1-3: Schéma d’obtention des mutations nécessaires pour obtenir une deadCas9 à partir du 

plasmide pDE-Cas9-kr. La Cas9 est représentée en vert. Les sites de mutation sont indiqués par ‘10’ et 

‘840’. La mutation d’un site est schématisée par la couleur rouge. La description du protocole utilisé est 

disponible en Annexe 9. 

b) Second protocole : mutation par amplifications et clonages 

successifs à partir du plasmide pDeCas9-Kr (Error! Reference 

source not found., Annexe 10) 

Le but de ce protocole est d’obtenir la Cas9 inactivée par amplifications et clonages successifs, 

toujours à partir de la Cas9 active sur le plasmide pDeCas9-Kr. La PCR permet d’amplifier deux 

fragments avec des amorces dégénérées (fragment 1 : amorce N°25 + 24, fragment 2 : amorces 

N°23 + 29, annexe 6), permettant l’ajout des mutations. Une seconde PCR permet l’ajout de sites 

BsaI en 3’ du fragment 1 et en 5’ du fragment 2 (les autres extrémités comportant un site AscI 

présent sur le plasmide initial). Ces sites permettent à l’étape suivante de relier les deux fragments 

produits en utilisant la technique du Golden Gate. Après ligation le site BsaI n’est plus présent au 

niveau de la ligation (cf Error! Reference source not found.C). Cette construction est ensuite 

clonée dans un plasmide intermédiaire, le pJET1.2 (Thermofisher) puis amplifiée par 

transformation bactérienne (bactérie Top 10 thermo-compétente (Thermofisher) ou bactérie électro-

compétente (Annexe 11)) pour optimiser la transformation. Ce plasmide pJET1.2 est ensuite digéré 

avec l’enzyme AscI pour libérer la Cas9 mutée. Le plasmide pDE-Cas9-kr d’origine est également 

digéré avec l’enzyme AscI, pour sortir la Cas9 non mutée. Le plasmide pDE-Cas9-kr digéré au site 

AscI est ensuite déphosphorylé pour empêcher qu’il ne se referme sur lui-même ou ne réintègre la 

Cas9 non mutée. Enfin les deux produits de digestion sont assemblés grâce à une étape de ligation.  

La digestion/ligation Golden Gate entre les deux fragments PCR (fragments 1 et 2) peut aussi être 

tentée en même temps que l’insertion dans le plasmide final. Pour cela les deux fragments sont 

digérés de manière concomitante avec les enzymes AscI et BsaI, avant d’être assemblés lors de 

l’étape de ligation qui permet aussi de les introduire dans le plasmide. 

Les étapes de ligation sont réalisées pendant 48h à 4°C et en utilisant différentes concentrations 

d’inserts et de plasmide, afin d’optimiser les chances d’obtenir une construction complète. 
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Figure 3.1-4: Schéma d’un second protocole permettant d’obtenir le plasmide pDEdeadCas9. Voir 

protocole détaillé en Annexe 10. Nucléotide en rouge: mutation désirée. Nucléotide en vert: motif de 

coupure de l’enzyme BsaI permettant une ligation spécifique des deux fragments. En violet site de 

reconnaissance de l’enzyme BsaI.  
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c) Troisième protocole : utilisation d’une deadCas9 d’un plasmide 

existant (Error! Reference source not found.) 

A partir d’un plasmide contenant une Cas9 inactivée, la Cas9 inactivée est amplifiée avec les 

amorces N°25 et 29 (annexe 6) pour ajouter les sites AscI aux extrémités. Le plasmide pDE-Cas9-kr 

et l’amplicon sont digéré par l’enzyme AscI. Puis une ligation est réalisée avant transformation 

bactérienne. 

 

 
Figure 3.1-5 : Schéma du protocole 3 
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3.1.2. Obtention de la portion HSP::DRM2 (Error! Reference source not found.E)  

A partir de la séquence du gène AT5G14620 codant pour la fonction DRM2 d’A. thaliana (Error! 

Reference source not found.A ; obtenue sur le site TAIR 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=138028&type=locus), nous avons réalisé des 

constructions HSP::DMR2 (DRM2S, DRM2KO ou DRM2T, Error! Reference source not 

found.A et B) in silico. Ces constructions ont ensuite été synthétisées par la société Proteogenix 

(France). Pour créer ces portions de construction, je me suis inspiré des travaux de Liu et al. (2016) 

et Vojta et al. (2016). Chaque construction se compose (Error! Reference source not found.D et 

E) d’un promoteur inductible (HSP), de la région génique 5’UTR du gène AtDRM2, de la séquence 

codante complète de AtDRM2 (HSP::DRM2T) de son site actif uniquement (HSP::DRM2S) ou de 

la séquence du site actif inactivée (HSP::DRM2KO, construction témoin), d’un signal d’adressage 

au noyau (en plus de celui présent dans la séquence de la Cas9 inactivée), ainsi que des séquences 

de liaison (GS linker) utilisées pour augmenter la mobilité entre les protéines associées (ici 

DRM2T, KO ou S et la deadCas9). Des sites de restriction ont aussi été placés en 5’ et 3’ de la 

séquence pour les étapes de clonage (Figure 3.1-1D et E).   

Pour DRM2S et DRM2KO, un codon start a été rajouté en respectant le cadre de lecture, et pour 

DRM2T, le codon stop de la séquence codante du gène a été retiré. 

3.1.3. Obtention d’un plasmide contenant la construction 

HSP::DRM2::deadCas9 à partir, ou non, de pDe-deadCas9-Kr 

De la même façon que pour l’obtention d’un plasmide contenant la Cas9 inactivée, nous avons 

réalisé plusieurs protocoles en parallèle afin d’obtenir un plasmide contenant la construction 

HSP::DRM2::deadCas9 (pDE- HSP-DRM2-deadCas9-kr ; Error! Reference source not found.). 

a) Protocole d’obtention par Golden Gate (Error! Reference source not 

found.) 

Pour ce protocole, la séquence de la deadCas9 est amplifiée à partir du plasmide pDE-deadCas9-kr 

avec les amorces N°30 et 29 (annexe 6) pour ajouter le site BsaI en 5’ de la séquence. La séquence 

deadCas9 amplifiée est ensuite digérée par les enzymes AscI et BsaI avant d’être purifiée. Les 

constructions HSP::DMR2 (T, S ou KO) sont digérées par les enzymes MfeI et BsaI avant d’être 

purifiées. Le plasmide pDE-Cas9-kr est digéré par les enzymes MfeI et AscI, les enzymes XhoI et 

BspHI sont également utilisées pour digérer la Cas9 en 6 fragments qui sont ensuite éliminés par 

purification. Le plasmide pDE ouvert est ensuite déphosphorylé. 

Les étapes de ligation associant le reste du plasmide pDE, la deadCas9 et un fragment HSP::DRM2 

sont réalisées pendant 48h à 4°C et en utilisant différentes concentrations d’inserts et de plasmide, 

afin d’optimiser les chances d’obtenir une construction complète. 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=138028&type=locus
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Figure 3.1-6 : Schéma du protocole 4 

 

b) Protocole d’obtention par clonage conventionnel (Error! Reference 

source not found.) 

Pour ce protocole la séquence de la deadCas9 est amplifiée à partir du plasmide pDE-deadCas9-kr 

avec les amorces N°33 et 29 (annexe 6) pour ajouter le site EcoRI en 5’ de la séquence. La 

séquence deadCas9 amplifiée est ensuite digérée par les enzymes AscI et EcoRI avant d’être 

purifiée. Les constructions HSP::DMR2 (T, S ou KO) sont digérées par les enzymes MfeI et EcoRI 

avant d’être purifiées. Le plasmide pDE-Cas9-kr est digéré par les enzymes MfeI et AscI, les 

enzymes XhoI et BspHI sont également utilisées pour digérer la Cas9 en 6 fragments qui sont 

ensuite éliminés par purification. Le plasmide pDE ouvert est ensuite déphosphorylé. Les étapes de 

ligation associant le reste du plasmide pDE, la deadCas9 et un fragment HSP::DRM2 sont réalisées 

pendant 48h à 4°C et en utilisant différentes concentrations d’inserts et de plasmide, afin 

d’optimiser les chances d’obtenir une construction complète. 
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c) Protocole d’obtention à l’aide d’un plasmide intermédiaire (Error! 

Reference source not found.) 

Pour ce protocole la séquence de la deadCas9 est amplifiée à partir du plasmide pDE-deadCas9-kr 

avec les amorces N°30 + 29 ou N°33 + 29 (annexe 6), pour ajouter respectivement le site BsaI ou 

EcoRI en 5’ de la séquence. La séquence deadCas9 amplifiée est ensuite digérée par l’enzyme BsaI 

ou EcoRI avant d’être purifiée. Les constructions HSP::DMR2 (T, S ou KO) sont digérées par les 

enzymes MfeI et BsaI ou EcoRI avant d’être purifiées. Une ligation est effectuée pour obtenir la 

séquence HSP::DRM2::deadCas9, qui est ensuite clonée dans le plasmide pCR4 du kit de clonage 

« Zero Blunt » (Zero Blunt™ TOPO™ PCR Cloning Kit, Thermofisher). Le plasmide pCR4-

HSP::DRM2::deadCas9 est ensuite digéré avec les enzymes MfeI et AscI. Le plasmide pDE-Cas9-kr 

est digéré par les enzymes MfeI et AscI, les enzymes XhoI et BspHI sont également utilisées pour 

digérer la Cas9 en 6 fragments qui sont ensuite éliminés par purification. Le plasmide pDE ouvert 

est ensuite déphosphorylé. Les étapes de ligation associant le reste du plasmide pDE et le fragment 

HSP::DRM2::deadCas9 sont réalisées pendant 48h à 4°C et en utilisant différentes concentrations 

d’inserts et de plasmide, afin d’optimiser les chances d’obtenir une construction complète. 

 
Figure 3.1-7: Schéma du protocole 5  
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d) Protocole d’insertion de la construction HSP::DRM2::deadCas9 

synthétisée (Error! Reference source not found.) 

Un plasmide de type pUC57 contenant la construction HSP::DRM2::deadCas9 a été commandé 

auprès de la société Protéogénix. La construction HSP::DRM2::deadCas9 est sortie du plasmide 

pUC- HSP-DRM2-deadCas9 par digestion avec les enzymes EcoRI et AscI. Le plasmide pDE-

Cas9-kr est digéré par l’enzyme AseI et les enzymes XhoI et BspHI sont également utilisées pour 

digérer la Cas9 en 6 fragments, pour empêcher sa réinsertion dans le plasmide. Le fragment 

HSP::DRM2::deadCas9 et le plasmide pDE ouvert sont sélectionnés sur gel d’agarose et purifiés. 

