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RESUME 

 
La plasticité phénotypique est la capacité d’un génotype à produire des phénotypes distincts 

en réponse à des environnements fluctuants, comme la température, la présence de 

prédateurs ou la durée du jour. Cela permet aux individus de s’adapter à leur milieu 

changeant. Par ailleurs, la plasticité phénotypique peut faciliter l’évolution en augmentant 

la gamme de phénotypes produits par un individu.  

Pour étudier les mécanismes de la plasticité phénotypique, le laboratoire dans lequel j’ai 

effectué ma thèse utilise comme modèle la pigmentation abdominale des femelles 

Drosophila melanogaster, qui est sensible à la température.  Les études précédentes du 

laboratoire ont permis de commencer à reconstruire le réseau de gènes impliqué dans la 

pigmentation abdominale et sa plasticité. On y retrouve en particulier le gène tan codant 

pour une enzyme de la pigmentation ainsi que deux de ses régulateurs, le facteur de 

transcription Bab1 et l’histone méthyl-transférase Trx déposant la marque d’histone 

activatrice H3K4me3. L’expression de tan ainsi que le niveau de H3K4me3 sur son 

promoteur sont modulés par la température. Pour compléter ce réseau, un crible génétique 

réalisé avant mon arrivée a permis d’identifier de nouveaux régulateurs transcriptionnels 

et chromatiniens impliqués dans l'établissement de la pigmentation. 

Au cours de ma thèse, je me suis intéressé au rôle de deux de ces régulateurs : la lysine-

déméthylase Lid (Little imaginal disc) effaçant la marque H3K4me3 et l’histone méthyl-

transférase Grappa (Gpp) déposant la marque activatrice H3K79me3. 

J’ai ainsi confirmé, par des expériences génétiques et moléculaires, que lid et gpp régulent la 

pigmentation et j’ai identifié les gènes de synthèse des pigments médiant leurs effets. De 

façon remarquable, gpp joue des rôles opposés sur la pigmentation en régulant des gènes de 

pigmentation distincts à différents stades du développement. De son côté, lid a un rôle plus 

simple d’activateur de la pigmentation via la régulation de tan. J’ai également montré que le 

complexe chromatinien DotCom, dont Grappa est l’unité catalytique, est impliqué dans la 



 

plasticité thermique de la pigmentation. Enfin, j’ai généré et analysé les transcriptomes 

d’épidermes abdominaux d’individus sous-exprimant lid ou trx. J’ai ainsi montré que Lid est 

impliquée dans la régulation de bab1. J’ai également identifié de nouveaux gènes candidats 

impliqués dans le réseau. Parmi ces candidats, je me suis focalisé sur deux gènes impliqués 

dans la voie de biosynthèse des piRNA, piwi et aub, qui sont tous deux régulés positivement 

par lid et trx. J’ai montré qu’ils sont impliqués dans la pigmentation et que leur expression 

est modulée par la température. Mes travaux ont donc permis d’identifier de nouveaux 

composants du réseau de gènes médiant la plasticité thermique de la pigmentation et 

ouvrent de nouvelles perspectives sur les rôles de membres de la voie des piRNA dans le 

soma. 

 

ABSTRACT 

 

Phenotypic plasticity is the genotype's ability to produce distinct phenotypes in response to 

fluctuating environments, such as temperature, predator presence, or day length. This 

allows individuals to adapt to their changing surroundings. Additionally, phenotypic 

plasticity can facilitate evolution by increasing the range of phenotypes produced by an 

individual. 

To study the mechanisms of phenotypic plasticity, the laboratory where I conducted my 

thesis research uses the abdominal pigmentation of female Drosophila melanogaster as a 

model, which is sensitive to temperature. Previous studies in the lab have begun to 

reconstruct the gene network involved in abdominal pigmentation and its plasticity. This 

includes tan, encoding a pigmentation enzyme, as well as two of its regulators: the 

transcription factor Bab1 and the histone methyltransferase Trx, which deposits the 

activating histone mark H3K4me3. The expression of tan and the level of H3K4me3 on its 

promoter are both influenced by temperature. In addition to this network, a genetic screen 



 

conducted before my arrival in the lab identified new transcriptional and chromatin 

regulators involved in pigmentation establishment. 

During my thesis, I focused on the role of two of these regulators: the lysine demethylase 

Lid (Little imaginal disc), which erases the H3K4me3 mark, and the histone 

methyltransferase Grappa (Gpp), which deposits the activating mark H3K79me3. Through 

genetic and molecular experiments, I confirmed that lid and gpp regulate pigmentation and  

I identified the pigment synthesis genes mediating their effects. Interestingly, gpp plays 

opposite roles in pigmentation regulation by controlling distinct pigmentation genes at 

different stages of development. On the other hand, lid has a more straightforward role as 

an activator of pigmentation through the regulation of tan. I also demonstrated that the 

chromatin complex DotCom, of which Grappa is the catalytic unit, is involved in the thermal 

plasticity of pigmentation. Finally, I generated and analyzed the transcriptomes of 

abdominal epidermis from individuals underexpressing lid or trx. This revealed that Lid is 

involved in the regulation of bab1. I also identified new candidate genes involved in the 

network. Among these candidates, I focused on two genes involved in the piRNA 

biosynthesis pathway, piwi and aub, both of which are positively regulated by lid and trx. I 

showed that they are involved in pigmentation and that their expression is temperature-

dependent. Therefore, my work identified new components of the gene network mediating 

thermal plasticity of pigmentation and opens up new perspectives on the roles of members 

of the piRNA pathway in the soma. 
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Introduction 
 

Chapitre 1 - Chromatine et environnement  
 

L’histoire de la chromatine débute dans les années 1880. Walther Flemming, qui travaille 

sur la division du noyau des cellules, utilise pour la première fois le terme chromatine pour 

décrire la substance qui se trouve dans ce noyau (Flemming, 1882). Au début de la seconde 

moitié du XXème siècle, plusieurs travaux ont permis une importante avancée dans la 

compréhension du rôle de la chromatine et sa structure. Ces travaux concernent la 

découverte de la structure de l’ADN (Watson et Crick, 1953), la composition de lachromatide 

en une molécule d’ADN continue (Gall, 1963), le fractionnement des histones (Johns et al., 

1969) ainsi que la possibilité de préparer des molécules de chromatine solubles (Zubay et 

Doty, 1959). En 1974, deux laboratoires montrent l’existence d’une interaction entre les 

histones qui composent le « cœur » de la sous-unité de la chromatine (Anna et Isenberg, 

1974 ; Roark et al., 1974). La même année, un modèle de la structure de la chromatine est 

proposé : environ 200 paires de base d’ADN forment un complexe avec quatre paires 

d’histones. L’année suivante, le terme de nucléosome apparait pour décrire cette sous-unité 

de la chromatine (Oudet et al., 1975). L’analyse en 1997 par cristallographie du nucléosome 

montre qu’il est composé de quatre paires d’histones entourées de 146-147 bases d’ADN 

(Luger et al., 1997). Aujourd’hui, on définit la chromatine comme une macromolécule dont 

l’unité de base est le nucléosome : un segment d’ADN de 146 paires de bases enroulé autour 

d’un octamère d’histones ((H2A-H2B-H3-H4)x2). La chromatine constitue le support de 

l’information génétique. Son état est très régulé et cette régulation est essentielle pour de 

nombreux processus cellulaires et moléculaires. 
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I) Structure de la chromatine 

Chez les eucaryotes, le génome nucléaire contient la majorité de l’information génétique.  Ce 

génome est compacté, répliqué et transcrit dans le noyau des cellules. Pour être confiné dans 

le noyau, il doit être parfaitement organisé et condensé. De plus, il doit aussi être fonctionnel 

et permettre l’expression des gènes au bon moment et dans les bons tissus. Le génome 

nucléaire eucaryote est organisé en plusieurs chromosomes de tailles différentes, composés 

d’ADN et de protéines sous la forme de chromatine, qui forme une structure en 3 

dimensions. 

Il existe différents niveaux d’organisation de la chromatine dans le noyau (Figure 1). Tout 

au long de l'interphase, la chromatine de chaque chromosome occupe un espace 

spatialement restreint et non aléatoire dans le noyau : le territoire chromosomique. 

(Cremer and Cremer 2010). Un niveau d’organisation à plus petite échelle correspond aux 

domaines chromatiniens. Ils sont définis comme des régions du génome qui interagissent 

préférentiellement entre elles plutôt qu’avec les régions qui les entourent. On les appelle les 

domaines de topologie associée ou TAD (Dixon et al., 2016). La fibre de chromatine interagit 

avec elle-même pour former des boucles. Il existe des boucles de chromatine de tailles 

différentes allant de quelques kilobases à plusieurs mégabases (Dekker and Misteli, 2015). 