Une digestion des extrémités cohésives via le kit « Quick Blunting™ Kit » (NEB) est réalisée pour 

obtenir des extrémités franches. Le plasmide pDE ouvert est ensuite déphosphorylé. Une ligation 

entre le fragment HSP::DRM2::deadCas9 et le plasmide pDE est ensuite réalisé à 10°C pendant 

48h. 
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Figure 3.1-8 : Schéma du protocole 6 

3.2. Résultats et discussion 

3.2.1. Obtention des crRNAs ciblant le promoteur de MdTFL1 

J’ai dans un premier temps observé la méthylation du gène MdTFL1 sur les données de séquençage 

bisulfite obtenues précédemment (cf : chapitre I et Perrin et al 2020). On peut observer (Error! 

Reference source not found.A) que quel que soit l’état de maturité de la plante, la méthylation du 

promoteur semble équivalente. J’observe trois régions méthylées dans la région promotrice. La 

première région proche de la région 5’UTR du gène, porte principalement des marques de 

méthylation en contexte CG. Ensuite deux régions successives sont observables à plus de 500pb en 

amont du site d’initiation de la transcription. Ces régions sont riches en méthylation en contexte 

CHH. D’après les observations sur le niveau de transcription d’un gène en fonction de la distance 
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de la méthylation par rapport au site d’initiation de la transcription faites par Nicolas Daccord 

(Daccord, 2018), nous avons choisi de cibler une région de 500pb en amont du site d’initiation de la 

transcription. 

J’ai donc réalisé une analyse des crRNAs possibles à l’aide du logiciel CRISPOR-Tefor 

précédemment présenté. Après sélection en fonction des différents critères de qualité (spécificité, 

présence de site de restriction, nombre de séquences d’appariement alternatives, etc…) il restait 

douze crRNAs possibles (Error! Reference source not found.B). J’ai ensuite choisi les crRNAs 

en les espaçant le plus possible les uns des autres pour éviter un éventuel problème 

d’encombrement stérique entre deux complexes CRISPR-deadCas9 qui se fixeraient simultanément. 

J’ai également exclu les crRNAs pouvant s’hybrider sur une région déjà riche en méthylation. 

J’ai ainsi sélectionné quatre crRNAs (en bleu clair sur la Error! Reference source not found.B). 
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3.2.2. Obtention d’une deadCas9 fonctionnelle 

Pour réaliser les constructions précédentes (partie II-2) nous avions utilisé un plasmide provenant 

du laboratoire d’Olger Puchta (Fauser, Schiml, and Puchta (2014), Botanisches Institut, KIT, 

Allemagne). Nous avons donc choisi d’utiliser une Cas9 inactivée provenant également de leur 

laboratoire et obtenue à partir du plasmide pDE-Cas9 (Fauser et al., 2014). 

J’ai effectué des séquençages de PCRs (amorces N°34 + 35; 36 + 37; 38 + 39; 40 + 29, annexe 6) 

du plasmide pDe-deadCAS9-D10A-H840A pour vérifier la présence de la substitution d’acides 

aminés aux sites portant les activités nucléases. J’ai retrouvé les substitutions prévues, à savoir la 

substitution de l’acide aminée acide aspartique en alanine en position dix de la séquence protéique 

et la substitution d’une histidine en alanine en position huit-cents quarante de la séquence protéique. 

Mais j’ai constaté la présence de sept autres mutations qui n’étaient pas attendues dans la séquence 

nucléotidique, provoquant toutes une substitution d’acide aminé (Annexe 12: séquence envoyée par 

la laboratoire de Olger Puchta, non publié). 

Nous avons donc décidé de repartir du plasmide pDe-Cas9-kr en notre possession, comportant une 

Cas9 active, et de réaliser nous-même les mutations permettant les modifications d’acides aminés 

en position 10 et 840 de la séquence protéique, pour obtenir le plasmide pDE-deadCas9-kr. 

Plusieurs stratégies s’offraient à nous : soit une invalidation de la Cas9 directement sur le plasmide, 

soit une invalidation de la Cas9 via des amplifications et clonages intermédiaires. 

a) Premier protocole : mutation directement sur le plasmide 

pDeCas9-Kr (Error! Reference source not found.) 

Ce premier protocole a le bénéfice d’être très simple à mettre en œuvre, car il suffit de créer autant 

de couples d’amorces que de mutations désirées dans le plasmide. Cependant je n’ai pas réussi à 

obtenir de résultat. L’amplification semble fonctionner, mais après la digestion par DpnI, puis la 

transformation, je n’ai observé aucun développement de colonie. 

b) Second protocole : mutation par amplifications et clonages 

successifs à partir du plasmide pDeCas9-Kr (Error! Reference 

source not found.) 

Le second protocole mis en place permet l’obtention d’une construction en cinq étapes. Ce 

protocole est plus long à mettre en place et à réaliser mais aurait dû permettre l’obtention de 

plasmides mutés plus facilement car nous réalisons des clonages successifs avec des vérifications à 

chaque étape. Cependant, ce protocole ne m’a pas permis d’obtenir de colonie positive pour 

l’insertion du plasmide pDedeadCas9-kr. 

Initialement j’avais analysé les séquences à l’aide du logiciel Geneious v8.1.9 

(https://www.geneious.com). Des analyses ultérieures de la séquence de la Cas9 avec un logiciel de 

prédiction des sites de restriction enzymatique différent (http://www.restrictionmapper.org) m’ont 

permis de trouver un site BsaI non initialement observé au milieu de la séquence de la Cas9. Ceci 

engendrait la création de deux fragments supplémentaires comportant des extrémités cohésives non 

complémentaires qui empêchaient donc la ligation des fragments entre eux et ainsi l’obtention d’un 

plasmide pDEdeadCas9-kr. 

  

https://www.geneious.com/
http://www.restrictionmapper.org/
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c) Troisième protocole : Utilisation d’une deadCas9 d’un plasmide 

existant (Error! Reference source not found.) 

Lorsque j’ai fait part au laboratoire d’Olger Puchta de la présence de sites de mutations inattendus 

dans la séquence de la deadCas9 qu’ils m’avaient fait parvenir, ils ont retravaillé la séquence pour 

obtenir une deadCas9 présentant une séquence correcte, que j’ai obtenue. Cette deadCas9 était dans 

un plasmide différent de mon plasmide de destination. J’ai dans un premier temps séquencé cette 

deadCas9 avec les même amorces (amorces N°34 + 35; 36 + 37; 38 + 39; 40 + 29, annexe 6). Je 

n’ai pas retrouvé de mutations à part celles souhaitées, la séquence correspondait bien à la séquence 

attendue de la deadCas9. 

Par la suite, via les sites AscI présents aux extrémités de la séquence, j’ai pu remplacer la Cas9 

active du plasmide pDE-Cas9-kr par cette deadCas9. J’ai ensuite vérifié l’intégration de la 

deadCas9 par PCR et séquençage. 

J’ai donc pu obtenir le plasmide pDE-deadCas9-kr contenant le gène de sélection à la kanamycine 

ainsi que les sites de restriction utiles pour la suite. 

3.2.3. Echec de l’obtention de la construction HSP::DRM2 ::deadCas9 dans 

le plasmide final  

Lors de la préparation des clonages in silico nous avions prévu d’insérer le fragment HSP::DRM2 

directement dans le plasmide pDE-deadCas9-kr précédemment obtenu. Pour cela nous devions 

utiliser les enzymes BsaI ou EcoRI et MfeI pour ouvrir le plasmide et réaliser l’insertion dans le 

plasmide sans étapes intermédiaires. Cependant nous avons initialement mal choisis nos enzymes 

pour réaliser cette étape : BsaI, EcoRI et MfeI coupent toutes le plasmide à d’autres sites que ceux 

souhaités (annexe 13 et Error! Reference source not found.D). Ces erreurs nous ont obligé à 

réamplifier la deadCas9 à partir du plasmide pDE-deadCas9-Kr pour tenter d’obtenir la construction 

HSP::DRM2::deadCas9 complète tout d’abord, puis son insertion dans le pDE-Cas9-Kr en 

remplacement de la Cas9 active.  

a) Choix de la méthyltransférase DRM2  

Pour réaliser cette partie de la construction nous nous sommes inspirés de ce qui avait été réalisé sur 

cellules de mammifère. Liu et al. (2016) et Vojta et al. (2016) ont tous deux utilisé l’activité de la 

méthyltransférase humaine DNMT3a pour éditer l’épigénome. Chez les plantes l’orthologue de 

Dnmt3a est le gène Drm2, il permet une méthylation de novo (cf. Introduction partie 4.3.3 a)) et 

peut cibler les cytosines dans les trois contextes (CG, CHG, CHH) via la RdDM (cf. Introduction 

partie 4.3.3 b), Law and Jacobsen (2010)). 

Les séquences choisies ont été intégrées in silico dans des constructions nommées HSP::DRM2S, T 

ou KO, que nous avons fait synthétiser par l’entreprise Protéogénix. 

b) Obtention de la construction HSP::DRM2 ::deadCas9 par Golden 

Gate (Error! Reference source not found.) 

Ce protocole devait permettre d’obtenir de façon simple et rapide la construction 

HSP::DRM2 ::deadCas9 en utilisant la technique du Golden Gate. Mais il ne pouvait en fait pas 

fonctionner car, comme vu aussi en 3.2.2 b) de cette partie, le site BsaI non initialement remarqué 

au milieu de la Cas9 (comme de la deadCas9) empêchait que la réaction se fasse correctement. 
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c) Obtention de la construction HSP::DRM2 ::deadCas9 par clonage 

conventionnel (Error! Reference source not found.) 

Nous avions également la possibilité de réaliser un clonage conventionnel en utilisant l’enzyme 

EcoRI. Cependant je n’ai pas réussi à obtenir de colonies présentant l’insertion de la construction 

HSP::DRM2::deadCas9 dans le plasmide final via ce protocole. 

 

d) Protocole d’obtention à l’aide d’un plasmide intermédiaire (Error! 

Reference source not found.) 