Les frontières des boucles et des TAD sont souvent occupées par des protéines 

architecturales qui se fixent sur des régions d’ADN : les insulateurs (Stadler et al., 2017). Les 

insulateurs sont des bordures ou frontières pouvant bloquer la communication entre des 

éléments de régulation adjacents tels que des enhancers et des promoteurs (Vogelmann et 

al., 2011). Enfin, l’unité de base de la fibre de chromatine est le nucléosome. En 1997, la 

première cristallographie aux rayons X de la structure du nucléosome révèle qu’il est 

composé de 146 paires de bases d’ADN enroulées en super-hélice autour d’un octamère 

d’histones. Celui-ci est constitué de deux molécules de chacune des histones H2A, H2B, H3 
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et H4 (Figure 2) (Luger et al 1997 ; Felsenfeld et al 2003). L’enroulement de la chromatine 

des nucléosomes est stabilisé par l’histone H1 de liaison, dont une molécule se trouve entre 

chaque nucléosome (Fyodorov et al., 2018). Des chaperonnes d’histones se fixent aux 

histones libres et assurent leur assemblage, stockage et renouvellement. Certaines 

chaperonnes sont aussi impliquées dans la mise en place de modifications post-

traductionnelles des histones (Sauer et al., 2018). 

 

Figure 1 : Schéma des différents niveaux d’organisation de la chromatine dans le noyau d’une 

cellule eucaryote. L’ADN est enroulé autour des octamères d’histones pour former le nucléosome, 

qui constitue l’unité de base de la fibre de chromatine. La fibre de chromatine forme ensuite des 

boucles. Elle est repliée en domaines chromatiniens ou TAD. Enfin, chacun des chromosomes occupe 

un espace distinct dans le noyau, les territoires chromosomiques (Misteli, 2020). 
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Figure 2 :  Structure du nucléosome. A) Visualisation par microscopie à électrons (EM) de 

chromatine d’érythrocytes de poulet déplétée en histone H1. On observe l’ADN (flèche rouge) qui 

est lié aux octamères d’histones (flèche bleue) formant une structure en « collier de perles » (Oudet 

et al., 1975). B) Structure cristallographique d’un nucléosome. L’ADN (en gris) est enroulé autour de 

l’octamère d’histones qui est formé de deux molécules des quatre « core » histones H2A, H2B, H3 et 

H4. On observe les extrémités N-terminales des histones ou « queues » des histones qui sortent du 

centre du nucléosome (McGinty et Tan, 2015 ; Luger et al., 1997). 

 

 

La chromatine ne sert pas qu’à la compaction de l’ADN génomique. En effet, la régulation de 

sa structure est impliquée dans de nombreux processus cellulaires comme la réplication, la 

réparation, la transcription et la ségrégation des chromosomes. Un point commun à ces 

processus cellulaires est qu’ils font intervenir des acteurs devant accéder à l’ADN. L’état de 

compaction de la chromatine est donc modulé par différents facteurs afin de permettre 

l’accessibilité à l’ADN. Les fibres de chromatine sont densément fixées par des protéines 

architecturales et la chromatine subit l'action de facteurs de remodelage de la chromatine 

facilitant l’accès de la machinerie transcriptionnelle (Brackley et al., 2016 ; Buckle et al., 

2018). La chromatine est une structure dynamique pouvant exister sous différents états et 

niveaux de compaction.  
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Classiquement, la chromatine est divisée en deux grands états : l’hétérochromatine 

(constitutive ou facultative), qui est très condensée et peu ou pas active 

transcriptionnellement et l’euchromatine, qui est moins condensée et active 

transcriptionnellement (Grewal et Jia, 2007). L’hétérochromatine est localisée 

principalement en périphérie du noyau et autour du nucléole (Lieberman-Aiden et al., 

2009). L’hétérochromatine constitutive est la plus condensée et la moins active 

transcriptionnellement, on la trouve dans des régions riches en séquence répétées, comme 

les régions sub-télomériques et péricentromériques ainsi que  sur les éléments 

transposables (Britten et Kohne, 1968 ; McClintock, 1951). Cette chromatine est 

caractérisée par la marque d’histone H3K9me3. L’hétérochromatine facultative est 

retrouvée notamment sur des gènes qui vont passer d’un état transcriptionnellement actif 

vers un état transcriptionnellement inactif (ou inversement) au cours du développement et 

de la différentiation. Un exemple de répression par la mise en place d’hétérochromatine 

facultative est l’inactivation d’un des deux chromosomes X chez les femelles mammifères 

(Wutz, 2011). L’hétérochromatine facultative est caractérisée par la marque d’histone 

H3K27me3 qui est associée aux protéines du groupe Polycomb (PcG). L’euchromatine est 

caractérisée par une chromatine moins condensée, c’est-à-dire présentant une plus grande 

distance entre les nucléosomes ce qui permet une meilleure accessibilité de la machinerie 

transcriptionnelle. Cette chromatine est active transcriptionnellement, notamment grâce à 

des modifications post-traductionnelles des histones et la présence de variants d’histones 

(Venkatesh et Workman, 2015). 
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II) Principaux acteurs impliqués dans la régulation de la compaction de la chromatine  

 