J’ai également essayé de passer par un plasmide spécialement conçu pour les gros fragments (zero 

Blunt TOPO®, thermofisher), pour réaliser un clonage intermédiaire de la ligation 

HSP::DRM2::deadCas9, avant insertion dans le plasmide final. Comme vu précédemment, le site 

BsaI non initialement identifié au milieu de la Cas9/deadCas9 invalidait ce protocole quand associé 

au Golden Gate. Associé au clonage conventionnel via digestion/ligation aux sites EcoRI, ce 

protocole ne m’a pas non plus permis d’obtenir de bactéries positives pour le plasmide pCR4-HSP-

DRM2-deadCas9. 

J’ai finalement refait une annotation des sites de restriction présents sur les séquences, avec un autre 

logiciel que celui initialement utilisé. J’ai découvert la présence d’un site de restriction MfeI non 

initialement observé dans les séquences HSP::DRM2 (T, S ou KO) synthétisées. Cette digestion 

supplémentaire diminuait les chances d’obtenir une ligation complète car elle augmentait le nombre 

de fragments à religuer ensuite. Elle pouvait aussi aboutir à des ligations non souhaitées avec 

l’insertion du fragment tronqué. 

e) Protocole d’insertion de la construction HSP::DRM2::deadCas9 

synthétisée (Error! Reference source not found.) 

Etant donné les problèmes rencontrés précédemment, nous avons finalement commandé la synthèse 

de la construction HSP::DRM2::deadCas9. Avec l’aide de Jaiana Malabarba (post-doctorante à 

l’IRHS, ResPom), nous avons mis en place un protocole différent utilisant d’une part les enzymes 

AscI et EcoRI pour récupérer le fragment HSP::DRM2::deadCas9 dans le plasmide commandé 

(pUC57HSP ::DMR2 ::deadCas9) et d’autre part l’enzyme AscI (deux sites de part et d’autre de la 

Cas9) pour ouvrir et éliminer la Cas9 active du plasmide pDE-Cas9-kr. Nous avons obtenu des 

colonies positives d’après les résultats PCR. Mais après multiplication, les résultats PCR et de 

séquençage étaient systématiquement négatifs. 

Ce problème semble assez récurrent pour les clonages considérés comme « difficiles», sans qu’une 

explication soit pour l’instant avancée (Forum Reasearch Gate, 2013). 

Lors de nos essais de clonage, nous avons également effectué des PCRs sur le fragment 

HSP ::DMR2 ::deadCas9 que nous avons fait synthétiser. Nous avons utilisé différents couples 

d’amorces, mais le couple permettant d’amplifier la ligation entre DRM2 et deadCas9 (amorces n° 

44 et 45, annexe 6) au niveau des GS linker ne fonctionnait pas bien. Les fragments obtenus avaient 

des tailles aberrantes et leur séquençage ne donnait pas la séquence attendue. Il semble que cette 

séquence répétée de GS linker pose donc également un problème dans la structure. 
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3.2.4. Proposition d’un protocole amélioré pour l’obtention de la 

construction HSP::DRM2 ::deadCas9 dans le plasmide final 

a) Synthèse complète 

Afin d’obtenir un plasmide contenant la construction HSP::DMR2::deadCas9, une solution serait de 

faire synthétiser complètement le plasmide. Nous pourrions dans ce cas choisir un autre 

« squelette » de plasmide, plus petit que celui du pDE, tout en conservant la cassette de sélection 

par la kanamycine (importante pour la sélection in vitro chez le pommier) ainsi que les sites AttR 

nécessaires pour réaliser une réaction de Gateway® afin d’intégrer les gRNAs. 

Un plasmide plus petit faciliterait la synthèse et diminuerait les coûts. En effet, le plasmide actuel 

nécessiterait une synthèse de plus de 16kb pour le plus petit (construction avec DRM2S et 

DRM2KO) et de plus de 18kb pour le plus grand (construction avec DRM2T). J’ai contacté la 

société Proteogenix qui m’a répondu ne pas être en mesure de réaliser une telle synthèse.  

b) Protocole à mettre en place pour obtenir le plasmide pDE-HSP-

DRM2-deadCas9-kr 

Afin d’obtenir le plasmide pDE-HSP-DRM2-deadCas9-kr, j’ai réétudié la séquence du plasmide 

pDE-deadCas9-Kr, notamment pour identifier les enzymes de restrictions utilisables dans ce 

plasmide. Je propose donc le protocole suivant (Error! Reference source not found.).  

(1) La deadCas9 est amplifiée avec les amorces N°41 et 29 (annexe 6). L’amorce N°41 permet 

d’ajouter deux sites de restriction : ApaI et SwaI. L’amplification est réalisée avec la 

polymérase haute-fidélité « Q5 » (NEB).  

(2) Le plasmide pDE-deadCas9-kr est digéré par AscI pour retirer la deadCas9. Une étape de 

digestion des extrémités cohésives est réalisée.  

(3) Une ligation est réalisée entre le fragment de la deadCas9 amplifié et le plasmide ouvert. 

Après transformation, une sélection par PCR et séquençage est réalisée pour ne conserver 

que les plasmides ayant intégrés la deadCas9 amplifiée avec les sites ApaI et SwaI. Le 

plasmide est ensuite digéré avec ApaI et SwaI et déphosphorylé pour l’étape (5). 

(4) Les constructions HSP-DRM2 (S, T et KO) sont amplifiées avec les amorces N°42 et 43 par 

la polymérase haute-fidélité « Q5 » (NEB). L’amorce N°42 permet d’ajouter un site SwaI en 

5’ des constructions et l’amorce N°43 permet d’ajouter un site ApaI en 3’ des constructions 

(annexe 6) et de supprimer les séquences « GS ». Chaque amplicon est ensuite digéré avec 

les enzymes ApaI et SwaI. 

(5) La ligation du plasmide pDE-dCas9-kr ouvert et des différentes constructions issues de (4) 

est réalisée à température ambiante (20°C) pendant une nuit, en utilisant différentes 

concentrations d’inserts et de plasmide. 

(6) La ligation est ensuite utilisée pour transformer des bactéries résistantes au  « ccdB » et 

électro-compétente afin d’optimiser la transformation. Puis des vérifications par séquençage 

sont réalisées. 

 



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   155 

 

 

F
ig

u
re

 3
.2

-2
: 

P
ro

p
o
si

ti
o
n
 d

e
 p

ro
to

co
le

 

 



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   156 

 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   157 

4. Conclusion – Chapitre II 

Tout d’abord concernant la partie 3, l’hypothèse de travail était qu’en hyper-méthylant le promoteur 

du gène codant le répresseur floral MdTFL1 (MD12G1023900), nous allions réduire sa 

transcription, et ainsi obtenir des plantes fleurissant précocement, après application d’un stress 

thermique.  

Nous n’avons pas réussi à obtenir la construction nécessaire à ce travail dans le temps imparti de ma 

thèse. Il serait cependant intéressant de poursuivre les efforts engagés. En effet, obtenir des 

pommiers fleurissant à la demande, donc plus précocement que de manière naturelle, permettrait de 

réaliser des croisements plus rapidement et donc de réduire le temps de sélection des nouvelles 

variétés. Ce type de lignée à floraison précoce ou à floraison inductible a été obtenue par d’autre 

méthode que la technique CRISPR et est déjà utilisée dans des programmes de sélection rapide 

(« Fast-breeding », Schlathölter et al. (2018); Wenzel, Flachowsky, and Hanke (2013)). 

Concernant la partie 2, j’ai obtenu des plantes éditées pour l’un des orthologues de AtMET1 chez le 

pommier : Md15MET1. Le travail que nous avons réalisé jusqu’à présent ne permet pas encore 

d’envisager une publication mais il est poursuivi. Les paragraphes suivants détaillent ce qu’il nous 

parait encore important de réaliser en vue d’une publication. 

Dans un premier temps nous devons réaliser des mutants du second gène, Md02MET1. En effet,  

nous ne savons pas si le gène Md15MET1 est le seul impliqué dans le phénotype de maintenance de 

la méthylation en contexte symétrique CG chez le pommier et les essais réalisés en Q-PCR pour 

observer le niveau de transcription de ces gènes ne sont pas concluants pour l’instant. 

Il serait également intéressant de tenter d’obtenir des doubles mutants pour les gènes Md15MET1 et 

Md02MET1. Dans le cas où les transformations correspondantes seraient des échecs, mais que les 

témoins de transformations associés aboutiraient eux à l’obtention de bourgeons transformés, une 

hypothèse pourrait être que la double mutation est létale. 

Il faudrait également réaliser une étude comparative de la transcription des gènes Md15MET1 et 

Md02MET1, notamment dans des organes à forte multiplication cellulaire (par exemple sur cal 

régénérant et sur bourgeons) étant donné la fonction du gène. Cette étude permettrait en particulier 

de définir dans quelles parties de la plante ces gènes s’expriment, et dans quelle mesure. On notera 

que He et al. (2017) ont mesuré l’expression du gène MET1 dans différents organes de la variété 

‘Hanfu’ (Malus domestica). Ils ne semblent cependant pas avoir dissocié les deux orthologue de 

MET1. 

Par ailleurs, l’étude de l’expression du gène Md02MET1 chez les plants édités pour Md15MET1 

permettrait d’évaluer dans quelle mesure l’activité de ces deux gènes est redondante. Une étude 

similaire a déjà été réalisée chez M.domestica, pour les gènes MdbHLH001 and MdbHLH002 

codant pour un protéine de type « Basic helix-loop-helix » (Yang et al., 2017), montrant que 

lorsque l’un des deux gènes est muté, le second assure une activité suffisante pour accomplir la 

fonction. Une telle étude nécessite cependant d’obtenir un mutant du second homologue 

(Md02MET1) et un double mutant. 

Afin de confirmer l’absence globale (excepté pour une plante dans une lignée) de modifications 

morphologiques des lignées, observée à l’œil nu, nous devons également obtenir des données de 
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phénotypage au niveau macroscopique et microscopique. Il serait ainsi opportun de (i) mesurer la 

vitesse de croissance et la forme des feuilles et leur densité de trichomes, (ii) doser leur teneur en 

matière sèche, (iii) mesurer la taille des entre nœuds, et (iv) évaluer le retard de floraison. Il a été 

montré que la méthylation du gène AtFWA est contrôlé par MET1 et qu’une perte de la méthylation 

sur ce gène induit une floraison tardive chez A.thaliana (Kinoshita, 2004). Ces caractères ont été 

rapportés comme modifiés chez A.thaliana par l’inactivation de MET1, par l’insertion d’une 

construction en antisens (Ronemus et al., 1996a; Kim et al., 2008), ou par traitement EMS (Kankel 

et al., 2002). Pour les caractères microscopiques il serait intéressant d’observer l’organisation et 

l’épaisseur du limbe sur coupes transversales, ainsi que de la nervure centrale, afin de détecter 

d’éventuels effets sur les tissus vasculaires. 