1) La méthylation de l’ADN 

La méthylation des bases de l’ADN est un mécanisme essentiel intervenant dans la 

régulation de la compaction de la chromatine et de la transcription des gènes. C’est 

notamment le cas de la 5-méthylcytosine (5-mC) (Robertson, 2002), qui peut impacter 

l’accessibilité et la structure de la chromatine. La 5-mC est la méthylation de base la plus 

commune dans le génome et concerne plus de 4% des cytosines dans le génome humain 

(Breiling and Lyko, 2015). Cette modification existe chez de nombreux organismes (plantes, 

mammifères, certains insectes comme l’abeille) mais est absente chez les espèces modèles 

D. melanogaster et C. elegans. Elle est localisée notamment au niveau des îlots CpG, qui sont 

des séquences d’ADN riches en di-nucléotides CG présentes dans certains promoteurs de 

transcription. La méthylation sur les îlots CpG interfère avec la fixation de facteurs de 

transcriptions (Iguchi-Ariga et al., 1989. Prendergast et Ziff 1991) et le positionnement des 

nucléosomes (Huff et Zilbermann, 2014) et induit une répression transcriptionnelle. La 

méthylation 5-mC peut aussi se produire sur des enhancers, réduisant la fixation du facteur 

de transcription TCF4 (Charlet et al., 2016). Pour étudier le rôle de la méthylation de l’ADN 

sur l’accessibilité de la chromatine, le niveau de compaction de la chromatine a été mesuré 

par ATAC-seq chez 18 mutants de la méthylation de l’ADN chez Arabidopsis thaliana. L’effet 

majoritaire observé chez les mutants est une augmentation de l’accessibilité. Ces résultats 

montrent que la méthylation de l’ADN est essentielle pour réguler la compaction de la 

chromatine et son accessibilité (Zhong et al 2021). 
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2) Les remodeleurs de la chromatine  

Les protéines de remodelage de la chromatine ATP-dépendantes se répartissent dans 4 

familles, CHD, SWI/SNF, ISWI et INO80 (Clapier et al., 2017). Ce sont des enzymes qui 

contrôlent la densité et l’espacement des nucléosomes en repositionnant les histones et en 

les échangeant avec des variants d’histones (Figure 3). Les protéines des familles ISWI et 

CHD permettent au pré-nucléosome de maturer en nucléosome octamérique et assurent la 

disposition des nucléosomes à une distance quasiment constante les uns des autres (Fei et 

al., 2015 ; Ito et al., 1997 ; Lusser et al., 2005). Les protéines des familles SWI/SNF peuvent 

déplacer ou éjecter des nucléosomes, ce qui permet l’accessibilité à la chromatine de 

facteurs de transcription, de réparation et de recombinaison (Boeger et al., 2004 ; Wang et 

al., 2018). Les protéines de la famille INO80 permettent de remplacer une histone du 

nucléosome par un variant d’histone. L’ajout d’un variant d’histone peut modifier le 

recrutement ou l’activité de certains facteurs (Goldberg et al., 2010 ; Li et al., 2023). 

 

Figure 3 : Principaux rôles des remodeleurs de la chromatine. A) Les protéines des familles ISWI 

et CHD permettent l’assemblage, la maturation et l’espacement régulier des nucléosomes. B) Les 

protéines de la famille SWI/SNF peuvent repositionner, éjecter ou modifier la composition des 

nucléosomes. C) Les protéines de la famille INO80 peuvent échanger des « core » histones du 

nucléosome avec des variants d’histone (Clapier, 2017). 
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3) Les protéines du groupe Polycomb et Trithorax  

Les protéines du groupe Polycomb (PcG) et du groupe Trithorax (TrxG) sont des régulateurs 

de la structure et de la compaction de la chromatine, très bien conservés au cours de 

l’évolution. Les premiers membres de ces groupes ont été identifiés chez D. melanogaster, 

d’après les phénotypes homéotiques induits par leurs mutations, ce qui a permis de montrer 

qu’ils interviennent dans la régulation de l’expression des gènes Hox (d’après revue Kassis 

et al., 2017). En 1991, la première connexion entre la chromatine et ces acteurs est établie 

avec la mise en évidence d’un domaine d’interaction entre une protéine PcG (Polycomb) et 

la chromatine (Paro et Hogness, 1991). Les protéines PcG et TrxG sont organisées en 

complexes hétéro-multimériques. Les complexes PcG et TrxG ont des actions antagonistes 

sur la compaction de la chromatine et la régulation de la transcription de nombreux gènes: 

les PcG répriment l’activité transcriptionnelle et augmentent la compaction de la 

chromatine (Figure 4), tandis que les TrxG participent à l’activation de la transcription. Ils 

agissent soit par le remodelage de la chromatine, soit par des modifications post-

traductionnelles des histones. En effet, certains résidus des histones peuvent être modifiés 

post-traductionnellement par méthylation, acétylation, phosphorylation ou 

ubiquitinylation. Ces modifications post-traductionnelles (PTM) des histones, aussi 

appelées marques d’histones, sont réversibles et modifient la fixation de protéines à la 

chromatine. Je reviendrai plus en détail sur ces PTM dans un paragraphe suivant. La 

régulation des PTM fait intervenir 3 catégories de protéines: les « writers » qui sont les 

enzymes apposant les PTM, les « readers » qui sont recrutées sur la chromatine grâce à la 

reconnaissance spécifique de certaines PTM, et les « erasers » qui sont des enzymes 
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supprimant des PTM. Un grand nombre de « readers », « writers » et « erasers » font partie 

de complexes PcG et TrxG (d’après revue).  

 

Figure 4 : Compaction de la chromatine par les complexes PcG PRC1, M33 et PRC2. Analyse par 
microscopie à électrons de la compaction d’un réseau de nucléosomes en absence et en présence de 
PRC1, PRC2 et M33, l’homologue chez la souris de PRC1. On observe une condensation du réseau de 
nucléosomes en présence des complexes PcG (Francis et al., 2004 ; Grau et al., 2011). 
 

 a. Les complexes PcG 
 

Les premiers complexes PcG identifiés sont PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1) (Shao 

et al., 1999) et PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) (O’Connel et al., 2001 ; Tie et al., 

2003). PRC1 a une composition canonique et plusieurs variants, PRC2 possède un groupe 

de protéines «core » auquel plusieurs protéines accessoires peuvent être associées. Trois 

autres complexes PcG ont été identifiés ultérieurement, PhoRC, PR-DUB et dRAF (Tableau 

1) (Klymenko et al., 2006; Ayala Alonso et al., 2007). Les PcG sont recrutés au niveau de 

séquences appelées PRE (Polycomb Response Elements) (Brown et al., 1998). Chez la 

Drosophile, le complexe PRC2, recruté sur la chromatine grâce à la protéine Suz12, dépose 

la PTM H3K27me3 grâce à l’histone méthyl-transférase E(z). Cette marque est reconnue par 

le chromodomaine de Polycomb (Pc), un composant de PRC1, permettant ainsi le 
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recrutement de PRC1 (Wang et al., 2004). Un mécanisme alternatif de recrutement des PcG 

concerne une forme variante de PRC1 (PRC1.1) qui dépose la PTM H2A119ub. Celle-ci 

permet le recrutement de PRC2 qui dépose à son tour H3K27me3 et sert de point d’ancrage 

pour le recrutement de PRC1 (Blackledge et al., 2014). Une fois recrutés sur leur locus cible, 

les PcG répriment la transcription en rendant la chromatine inaccessible aux complexes de 

remodelage ATP dépendants (Shao et al., 1999). Les PcG bloquent aussi l’initiation et 

l’élongation de l’ARN polymérase II et inhibent le dépôt de marques activatrices (Zhou et al., 

2008 ; Tie et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11  

 

Complexe 

Protéines composant le complexe 

Fonction connue dans le complexe 

D. melanogaster H. Sapiens 

 

 

PRC1  

cannonique  

 

 

dRing/Sce RING1A/B H2AK119 ubiquitination 

Psc/Suz(2) PCGF1–PCGF6 H2AK119 ubiquitination, oligomérisation 

Pc 
CBX2, CBX4, 

CBX6–CBX8 
Fixation à H3K27me3 

Ph PHC1–PHC3 Oligomérisation/interaction protéine-protéine 

Scm SCMH1/2 Oligomérisation/interaction protéine-protéine 

 

PRC1  non-

cannonique 

 

dRing/Sce RING1A/B H2AK119 ubiquitination 

Psc/Suz(2) PCGF1–PCGF6 H2AK119 ubiquitination, oligomérisation 

dRybp RYBP/YAF2 Fixation à l’ADN 

Kdm2 KDM2A/B Déméthylation de H3K4me3, H3K36me3 et fixation à l’ADN 

Wap DCAF7 Protéine échafaudage 

Wds WDR5 Protéine échafaudage 

PRC2 core 

E(z) EZH1/2 H3K27 méthyl-transférase, fixation aux histones 

Suz(12) SUZ12 Fixation à l’ADN/ARN 

Esc/Escl EED164 Fixation à H3K27me3 

Nurf55/Caf1 RBBP4/7 Fixation à H3K36me3 

PRC2 protéines 

« accessoires » 

Pcl PCL1–PCL3 Fixation à H3K36me3 

Jarid2 JARID2 Fixation à H2Aub et à l’ARN 

Jing AEBP2 Fixation à H2Aub et à l’ADN 

Pho-RC 
Sfmbt  ? 