Enfin l’épigénotypage d’une partie des lignées reste à effectuer. Dans un premier temps il faudrait 

observer s’il y a une diminution de la méthylation en contexte CG, globale ou localisée. En cas de 

diminution localisée, il faudrait alors, par le calcul de DMRs, analyser si des voies particulières sont 

plus ciblées que d’autres. Une analyse du mobilome de ces mutants seraient également à envisager, 

afin d’évaluer la mobilité des transposons induite par une diminution de la méthylation. 

Une étude sera également menée par l’équipe VALEMA de l’IRHS (Jean-Marc Celton), sur les 

lignées 2C3 et 2H1, éditées pour le gène Md15MET1. L’objectif sera de tester la tolérance à un 

stress hydrique dans différentes conditions (in vitro, ou en serre). Les mutants pour la fonction 

MET1 seront testés in vitro et en serre. 

Enfin les mutants Mdmet1 obtenus pourraient permettre d’approfondir la compréhension de la 

transmission intergénérationnelle des marques épigénétiques associées à la voie de la maintenance 

de la méthylation. En particulier, l’étude de la transmission via la multiplication asexuée (greffage) 

pourrait être réalisée rapidement. Cependant l’étude de la transmission via la multiplication sexuée 

ne pourra pas être réalisée avec ces mutants car ils ont pour fond génétique le génotype ‘Gala’, 

hautement hétérozygote et auto-incompatible. Une étape de reproduction sexuée nécessiterait donc 

que le second parent soit un autre génotype et les descendants serait tous différents (génétiquement 

et donc phénotypiquement) des parents, du fait du brassage génétique. Or pour réaliser une telle 

étude, il est nécessaire que le génotype reste identique, afin de pouvoir éliminer la variation 

génétique, plutôt que les modifications épigénétiques, comme source de différence. Une étude 

similaire à celle réalisée dans Perrin et al 2020 ne sera donc pas possible tant que des mutants pour 

la fonction MET1 n’auront pas été obtenus chez le génotype homozygote et auto-fertile GDDH13. 
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Conclusion générale 

 

Dans le cadre de ce travail de thèse j’ai dans un premier temps cherché à comprendre quels sont les 

conséquences épigénétiques de la multiplication d’une plante pérenne telle que le pommier par 

propagation asexuée par rapport à une multiplication sexuée. 

Du point de vue épigénétique, il est important de bien séparer la reproduction sexuée, qui permet au 

genre Malus de se reproduire à l’état sauvage et qui permet également aux sélectionneurs de réaliser 

des croisements pour obtenir de nouvelles variétés, de la propagation asexuée réalisée par greffage 

qui est utilisée pour la production de fruits. 

En ce qui concerne la propagation asexuée, la production de pommiers pour les vergers repose sur 

la propagation par greffage. Cette propagation permet en premier lieu une conservation de 

l’homogénéité des variétés inscrites au « catalogue officiel des espèces et variétés de plantes 

cultivées en France », puisque le pommier présente une auto-incompatibilité pollinique (Zhang et 

al., 1988). En second lieu, le greffage permet de réduire la période juvénile du pommier, de 8 ans 

minimum chez un pommier issu de semis (Visser, 1964) à deux ou trois ans entre l’obtention du 

plant greffé et son entrée en fructification (Simons, 1986). 

La propagation clonale a été largement utilisée pour la domestication des plantes cultivées car elle 

permet notamment de sélectionner et de conserver des caractères agronomiques évalués comme 

utiles (discuté dans McKey et al., (2010)). L’utilisation du greffage par les multiplicateurs permet la 

propagation rapide d’un génotype favorable (McKey et al., (2010). Le greffage chez une espèce 

hautement hétérozygote telle que le pommier, permet d’éviter la dépression de sélection existant 

lors d’une fécondation croisée (Noël et al., 2017). Les multiplicateurs ont également privilégié cette 

technique pour conserver les propriétés organoleptiques des fruits au sein d’une même variété 

(McKey et al., (2010). 

Pendant ce travail de thèse j’ai étudié l’impact de la multiplication d’une variété de pomme dérivée 

de ‘Golden Delicious’, par propagation asexuée par rapport à une multiplication sexuée, sur son 

épigénome et son phénotype.  

En effet, j’ai pu mettre en évidence des caractères phénotypiques reflétant la différence entre 

plantes juvéniles et plantes adultes matures tel que des feuilles présentant une densité de trichomes 

plus élevée chez des plantes âgées. Cette densité de trichomes pourrait être associée à la défense 

contre les herbivores. Une plante juvénile développant des trichomes progressivement suite à des 

attaques d’herbivores (Dalin et al., 2008). Roda et al., (2003) ont émis l’hypothèse que cette plus 

grande densité de trichomes sur les feuilles, permettrait d’augmenter la capture de pollen et de 

spores de champignon. Ceux-ci serviraient de source de nourriture alternative aux herbivores situés 

sur les feuilles, limitant ainsi les blessures faites aux feuilles. J’ai également observé que les plants 

issus de greffage présentaient un état intermédiaire que l’on peut décrire comme adulte immature. 

En effet, ces plants présentaient une densité de trichomes similaire aux plantes adultes matures, 

mais n’étaient pas capable de fleurir. Nous avons conclu que cet état d’adulte immature était lié à 

une différence de gradient auxinique défini par la distance entre le porte greffe et l’apex 

(Zimmerman, 1973; Hanke et al., 2007; Zhang et al., 2007). 
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Dans un second temps j’ai analysé le niveau de transcription des gènes au sein de ces plants de 

différents âges et issus de différents modes de propagation. J’ai constaté une différence de 

transcription graduelle : les semis présentant un taux de transcription globalement plus élevé que les 

plants greffés. Et les arbres adultes matures présentant un taux de transcription globalement plus 

faible que les semis et les greffons. Ceci est notamment associé à une modification de l’activité 

photosynthétique (Hutchison et al., 1990; Greenwood, 1995; Bond, 2000).  

Enfin j’ai réalisé une analyse des méthylomes de ces différentes plantes que j’ai ensuite comparés. 

J’ai ainsi pu mettre en évidence que la variété ‘GDDH13’ possède une empreinte épigénétique 

transmise de façon relativement stable que ce soit à travers la multiplication sexuée ou la 

propagation asexuée (Perrin et al., 2020). J’ai cependant identifié des régions différentiellement 

méthylées correspondant à environ 3% du génome pour la multiplication sexuée et 1,35% du 

génome pour la propagation asexuée de notre modèle d’étude. En 2002, Fraga et al., ont montré 

chez Pinus radiata que des étapes de greffage successives tendent à diminuer progressivement le 

taux de méthylation. Ainsi après quatre cycles de greffage, le taux de méthylation d’un greffon issu 

d’un arbre mature se rapprochait de celui d’un arbre juvénile. Nous avons noté une différence de 

méthylation plus faible entre les greffons issus d’un cycle de greffe unique et l’arbre adulte qu’entre 

ce dernier et les plants issus de semis . Ce qui semble cohérent avec les observations de Fraga et al., 

(2002). Il semble donc que la multiplication qu’elle soit sexuée ou asexuée implique des 

modifications locales de l’empreinte épigénétique (les DMRs), mais ne modifie pas l’empreinte 

épigénétique « basale » de l’espèce.  

En outre l’observation de régions différentiellement méthylées entre les arbres adultes matures et 

les greffons pourrait être dû à la combinaison de deux stress. Un stress dû à la blessure causée par le 

prélèvement des scions sur l’arbre parent et un stress causé par le greffage en lui-même (Cookson et 

al., 2013; Cookson & Ollat, 2013). Puisque que le porte greffe et le scion n’ont pas le même 

génome il doit y avoir une forme d’acclimatation de l’un et de l’autre, afin d’éviter ce que l’on 

pourrait appeler un rejet de la greffe. Cette acclimatation pouvant être lié notamment à la 

modification de l’épigénome des deux partis via l’échange de petits ARNs (Flachowsky et al., 

2012). Les arbres adultes matures sont également greffés, cependant le stress lié au greffage à eu 

lieu il y plusieurs dizaines d’années, leur épigénome a donc probablement eu le temps de se 

stabiliser et « d’oublier » ce stress. 

Les modifications épigénétiques observées entre les greffons et les arbres adultes matures 

pourraient également être le reflet de modifications physiologiques tels qu’une modification du 

gradient auxinique (Zhao, 2010). Entre un jeune greffon et un arbre adulte, le gradient auxinique 

n’est pas le même puisque la distance entre le porte greffe et l’apex est différente. Or nous avons 

prélevé des feuilles tout juste formées au niveau de l’apex, donc à une distance différente du porte 

greffe entre les greffons et l’arbre adulte. De plus il a été montré que les voies de biosynthèse et de 

transport de l’auxine sont en partie régulées par des mécanismes épigénétiques (Li et al., 2011; 

Mateo-Bonmatí et al., 2019). En outre, Corredoira et al., (2017) laisse supposer un lien entre auxine 

et méthylation de l’ADN durant l’embryogénèse somatique. Il est donc probable qu’une partie des 

DMRs observées entre les greffons et l’arbre adulte soit associée à la modification du gradient 

auxinique au cours du processus de greffage. Ces DMRs ne seraient donc qu’indirectement liées à 

la propagation asexuée. Afin d’identifier ce qui est lié à la propagation asexuée et ce qui est lié à la 
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blessure causée par le greffage, il sera nécessaire de réaliser des autogreffes sur des plants issus de 

semis afin de comparer l’évolution de leur méthylome par rapport à celui des semis. 