Fixation à la chromatine (lysines mono- et diméthylées de 

plusieurs histones) 

Pho  ? C2H2 zinc finger 

PR-DUB core 
Calypso BAP1 Ubiquitine H2AK118 C-terminal hydrolase 

Asx ASXL1/2 Fixation à la chromatine 

PR-DUB protéines 

« accessoires » 

FoxK FOXK1/2 Fixation à l’ADN 

Sxc OGT1 O-GlcNAcylation 

Lsd1 KDM1B H3K4me3/2/1 déméthylation 

Sba MBD5/6 Fixation à l’ADN 

dRAF 

Psc/Suz(2) PCGF1–PCGF6 H2AK119 ubiquitination 

dRing/Sce RING1A/B H2AK119 ubiquitination, oligomérisation 

Kdm2 KDM2A/B Déméthylation de H3K4me3, H3K36me3 et fixation à l’ADN 
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Tableau 1 : Les complexes PcG et leurs constituants chez D. melanogaster et H. sapiens, adapté 

de Schuettengruber et al ., 2017 (d’après revue Kassis et al., 2017, Schuettengruber et al., 2017 ; 

Lewis, 1947 ; Margueron et Reinberg, 2010 ; Klymenko et al., 2006 ; Ayala Alonso et al., 2007). 

 

b. Les complexes TrxG 
 

Les complexes TrxG les plus connus sont COMPASS, COMPASS-like, ASH1, SWI/SNF, DotCom 

(Tableau 2). Ils activent la transcription par différents mécanismes dont les PTM des 

histones, le remodelage de la chromatine ATP-dépendant et le recrutement de l’ARN 

polymérase II. Par exemple, le complexe DotCom active la transcription via le dépôt de la 

marque d’histone activatrice H3K79me3. Les mécanismes de recrutement des TrxG sont 

moins connus que ceux des PcG. Chez la drosophile, des complexes TrxG peuvent co-occuper 

des PRE avec des complexes PcG en étant recrutés par les mêmes facteurs de transcription 

(Beisel et al., 2007). Chez l’homme, FOXA1 recrute MLL3 sur les enhancers, ce qui permet 

de déposer les PTM H3K4me1 et H3K4me2 (Jozwik et al., 2016). De plus, un long ARN non 

codant (lncRNA), HOXA, recrute COMPASS en interagissant avec sa sous-unité WDR5 (Yang 

et al, 2014). Enfin, la présence de la marque H3K4me3 permet le recrutement de COMPASS 

grâce à sa sous-unité MLL1 qui reconnait cette marque (Milne et al., 2010). Une fois recrutés, 

les complexes TrxG peuvent déposer des PTM telles que H3K4me3, H3K36me3 ou 

H3K79me3 qui participent à l’activation et l’élongation de la transcription (Yuan et al., 

2011 ; Schwartz et Pirotta 2007 ; Schuettengruber et al., 2007).  
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Complexe TrxG 
Protéines composant le complexe 

Fonction connue dans le complexe 
D. melanogaster H. Sapiens 

 

 

SET1/COMPASS 

 

 

 

 

 

Wds WDR5 Fixation aux histones 

Ash2 ASH2L Fixation à l’ADN 

Rbbp5 RBBP5 Fixation aux histones 

Dpy30 DPY30  

dSet1 SET1A/B H3K4 méthyl-transférase 

Hcf1 HCF1 Fixation aux histones 

Wdr82 WDR82 Fixation à l’ADN 

Cfp1 CFP1  

 

 

 

MLL1/2 COMPASS-like 
Trx complex 

 

 

 

Wds WDR5 Fixation aux histones 

Ash2 ASH2L Fixation à l’ADN 

Rbbp5 RBBP5 Fixation aux histones 

Dpy30 DPY30  

Trx MLL1/2 H3K4 méthyl-transférase 

Hcf1 HCF1  

Menin MENIN  

 

 

 

 

MLL3/4 COMPASS-like 
Trr complex 

 

 

 

 

Wds WDR5 Fixation aux histones 

Ash2 ASH2L Fixation à l’ADN 

Rbbp5 RBBP5 Fixation aux histones 

Dpy30 DPY30  

Trr MLL3/4 H3K4 méthyl-transférase 

Ncoa6 NCOA6  

Pa1 PA1  

Utx UTX H3K27 déméthylase 

Ptip PTIP  

DotCom 

Gpp DOT1L H3K79me3 méthylation 

Alh AF10/17 Zinc finger 

EAR ENL/AF9 Facteur de transcription 

NippedA TRRAP  

ASH1 
Ash1 ASH1L H3K36 méthyl-transférase 

dCbp CBP H3K27 acétyl-transférase 

 

 

 

 

SWI/SNF Complex 

 

 

 

 

 

 

 

Brm BRM/BRG1 Remodeleur de la chromatine ATP-dépendant 

Osa BAF250A/B Possible fixation à l’ADN 

Mor BAF155/170 Possible fixation à l’ADN et aux histones 

Snr1 BAF47 Possible fixation à l’ADN 

Sayp BAF45A-D Possible fixation à l’ADN 

Actin5C β-ACTIN  

Bap55 BAF53A/B  

Bap180 BAF180/BAF200 Fixation aux histones 

Bap60 BAF60A-C  

Bap111 BAF57 Possible fixation à l’ADN 
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Tableau 2 : Les principaux complexes TrxG et leurs constituants chez D.  melanogaster et H.  

sapiens, adapté de Schuettengruber et al .,2017 (d’après Schuettengruber et al., 2017 ; Milne et 

al., 2010).  

 

4) Les modifications post-traductionnelles des histones (PTM) ou marques 
d’histones  

Les travaux de Vincent Allfrey dans les années 1960 ont montré que les histones sont 

modifiées post-traductionnellement (Allfrey et al., 1964). Il existe un grand nombre de 

modifications post-traductionnelles (PTM) différentes. Les extrémités N-terminales des 

histones (aussi appelées queues des histones) (Figure 2) sont des régions faciles d’accès au 

sein du nucléosome et qui peuvent entrer en contact avec les nucléosomes adjacents. Les 

modifications des queues des histones servent d’ancrage pour des protéines telles que des 

facteurs de transcription, des chaperonnes d’histones, des modificateurs de la chromatine 

et des remodeleurs de la chromatine (Hyun et al., 2017 ; Schuettengruber et al., 2017 ; 

Stillman et al., 2018). Des PTM d'histones existent aussi dans les domaines globulaires 

centraux des histones mais leur fonction est moins bien connue. Les PTM sont déposées ou 

enlevées respectivement par des protéines «writers » et « erasers » et reconnues de 

manière spécifique par des protéines « readers ». Les principales PTM des queues d’histones 

sont des acétylations, méthylations et ubiquitinations de lysines. Il existe également d’autres 

modifications moins fréquentes des lysines (la sumoylation, la déamination, la β-N-

acetylglucosamination, l’ADP ribosylation). De plus, d’autres acides aminés que des lysines 

peuvent être modifiés, en particulier par phosphorylation (Figure 5).  

Dans les années 1990 émerge l’hypothèse que chaque marque d’histone délivre son propre 

message et que l’ensemble de ces marques sert de code épigénétique (Turner, 1993). Dans 

les années 2000, l’hypothèse du code histone est renforcée suite à différents travaux : 

différentes modifications sur une ou plusieurs queues d’histones agiraient de façon 

combinatoire ou séquentielle, et chacune de ces combinaisons aurait une fonction unique et 
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spécifique (Strahl and Allis, 2000 ;  Jenuwein et Allis, 2001). Ces marques d’histones étant 

associées à l’état transcriptionnel des gènes, on les appelle marques répressives ou 

activatrices. Les modifications des histones exercent leurs effets par deux mécanismes 

principaux : (1) elles peuvent influencer directement la structure globale de la chromatine ; 

(2) elles peuvent réguler la liaison à la chromatine de molécules effectrices. Le rôle des PTM 

des histones a pu être testé en mutant des résidus particuliers des histones. Il a ainsi été 

montré que la méthylation de H3K27 était essentielle à la répression par les PcG et que celle 

de H3K9 était fondamentale pour la formation de l’hétérochromatine constitutive (Penke et 

al., 2016 ; Pengelly et al., 2013). En revanche, des marques d’histones associées à l’état actif 

des gènes ne sont pas essentielles pour l’expression de certains gènes sur lesquels elles sont 

présentes (Hödl et Basler, 2012).  
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Figure 5 : Les différentes modifications post-traductionnelles (PTM) des histones ou marques 

d’histones. Séquences des histones H2A, H2B, H3, H4 montrant les différentes modifications post-

traductionnelles. Les queues N-terminales des histones sont surlignées en gris. Les modifications les 

plus fréquentes sont la méthylation (rond bleu), l’acétylation (rond rouge) et la phosphorylation 

(rond noir). Plusieurs types d’acides aminés sont modifiables, même si ces modifications concernent 

majoritairement des lysines (K) (Millan-Zambrano et al., 2022). 
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a) PTM des histones et perturbations structurelles directes de la structure de la 
chromatine  