Lors de la multiplication sexuée il doit exister un mécanisme d’adaptation rapide permettant à la 

plante de supprimer ou de restaurer les marques de méthylation ayant été modifiées dans les plantes 

parents. Nous supposons donc que la conservation de ces modifications aurait un coût énergétique 

ou développemental trop important pour la plante. C’est notamment ce que définissent Hollister & 

Gaut, (2009) dans leur analyse de la répression épigénétique des TEs chez A. thaliana. Au sein des 

cellules, il se met en place un compromis entre répression et non répression des TEs, affectant 

l’expression des gènes dans leur voisinage. Ainsi pour une jeune plante issue de multiplication 

sexuée la priorité n’est pas la défense contre les pathogènes ou les herbivores. Cette défense 

pourrait être favorisée par la mémoire d’un stress biotique vécu par les arbres parents, mais aurait 

un cout énergétique trop important (Dalin et al., 2008). Il est plus important pour cette plantule de 

concentrer ses ressources énergétiques sur l’accès à la lumière et de mettre en place les processus de 

photosynthèse et d’établissement de son système racinaire. Une fois établie la plante pourra ensuite 

réorienter l’expression de ses gènes pour s’adapter aux contraintes biotiques et abiotiques existantes 

dans son environnement. La suppression des modifications épigénétiques acquises par les arbres 

parents permettrait donc à la plantule issue de multiplication sexuée de restaurer une « valeur 

sélective » (ou « fitness » en anglais) permettant une meilleure survie lors des étapes de 

développement précoce. Il est également envisageable que pour la jeune plante, il soit plus facile de 

se créer sa propre mémoire épigénétique afin de s’adapter à ses contraintes environnementales, 

plutôt que d’utiliser une mémoire héritée de ses parents qui ne serait pas forcément optimale. 

Dans le cas de la propagation asexuée par greffage, nous avons également observé une suppression 

des modifications épigénétiques, mais moindre que pour la multiplication sexuée. Il est ici 

important de noter que les pommiers greffés ne sont pas soumis aux mêmes contraintes que les 

pommiers issus de semis. Le greffage à un intérêt économique pour l’Homme. Durant ses premières 

étapes de développement le greffon n’est pas soumis à une compétition pour l’accès à la lumière. 

On peut également supposer que les premières étapes de développement des greffons seront plutôt 

orientées vers une réorganisation des tissus vasculaires, afin d’établir une communication stable et 

durable entre le porte-greffe et le scion (Kumari et al., 2015) comme montré chez la vigne par 

Cookson et al., (2013) et Moreno et al., (2014). Les greffons étant plutôt cultivés en monoculture, 

on peut également supposer qu’ils font face à des contraintes biotiques plus importantes du fait de la 

monoculture (Newton et al., 2010; Felton et al., 2016; Wu et al., 2020). Une hypothèse serait que la 

transmission des marques épigéniques par greffage est plus importante pour les marques associées à 

l’adaptation aux contraintes biotiques et abiotiques dans les vergers. Supprimer la mémoire d’un 

stress biotique ou abiotique serait donc plus dommageable pour les greffons.  

Par le biais des activités humaines de greffage nous avons sélectionné de nombreux caractères 

agronomiques intéressants pour l’Homme (Robinson, 2008; Melnyk & Meyerowitz, 2015). Nous 

pouvons également émettre l’hypothèse que via nos activités de greffage, nous avons 

artificiellement sélectionné une voie de transmission des marques épigénétiques chez les plantes 

cultivées issues de greffage. Cette voie de transmission diffère de la façon dont sont transmises les 

marques épigénétiques lors de la multiplication sexuée.  

L’épigénétique est également un facteur d’adaptation des plantes aux contraintes biotique et 

abiotique (Richards et al., 2010; Mirouze & Paszkowski, 2011; Casadesús & Low, 2013). Nous 
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pouvons supposer que la transmission des marques épigénétiques joue un rôle important dans 

l’adaptation des plantes à propagation asexuée, face aux contraintes biotiques et abiotiques, car elle 

offre une plasticité transcriptionnelle et phénotypique importante. Ainsi, depuis sa description il y a 

plus de cent ans (Company Stark Brothers, 1913), la variété ‘Golden Delicious’ a subi de très 

nombreux cycles de propagation et a donc potentiellement accumulé des mutations génétiques. On 

peut également supposer que son épigénome a évolué, d’autant plus que le taux de mutation 

épigénétique est supérieur (~10-4, Van der Graaf et al., (2015)) au taux de mutation génétique (~10-

8, Ossowski et al., (2010) chez A. thaliana. Nous pouvons donc nous demander si cette variété est 

toujours la même aujourd’hui. Afin d’obtenir une partie de la réponse, il pourrait être envisagé 

d’étudier de vieux pommiers, conservés dans les arboretums, dans les collections de l’INRAe ou 

dans des collections privées. Sur ces vieux arbres des carottages pourront être réalisés dans le tronc 

afin d’effectuer un séquençage bisulfite des anneaux de croissance. Le méthylome des anneaux les 

plus anciens pourra ainsi être comparer aux plus récents pour observer l’évolution du méthylome 

dans le temps. Si ces arbres portent encore des fruits, il serait également intéressant de comparer 

leur composition chimique et organoleptique par rapport à des fruits issus d’un arbre jeune de la 

même variété. 

Pendant ma thèse j’ai également expérimenté des techniques permettant l’obtention de mutants ou 

d’épi-mutants dans le cadre du projet Genius. Les premiers résultats obtenus pour cette partie 

pourront être valorisés par la suite afin de tester les différentes hypothèses discutées ci-dessus. En 

effet nous avons défini que les semis de pommiers sont dans un état naïf de méthylation par rapport 

à un arbre adulte mature et nous avons relié cet état à une augmentation de la transcription des 

gènes, notamment des gènes impliqués dans la photosynthèse (Perrin et al., 2020). Il serait donc 

intéressant de réaliser des mutants ayant intégrés une construction inductible permettant de 

déméthyler ou de méthyler une cible spécifique dans le génome. Ces plants devront ensuite être 

greffés avant de réaliser une induction de la construction afin de déméthyler ou de méthyler 

spécifiquement les gènes impliqués dans la photosynthèse. Il sera ainsi intéressant d’analyser si la 

diminution de méthylation sur ces gènes permet d’augmenter la valeur sélective des greffons et 

d’induire un état naïf de méthylation similaire à celui des semis. 

A l’avenir, il est envisageable de penser que l’amélioration variétale ne se fera plus uniquement sur 

des aspects génétiques mais qu’elle prendra en compte l’épigénétique comme un outil 

complémentaire. On peut notamment envisager de préparer les plantes en pépinières, via 

l’épigénétique, aux conditions pédoclimatiques auxquelles elles feront face sur leur lieu de culture. 

Cependant, comme nous l’avons noté dans les différentes comparaisons réalisées entre 2,64 et 

6,55% des gènes annotés dans le génome sont différentiellement transcrit et présentent une 

modification locale du niveau de méthylation. Il semble donc que dans le génome du pommier peut 

de gène sont régulé par la méthylation. (Daccord et al., 2017)ont d’ailleurs montré qu’un haut 

niveau de méthylation, relevé sur environ 10% des gènes de GDDH13, semble corrélé au niveau de 

transcription d’un gène. L’utilisation de l’épigénétiques dans les programmes d’amélioration du 

pommier plus précisément sera donc restreinte aux gènes méthylés du pommier pour lesquelles la 

méthylation à un effet sur le niveau d’expression. Actuellement l’amélioration des plantes via 

l’épigénétiques se base sur la découverte d’épiallèle naturelle ou induit via sélection(House & 

Lukens, 2019). Les marques épigénétiques sont très labiles au cours de la vie des plantes. (House & 

Lukens, 2019)ont d’ailleurs défini trois types d’épiallèle dont deux semblent plus stable : les 

épiallèle « facilated » et obligatoire qui sont dépendant de la séquence ADN sous-jacente. 
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L’utilisation de l’épigénétique pour la sélection variétale via ce type d’épipallèle sur base sur 

l’induction de la RdDM via l’insertion d’une séquence homologue de la séquence cible afin 

d’induire une hyperméthylation de la séquence cible pour réduire la transcription des séquences 

associées. 
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Annexes  

 Annexes à l’article (figures supplémentaires) 

The following supplemental material is available for this article: 

Accession numbers:  

GSE138492: global depository accession number comprising methylome and transcriptome data 

GSE138377: bisulfite sequence data and methylation calling files + Supplemental table S3 

GSE138491: microarray data 
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Gene_ID 
Ratio 

TAIR name Short description Forward primer Reverse primer 
OGvsSD OGvsYG 

MD01G1090900 4.51  AT1G01060 
Homeodomain-
like superfamily 

protein 

CAGAGTTTTTCACCGCCTTC CTCGTGCTGGTGACACACTT 

MD02G1302200 3.17 2.11 AT3G63490 
Ribosomal protein 

L1p/L10e family 
CAGAATTCAAGCAGGGGAAA CACCTGGTGGCTTATTTGCT 

MD03G1128600 3.09 1.91 AT3G44890 
ribosomal protein 

L9 
GCTGCTCAAGGAAATGAAGG TCAACGAGATCTTGGGGTGT 

MD12G1237700 3.01 2.76 ATCG01120 

chloroplast 

ribosomal protein 
S15 

GAAGAAAAAGACGAAAAACAGAGG TGACTCCCGAATATCCAACC 

MD16G1267700  3.01 AT5G14460 

Pseudo-uridine 

synthase family 
protein 

CCTGCAAAGAAAAGCAAAGG CTCTTATCAGCCTCGCCATC 

MD17G1271400 3.2  AT5G17300 

Homeodomain-

like superfamily 

protein 

GAACAGCCAGTGATGACGAA TACTTTCCGGTGCTTGCTCT 

MD02G1099300 -1.75 -3.2 AT5G20790 
Transmembrane 

protein 
CATTGAGTTTCCGCTCACAA CCAGGTCAACGTCACTCTCA 

MD09G1006500 -3.81 -3.72 AT3G02040 
Senescence-

related gene 3 
CCGTCTTCCAAGTGGTGTTT GCCTTTAACCTCCGACACAA 

 

 
  

Fig. S1 Microarray validation. (A) Q-PCR primers for micro array data validation. Indicated ratios came from micro 

array data in both comparisons. (B) Q-PCR validation of micro array data. 
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Fig. S2 Methylation overview in GDDH13. Density plot of DMRs on all GDDH13 genome in OGvYG. In red, DMRs 

in CG context, in blue CHG and in orange CHH. Each point represent number of DMRs in 50kb windows of genome. 
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Fig. S3 Jbrowse screenshoot of two DTG-DMRs present in scatterplot (fig 7A) with DMRs in the promotor of genes 

highlight by a red dashed boxe. 

  

Genome annotation 

TvS DMRs label  

Seedling – biological replicate 1 

Seedling – biological replicate 2 

Seedling – biological replicate 3 

Seedling – biological replicate 4 

Old graft – biological replicate 1 

Old graft – biological replicate 2 

Old graft – biological replicate 3 

MD16G1120300 
Squamosa promoter bonding protein-like 2 

Genome annotation 

TvS DMRs label  

Seedling – biological replicate 1 

Seedling – biological replicate 2 

Seedling – biological replicate 3 

Seedling – biological replicate 4 

Old graft – biological replicate 1 

Old graft – biological replicate 2 

Old graft – biological replicate 3 

MD15G1154300 
AP2/B3 transcription factor family protein 
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Table S1  Resume of defined samples and details of sampling  

 

Sample 
Way of 

multiplication 

Years of 

obtention 

Years 

sampling 

Numbers sampled 

plants 

Numbers leaves 

sampled per 

plant 

Pooled 

Number of 

biological 

replicates  

Old 

graft 

Grafting 

(Asexual) 
2005 2016 1 4 Yes 3 

Seedling 
Seedling 

(Sexual) 
2016 2016 4 1 No 4 

Young 

graft 

Grafting 

(Asexual) 
2016 2016 20 1 Yes 2 

 

 

 

 

Table S2  Fixed threshold to filter DMRs calculated between each comparison. Threshold were empirically fixed 

by observation of methylation calling file in the Jbrowse software.   

 

DMRs 
 

Standard deviation average threshold 
p-value 

Old graft Seedling Young graft 

CG -CHG < 0,07 < 0,11 < 0,07 
 < 1% 

CHH < 0,05 < 0,05 < 0,05 

 

 

 

 

 

 

Table S3: DMRs list of OGvsSD and OGvsYG comparisons, including Gene- and TE-DMRs. File deposited on GEO 

with the following accession number GSE138377 

 

Table S4: DETs list of OGvsSD and OGvsYG comparison. Excel file available in additional information (named: 

“Supp_Tab_S4”) 

 

Table S5: DTG- and DTTE-DMRs list of OGvsSD and OGvsYG comparisons. Excel file available in additional 

information (named: “Supp_Tab_S5”) 
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Table S6  Functional classes found in enrichment analysis on Mapman software. In blue are indicated the number 

of DTGs up-regulated in SD or YG compare to OG, down-regulated ones are in red. “p-value” corresponds to the p-

value obtained in the enrichment analysis and corrected by the BH method. 

Category name Bincode 

OGvsSD OGvsYG Commons 

Do

wn 
Up p-value 

Dow

n 
Up p-value 

Dow

n 
Up other p-value 

Coenzyme metabolism 7 0 19 2.56E-05    1 3  1.59E-02 

Secondary metabolism / terpenoids 9.1 2 11 5.43E-03        

SECONDARY METABOLISM / PHENOLICS /  

P-COUMAROYL-COA SYNTHESIS 
9.2.1    0 2 7.50E-03     

Chromatin organization 12 19 3 2.48E-05 1 14 6.03E-03     

Cell cycle 13    5 39 9.05E-04     

Rna biosynthesis / transcriptional activation / SBP transcription 

factor 
15.7.18 8 0 3.37E-03        

Rna biosynthesis / organelle machineries 15.9       1 5  1.50E-02 

RNA processing 16    5 30 3.53E-03     

Protein biosynthesis 17 9 40 3.17E-03 5 29 2.90E-04 5 53  4.07E-12 

Protein modification / phosphorylation /  

TKL kinase superfamily 
18.8.1       1 9 1 6.55E-03 

Protein degradation / peptide tagging 19.4 18 15 7.94E-03 16 7 5.10E-04     

Protein degradation / peptidase families / serine-type peptidase 

activities 
19.5.2       1 9 1 8.33E-04 

Cytoskeleton 20    1 20 1.04E-06     

Cell wall 21    13 0 1.58E-05     

Protein translocation / chloroplast / thylakoid membrane SRP 

insertion system 
23.1.7       1 7 1 1.50E-02 

Solute transport 24    16 1 3.12E-06     

Enzyme classification 50 30 84 4.24E-03 31 25 7.32E-03     

Not assigned 35    235 617 7.50E-03 122 252 14 1.17E-02 
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Table S7  Count of DTG-DMRs in OGvsSD and OGvsYG comparisons. Here we included the unclassified gene 

class “35” not present in figure 6. Hypo- or hypermethylated in SD or YG compare to OG 

 

  OG vs SD OG vs YG 

Context localization Hypomethylated Hypermethylated ∑ Hypormethylated Hypermethylated ∑ 

CHH 

head 1394 55 1449 406 261 667 

body 295 21 316 137 70 207 

tail 684 31 715 228 137 365 

CHG 

head 0 2 2 0 3 3 

body 1 5 6 0 2 2 

tail 0 4 4 0 3 3 

CG 

head 1 5 6 0 7 7 

body 3 4 7 0 4 4 

tail 1 4 5 0 10 10 

 ∑ 2379 131 2510 771 497 1268 

 

 

 

 

Table S8  Count of DTTE-DMRs in CHH context in OGvsSD and OGvsYG comparisons.    Hypo- or hyper-

methylated in SD or YG compare to OG 

  OG vs SD OG vs YG 

Context localization Hypomethylated Hypermethylated ∑ Hypomethylated Hypermethylated ∑ 

CHH 

head 0 0 0 0 0 0 

body 115 22 137 153 113 266 

tail 10 1 11 5 6 11 

CHG 

head 0 0 0 0 0 0 

body 0 3 3 1 28 29 

tail 0 0 0 1 0 1 

CG 

head 0 0 0 0 0 0 

body 1 6 7 1 22 23 

Tail 0 0 0 0 1 1 

 ∑ 126 32 158 161 170 331 
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 Annexes Chapitre I 

Annexe 1 : protocole de fixation et d’inclusion d’échantillon biologique (Source : Imac – IRHS). 
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Annexe 3: Figure 3.4 issu de la thèse de Daccord (2018)  
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 Annexes Chapitre II 

Annexe 4 : Protocole l’électroporation d’Agrobacterium tumefaciens compétentes utilisé. Protocole 

provenant de l’IRHS (ANGERS). 

 



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   199 

 

 
 



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   200 

Annexe 5: composition de différents milieux de culture utilisés pour la culture in vitro du 

pommier. Composition adapté de Murashige and Skoog (1962). * on peut employer la 
poudre MS pour l'entretien des collections. ** on peut employer du sucre ordinaire pour 

l'entretien des collections 

Milieu de 

micropropagation 

POM 

"classique" "classique" variante 

"L" 

variante 

"D" 

variante "A" 

Quantités pour 1 l de 

milieu 

concentration 

finale en mg/l 

à partir de 

poudre MS*  

milieu L à 

partir de 

solutions 

mères 

milieu D à 

partir de 

solutions 

mères 

milieu A à partir 

de solutions 

mères "milieu 

plantes albinos" 

Macro éléments MS 

(Murashige et al., 

1962) 

     

KNO3 1900 4,4 g/l 50 ml 50 ml 50 ml 

NH4NO3 1650 

MgSO4,7H2O 370 

KH2PO4 170 

CaCl2.2H2O         440 

Micro éléments MS 

(Murashige et al., 

1962) 

    

MnSO4,H2O 22.3 1 ml 1 ml 1 ml 

ZnSO4,7H2O 8.6 

H3BO3 6.2 

KI 0.83 

CoCl2,6H2O 0.025 

CuSO4,5H2O 0.025 

Na2MoO4,2H2O 0.25 

EDFS ( =Fer-EDTA) 42.11 5 ml 5 ml 5 ml 

Vitamines et acides 

aminés MS (Murashige 

et al., 1962) 

    

Myo-inositol 100 10 ml 10 ml 10 ml 

Pyridoxine 0.5 1 ml 1 ml 1 ml 

Acide nicotinique 0.5 

Thiamine 0.1 

Glycine 2 

BAP 0.5 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 

AIB 0.1 0,1 ml 0,1 ml   0,1 ml 
 

g/l g/l g/l g/l g/l 

Saccharose** 30 30 30     

Sucrose         15 

Glucose       15   

Fructose       15   

Sorbitol         15 

European 

microbiological agar 

(labo CONDA) 

7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 

Ajustement du pH 5.75 
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Annexe 6: liste des amorces de la thèse 

Numéro 
de 
l’amorce 

Nom de l’amorce Séquence de l’amorce 
Génome 
source 
Ou source 

Gène ou 
transposon 
ciblé 

1 CRISPR_MET1_MD02-F GGGGGGGAGTACTATTTAAATAAT 
GDDH13 MD02G1115100 

2 CRISPR_MET1_MD02-R CGCTCCATCAATCTCCCATGG 

3 CRISPR_MET1_MD15-F TGAGGAGGAAGCTAATGGTGA 
GDDH13 MD15G1231100 

4 CRISPR_MET1_MD15-R CTTGTTTCATACATATACTCCACAT 

5 pHODOR_F CCCAAAAGGTTGCAAGGTAGTG 

GDDH13 HODOR 
6 pHODOR_R AACCGAGAGTGATCTTCGGTG 

7 pLTR-HODOR_F CTTCGAACGTCAAGCCCATTG 

8 pLTR-HODOR_R CCCAAAGAGAGGGCCTTCATT 

9 EF1α-F CTCTTGGTGTCAGGCAAAT M. domestica 
Borkh, Gala 
Respom 

AJ223969 
10 EF1α-R TCAAGGTTGGTGGACCTCT 

13 Agro_F (UF) GTAAGAAGCGAACGCAGGGAACT Agrobacterium 

tumefaciens 

Equipe Respom 

sous-unité 23S de 
l’ARN ribosomique 
d’Agrobacterium 
tumefaciens 14 Agro_R (B1R) GACAATGACTGTTCTACGCGTAA 

15 NPTII_F (owb24) GAGGCTATTCGGCTATGACTG 
Equipe Respom 

gène de résistance 
à la kanamycine 16 NPTII_R (owb25) ATCGGGAGCGGCGATACCGTA 

17 pDECas9Kr-F AGCTCCCTAGGCCTGTTATC 
Equipe  
Respom 

Vérification de 
l’insertion de la 
cassette des gRNA 
dans pDECas-kr 
par gateway 

18 pDECas9Kr-R CTAGGCTGGATCGGAATTATCG 

19 pDONR207_F TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC Equipe 
Respom 

Vérification de 
l’insertion de la 
cassette des gRNA 
dans pDonR207 
par gateway 20 pDONR207_R GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC 

21 Cas9_F ACCACCTCAGAAAGAAGCTCG 

pDECas9-kr 

Vérification de 
l’insertion de la 
Cas9 in planta 22 Cas9_R CCTTGGTGATCTCGGTGTTCA 

23 Cas9-840_F GATTACGATGTTGATCATATCGTGCCACAGTC 
Modification des 
nucléotides CA en 
GC en position 
2518 de la Cas9 24 Cas9-840_R GACTGTGGCACGATATGATCAACATCGTAATC 

25 Cas9-10_F TTCGGCGCGCCATGGATAAGAAGTACTCTATCGGACTCGATATCGG 
Modification du 
nucléotide A en C 
en position 28 de 
la Cas9 26 Cas9-10_R CCGATAGCGAGTCCGATAGAGTACTTCTTATCCATGGCGCGCCGAA 

27 Cas9_840_BsaI_R CGATGTTGATCATATCGTGCCACAGTCATTC 
Amplification 
Fragment 1 

28 Cas9_840_BasI_F TGTGGCACGATATGATCAACATCGTAATCAG 
Amplification 
Fragment 2 

29 Cas9_End_R CTCGGCGCGCCTCAAACCTTC  

30 DeadCas9_BsaI_F CGGTCTCCATGGATAAGAAGTACTCTATCGG DeadCas9 

31 HSP-DRM2_F CGGTACCCAATTGTTTAAGAG 
Construction synthétisé HSP-DRM2 

32 HSP-DRM2_R GAATTCGGGTCTCGCCATAC 

33 DeadCas9_EcoRI_F TTTGAATTCATGGATAAGAAGTACTCTATCGG pDECas9-kr DeadCas9 

34 Cas9_1_F CATGGATAAGAAGTACTCTATCGG  

Vérifier séquence 
de la deadCas9 et 
et mutation des 
nucléases 

35 Cas9_2_R TTGAGCTTCACGAGGAGTTCC  

36 Cas9_3_F ATCGATGGTGGTGCATCTCAA  

37 Cas9_4_R CCCTTCTGAGTGGTCTGGTTC  

38 Cas9_5_F TGAGTTGGTGAAGGTGATGGG  

39 Cas9_6_R TAACGATGTTCACCTGTGGCA  

40 Cas9_1_F CGAGACAAACGGTGAAACAGG  

41 dCas9_SwaI-ApaI_F AAAATTTAAATTTTGGGCCCATGGATAAGAAGTACTCTAT  Réalisation du 
protocole figure 
3.2.2 

42 SwaI-HSP-DRM2_F AAAATTTAAATTTTAAGAGATAGAATTTAAA  

43 HSP-DRM2-ApaI_R TTTGGGCCCGAAAGGCTATTGGAAAGAGA  

44 
Ligation_DRM2-
deadCas9_F 

GGTAAGCCGAGTTGGTCTTGA   

45 
Ligation_DRM2-
deadCas9_R 

TAGCCTCAGCAGTTTCACCAG   
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Annexe 7 : liste des méthyltransférases identifié sur la V1.0 du génome de référence 
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Annexe 8 : liste des crRNA  et des « offtarget » détecter avec le logiciel CRISPOR. Tableau 1 : liste des 

crRNA possibles sur MD15G1231100 (uniquement ceux avec les meilleurs scores (vert sur CRISPOR 

Tefor)). En jaune les deux crRNA sélectionné. Tableau 2 : liste des off-target pour les deux crRNA 

sélectionnés sur MD15G1231100. Tableau 3 : liste des crRNA possibles sur MD02G1115100 (uniquement 

ceux avec les meilleurs scores (vert sur CRISPOR Tefor)). En jaune les deux crRNA sélectionné. Tableau 

4 : liste des off-target pour les deux crRNA sélectionnés sur MD02G1115100.  
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Annexe 9: Protocole pour réaliser une mutation sur un plasmide par amplification complète 
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Annexe 10: Protocole pour réaliser deux mutations sur un plasmide via un golden gate 
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Annexe 11: Protocole de pour produire des bactéries électro-compétentes à partir de bactéries thermo-

compétentes ou portant la résistance au gène de sélection ccdb.  
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Annexe 12: séquence de la deadCas9 

> DeadCas9 attendue 

> SNP trouvés au séquençage 

 

TTCGGCGCGCCATGGATAAGAAGTACTCTATCGGACTCGCTATCGGAACTAACTCTGTGGGATGGGCTGTGATCACCGATGAGTACA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGGTGCCATCTAAGAAGTTCAAGGTTCTCGGAAACACCGATAGGCACTCTATCAAGAAAAACCTTATCGGTGCTCTCCTCTTCGATT 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

CTGGTGAAACTGCTGAGGCTACCAGACTCAAGAGAACCGCTAGAAGAAGGTACACCAGAAGAAAGAACAGGATCTGCTACCTCCAAG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGATCTTCTCTAACGAGATGGCTAAAGTGGATGATTCATTCTTCCACAGGCTCGAAGAGTCATTCCTCGTGGAAGAAGATAAGAAGC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

ACGAGAGGCACCCTATCTTCGGAAACATCGTTGATGAGGTGGCATACCACGAGAAGTACCCTACTATCTACCACCTCAGAAAGAAGC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

TCGTTGATTCTACTGATAAGGCTGATCTCAGGCTCATCTACCTCGCTCTCGCTCACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTCATCG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGGGTGATCTCAACCCTGATAACTCTGATGTGGATAAGTTGTTCATCCAGCTCGTGCAGACCTACAACCAGCTTTTCGAAGAGAACC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

CTATCAACGCTTCAGGTGTGGATGCTAAGGCTATCCTCTCTGCTAGGCTCTCTAAGTCAAGAAGGCTTGAGAACCTCATTGCTCAGC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

TCCCTGGTGAGAAGAAGAACGGACTTTTCGGAAACTTGATCGCTCTCTCTCTCGGACTCACCCCTAACTTCAAGTCTAACTTCGATC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

TCGCTGAGGATGCAAAGCTCCAGCTCTCAAAGGATACCTACGATGATGATCTCGATAACCTCCTCGCTCAGATCGGAGATCAGTACG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

CTGATTTGTTCCTCGCTGCTAAGAACCTCTCTGATGCTATCCTCCTCAGTGATATCCTCAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCTC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

CACTCTCAGCTTCTATGATCAAGAGATACGATGAGCACCACCAGGATCTCACACTTCTCAAGGCTCTTGTTAGACAGCAGCTCCCAG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGAAGTACAAAGAGATTTTCTTCGATCAGTCTAAGAACGGATACGCTGGTTACATCGATGGTGGTGCATCTCAAGAAGAGTTCTACA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGTTCATCAAGCCTATCCTCGAGAAGATGGATGGAACCGAGGAACTCCTCGTGAAGCTCAATAGAGAGGATCTTCTCAGAAAGCAGA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

GGACCTTCGATAACGGATCTATCCCTCATCAGATCCACCTCGGAGAGTTGCACGCTATCCTTAGAAGGCAAGAGGATTTCTACCCAT 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

TCCTCAAGGATAACAGGGAAAAGATTGAGAAGATTCTCACCTTCAGAATCCCTTACTACGTGGGACCTCTCGCTAGAGGAAACTCAT 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGATTCGCTTGGATGACCAGAAAGTCTGAGGAAACCATCACCCCTTGGAACTTCGAAGAGGTGGTGGATAAGGGTGCTAGTGCTCAG 

--------------------------------------------A------------------------------------------ 

 

TCTTTCATCGAGAGGATGACCAACTTCGATAAGAACCTTCCAAACGAGAAGGTGCTCCCTAAGCACTCTTTGCTCTACGAGTACTTC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

ACCGTGTACAACGAGTTGACCAAGGTTAAGTACGTGACCGAGGGAATGAGGAAGCCTGCTTTTTTGTCAGGTGAGCAAAAGAAGGCT 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

ATCGTTGATCTCTTGTTCAAGACCAACAGAAAGGTGACCGTGAAGCAGCTCAAAGAGGATTACTTCAAGAAAATCGAGTGCTTCGAT 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

TCAGTTGAGATTTCTGGTGTTGAGGATAGGTTCAACGCATCTCTCGGAACCTACCACGATCTCCTCAAGATCATTAAGGATAAGGAT 

--------------------------------------------------------------------------G------------ 
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TTCTTGGATAACGAGGAAAACGAGGATATCTTGGAGGATATCGTTCTTACCCTCACCCTCTTTGAAGATAGAGAGATGATTGAAGAA 

-----------G---------------------------------------------------------------C----------- 

 

AGGCTCAAGACCTACGCTCATCTCTTCGATGATAAGGTGATGAAGCAGTTGAAGAGAAGAAGATACACTGGTTGGGGAAGGCTCTCA 

----------------------------------------------------------------------------------G---- 

 

AAGAAAGCTCATTAACGGAATCAGGGATAAGCAGTCTGGAAAGACAATCCTTGATTTCCTCAAGTCTGATGGATTCGCTAACAGAAA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

CTTCATGCAGCTCATCCACGATGATTCTCTCACCTTTAAAGAGGATATCCAGAAGGCTCAGGTTTCAGGACAGGGTGATAGTCTCCA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

TGAGCATATCGCTAACCTCGCTGGATCTCCTGCAATCAAGAAGGGAATCCTCCAGACTGTGTGAAGGTTGTGGATGAGTTGGTGAAG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

GTGATGGGAAGGCATAAGCCTGAGAACATCGTGATCGAAATGGCTAGAGAGAACCAGACCACTCAGAAGGGACAGAAGAACTCTAGG 

--------------------------------------------------------C------------------------------ 

 

GAAAGGATGAAGAGGATCGAGGAAGGTATCAAAGAGCTTGGATCTCAGATCCTCAAAGAGCACCCTGTTGAGAACACTCAGCTCCAG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AATGAGAAGCTCTACCTCTACTACCTCCAGAACGGAAGGGATATGTATGTGGATCAAGAGTTGGATATCAACAGGCTCTCTGATTAC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

GATGTTGATGCTATCGTGCCACAGTCATTCTTGAAGGATGATTCTATCGATAACAAGGTGCTCACCAGGTCTGATAAGAACAGGGGT 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AAGAGTGATAACGTGCCAAGTGAAGAGGTTGTGAAGAAAATGAAGAACTATTGGAGGCAGCTCCTCAACGCTAAGCTCATCACTCAG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGAAAGTTCGATAACTTGACTAAGGCTGAGAGGGGAGGACTCTCTGAATTGGATAAGGCAGGATTCATCAAGAGGCAGCTTGTGGAA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

ACCAGGCAGATCACTAAGCACGTTGCACAGATCCTCGATTCTAGGATGAACACCAAGTACGATGAGAACGATAAGTTGATCAGGGAA 

----------------------------------------------------T---------------------------------- 

 

GTGAAGGTTATCACCCTCAAGTCAAAGCTCGTGTCTGATTTCAGAAAGGATTTCCAATTCTACAAGGTGAGGGAAATCAACAACTAC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

CACCACGCTCACGATGCTTACCTTAACGCTGTTGTTGGAACCGCTCTCATCAAGAAGTATCCTAAGCTCGAGTCAGAGTTCGTGTAC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

GGTGATTACAAGGTGTACGATGTGAGGAAGATGATCGCTAAGTCTGAGCAAGAGATCGGAAAGGCTACCGCTAAGTATTTCTTCTAC 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

ACTCTAACATCATGAATTTCTTCAAGACCGAGATTACCCTCGCTAACGGTGAGATCAGAAAGAGGCCACTCATCGAGACAAACGGTG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AAACAGGTGAGATCGTGTGGGATAAGGGAAGGGATTTCGCTACCGTTAGAAAGGTGCTCTCTATGCCACAGGTGAACATCGTTAAGA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AAACCGAGGTGCAGACCGGTGGATTCTCTAAAGAGTCTATCCTCCCTAAGAGGAACTCTGATAAGCTCATTGCTAGGAAGAAGGATT 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

GGGACCCTAAGAAATACGGTGGTTTCGATTCTCCTACCGTGGCTTACTCTGTTCTCGTTGTGGCTAAGGTTGAGAAGGGAAAGAGTA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGAAGCTCAAGTCTGTTAAGGAACTTCTCGGAATCACTATCATGGAAAGGTCATCTTTCGAGAAGAACCCAATCGATTTCCTCGAGG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

CTAAGGGATACAAAGAGGTTAAGAAGGATCTCATCATCAAGCTCCCAAAGTACTCACTCTTCGAACTCGAGAACGGTAGAAAGAGGA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

TGCTCGCTTCTGCTGGTGAGCTTCAAAAGGGAAACGAGCTTGCTCTCCCATCTAAGTACGTTAACTTTCTTTACCTCGCTTCTCACT 

--------------------------------------------------------------------------------------- 
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ACGAGAAGTTGAAGGGATCTCCAGAAGATAACGAGCAGAAGCAACTTTTCGTTGAGCAGCACAAGCACTACTTGGATGAGATCATCG 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGCAGATCTCTGAGTTCTCTAAAAGGGTGATCCTCGCTGATGCAAACCTCGATAAGGTGTTGTCTGCTTACAACAAGCACAGAGATA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

AGCCTATCAGGGAACAGGCAGAGAACATCATCCATCTCTTCACCCTTACCAACCTCGGTGCTCCTGCTGCTTTCAAGTACTTCGATA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

CAACCATCGATAGGAAGAGATACACCTCTACCAAAGAAGTGCTCGATGCTACCCTCATCCATCAGTCTATCACTGGACTCTACGAGA 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

CTAGGATCGATCTCTCACAGCTCGGTGGTGATTCAAGGGCTGATCCTAAGAAGAAGAGGAAGGTTTGAGGCGCGCCGAG 

------------------------------------------------------------------------------- 

 

 

 

 

  



  PERRIN Adrien |Transmission des marques épigénétiques chez le pommier   216 

Annexe 13 : Schéma du plasmide pDE-Cas9-kr avec les sites de restrictions problématiques indiqués en 

rouge. Les sites attendus sont indiqués en vert. 
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R
É
S

U
M

É
 Par son mode de propagation clonale (greffage), le pommier est un modèle intéressant pour les 

études épigénétiques. On observe en effet, une variabilité phénotypique au sein d’une même 

variété, suggérant une contribution de mécanismes épigénétiques. Au début de cette thèse les 
mécanismes de transmission de marqueurs épigénétiques, tel que la méthylation de l’ADN, 
étaient encore peu étudié chez les plantes pérennes. Pour mieux comprendre comment les 
marques épigénétiques sont transmises et contribuent à des traits phénotypiques, nous avons 
défini deux axes de recherche principaux: (i) En utilisant la technologie CRISPR-Cas9 nous 

avons créé des lignées de pommier afin d’obtenir une diminution systématique de la 
méthylation de l’ADN. (ii) Afin d'évaluer la transmission des marques épigénétiques lors de la 
reproduction sexuée et asexuée, nous avons comparé les épigénomes d’arbres adultes, de 
greffons et de semis obtenus par autofécondation sur une lignée modèle double-haploïde. Les 
analyses à l’échelle de génomes complets ont montré une absence de modification globale au 
niveau de la méthylation de l’ADN entre un arbre adulte, un greffon et un semis de pommier. 
Cependant nous avons détecté des régions spécifiques présentant une différence de méthylation 

de l’ADN (DMRs). Fait intéressant, nous avons détecté plus de DMRs entre le semis et le greffon 
ou l'arbre qu’entre l'arbre et le greffon, ce qui suggère que l'arbre et le greffon sont plus proche 
au niveau épigénétique. Nos résultats de phénotypage, d’analyses transcriptomique et de 
méthylome confirment la différence entre arbre adulte et semis. Mais également que les 

greffons sont à l’interface entre juvénilité et maturité. 
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 Thanks to its clonal propagation (grafting), apple tree is an interesting model for epigenetic 

studies. Indeed, phenotypic variability can be observed within the same variety, suggesting a 
potential contribution of epigenetic mechanisms. At the beginning of this thesis, the 
mechanisms of transmission of epigenetic marks, such as DNA methylation, were still little 
studied in perennial plants. To better understand how epigenetic marks are transmitted and 
contribute to phenotypic traits, we have defined two main axes of research: (i) Using CRISPR-

Cas9 technology we have created apple mutant lines in order to obtain a systematic decrease in 
DNA methylation. (ii) In order to assess the transmission of epigenetic marks during sexual and 

asexual reproduction, we compared the epigenomes of adult trees, grafts and seedlings 
obtained by self-fertilization on a model doubled-haploid line. Analyses at the whole epigenome 
level indicated that there is no overall change in DNA methylation between an adult tree, a 
grafted tree and an apple seedling. However, we were able to detect specific regions that are 
differentially methylated (DMRs). Interestingly, more DMRs were detected between seedlings 
and grafted tree or adult tree than between the tree and grafted tree, suggesting that the tree 

and grafted tree are closer epigenetically. Our phenotypic, transcriptomic and methylome 
analysis results confirm the difference between adult trees and seedlings. They also confirm that 
grafted tree is at the interface between juvenility and maturity. 
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Titre :  Transmission des marques épigénétiques lors de la multiplication sexuée et de la 

propagation asexuée chez le pommier (Malus domestica) 

Mots clés :  Malus domestica, Plante pérenne , Méthylation de l’ADN, Multiplication sexuée , Propagation 
asexuée, CRISPR-Cas9 ,Transformation in vitro 

Résumé :  Par son mode de propagation clonale 
(greffage), le pommier est un modèle intéressant pour 
les études épigénétiques. On observe en effet, une 
variabilité phénotypique au sein d’une même variété, 
suggérant une contribution de mécanismes 
épigénétiques. Au début de cette thèse les 
mécanismes de transmission de marqueurs 
épigénétiques, tel que la méthylation de l’ADN, 
étaient encore peu étudié chez les plantes pérennes. 
Pour mieux comprendre comment les marques 
épigénétiques sont transmises et contribuent à des 
traits phénotypiques, nous avons défini deux axes de 
recherche principaux: (i) En utilisant la technologie 
CRISPR-Cas9 nous avons créé des lignées de 
pommier afin d’obtenir une diminution systématique 
de la méthylation de l’ADN. (ii) Afin d'évaluer la 
transmission des marques épigénétiques lors de la 
reproduction sexuée et asexuée, nous avons   

comparé les épigénomes d’arbres adultes, de 
greffons et de semis obtenus par autofécondation 
sur une lignée modèle double-haploïde. Les 
analyses à l’échelle de génomes complets ont 
montré une absence de modification globale au 
niveau de la méthylation de l’ADN entre un arbre 
adulte, un greffon et un semis de pommier. 
Cependant nous avons détecté des régions 
spécifiques présentant une différence de méthylation 
de l’ADN (DMRs). Fait intéressant, nous avons 
détecté plus de DMRs entre le semis et le greffon ou 
l'arbre qu’entre l'arbre et le greffon, ce qui suggère 
que l'arbre et le greffon sont plus proche au niveau 
épigénétique. Nos résultats de phénotypage, 
d’analyses transcriptomique et de méthylome 
confirment la différence entre arbre adulte et semis. 
Mais également que les greffons sont à l’interface 
entre juvénilité et maturité. 

 

Title : Epigenetics marks transmission during sexual and asexual propagation in apple 

(Malus domestica) 

Keywords : Malus domestica, perennial plant, DNA methylation , Sexual multiplication, asexual propagation; 
CRISPR-Cas9, In vitro transformation  

Abstract : Thanks to its clonal propagation (grafting), 
apple tree is an interesting model for epigenetic 
studies. Indeed, phenotypic variability can be 
observed within the same variety, suggesting a 
potential contribution of epigenetic mechanisms. At 
the beginning of this thesis, the mechanisms of 
transmission of epigenetic marks, such as DNA 
methylation, were still little studied in perennial plants. 
To better understand how epigenetic marks are 
transmitted and contribute to phenotypic traits, we 
have defined two main axes of research: (i) Using 
CRISPR-Cas9 technology we have created apple 
mutant lines in order to obtain a systematic decrease 
in DNA methylation. (ii) In order to assess the 
transmission of epigenetic marks  during sexual and 
asexual reproduction, we compared the epigenomes 
of adult trees, grafts and seedlings obtained 

by self-fertilization on a model doubled-haploid line. 
Analyses at the whole epigenome level indicated that 
there is no overall change in DNA methylation 
between an adult tree, a grafted tree and an apple 
seedling. However, we were able to detect specific 
regions that are differentially methylated (DMRs). 
Interestingly, more DMRs were detected between 
seedlings and grafted tree or adult tree than between 
the tree and grafted tree, suggesting that the tree 
and grafted tree are closer epigenetically. Our 
phenotypic, transcriptomic and methylome analysis 
results confirm the difference between adult trees 
and seedlings. They also confirm that grafted tree is 
at the interface between juvenility and maturity. 
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