L'acétylation et la phosphorylation de résidus réduisent la charge positive des histones, ce 

qui perturbe les interactions électrostatiques entre celles-ci et l'ADN. Ceci conduit à une 

structure moins compacte de la chromatine, facilitant ainsi l'accès à l'ADN de la machinerie 

transcriptionnelle (Bannister et Kouzarides, 2011). De ce fait, l’acétylation des queues des 

histones est considérée généralement comme une marque activatrice. De nombreuses 

lysines des histones peuvent être acétylées, les plus connues étant H3K9, H3K14, H3K18, 

H3K27, H4K5, H4K8 et H4K12 et H4K16 (Bannister et Kouzarides, 2011). Les acétylations 

multiples d'histones sont enrichies au niveau des enhancers et des promoteurs des gènes et 

facilitent l'accès aux facteurs de transcription (Shahbazian et Grunstein, 2007). Il y a 

beaucoup moins de sites phosphorylés que de sites acétylés. Des modifications sur un seul 

site peuvent être associées à des changements structurels importants au sein de la 

chromatine. Par exemple, la phosphorylation de H3S10 pendant la mitose se produit à 

l'échelle du génome entier et est associée à une plus grande condensation de la chromatine 

(Wei et al., 1998).  

L'ubiquination est une PTM beaucoup plus volumineuse que les autres (ajout d’un 

polypeptide de 76 acides aminés). Il est probable que cela induise un changement important 

dans la conformation globale du nucléosome et donc la structure de la chromatine. Deux 

sites ubiquitinés bien caractérisés se trouvent dans H2A et H2B. H2AK119ub1 est impliquée 

dans la répression transcriptionnelle des gènes (Wang et al., 2004), tandis que H2BK120ub 

joue un rôle important dans l'initiation et l'élongation de la transcription (Kim et al., 2009). 

 



18  

b) PTM des histones et régulation de la fixation de facteurs de la chromatine  

La méthylation des lysines des histones a été décrite pour la première fois en 1964 (Murray, 

1964). Il existe 3 niveaux de méthylation de la lysine, la mono-, di- et triméthylation (me1, 

me2 et me3). Les méthylations sont déposées par des lysine méthyl-transférases (KMT) et 

retirées par des lysine déméthylases (KDM). Contrairement à l’acétylation, la méthylation 

ne change pas la charge de la chaine secondaire de l’acide aminé et n’a donc pas un effet 

direct sur la conformation du nucléosome. Les effets de la méthylation des lysines des 

histones sont dus à des protéines effectrices qui reconnaissent les sites méthylés 

(Musselman et al., 2014).  

La méthylation des histones peut avoir des effets opposés sur l’état de la chromatine. En 

effet, certaines méthylations compactent la chromatine et répriment la transcription 

(méthylation de H3K9, H3K27 et H3K20) alors que d’autres permettent un accès plus facile 

à l’ADN et activent la transcription (méthylation de H3K4, H3K36 et H3K79) (Black et al., 

2012). Plusieurs domaines protéiques reconnaissent les lysines méthylées . Il s'agit 

notamment des domaines « PHD finger » et de la famille "royale" des domaines Tudor, qui 

comprend les chromodomaines, les domaines Tudor, PWWP et MBT (Sanchez et Zhou 

2011). Je vais parler plus en détails uniquement de la méthylation dans les paragraphes 

suivants car, pendant ma thèse, je me suis intéressé principalement à cette PTM en étudiant 

le rôle d’une histone méthyl-transférase et d’une histone déméthylase.  

i) La marque H3K4me3  

La marque activatrice H3K4me3, de même que H3K4me2, est majoritairement localisée au 

niveau des promoteurs et des sites de début de transcription (TSS) des gènes actifs 

transcriptionnellement (Shilatifard, 2012). H3K4me1 est quant à elle enrichie sur les 

enhancers actifs (Figure 6) (Kim et Buratowski, 2009 ; Heintzman et al., 2007 ; Mikkelsen et 

al., 2007). Chaque niveau de méthylations de H3K4 est reconnu par des effecteurs 
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spécifiques qui régulent l’expression des gènes par des mécanismes tels que le remodelage 

de la chromatine ou le recrutement de facteurs de transcription. Par exemple, en condition 

de stress, la mono-méthylation de H3K4 permet de recruter différents remodeleurs de la 

chromatine (RSC ou Swr1) au niveau des gènes de réponse au stress, ce qui permet une 

réponse mieux ajustée (Nadal-Ribelles et al., 2015). Un exemple de facteur de transcription 

reconnaissant la marque H3K4me3 est TAFIID qui est recruté sur les promoteurs enrichis 

en en cette marque grâce à sa sous-unité TAF3 et son domaine PHD. Ceci facilite la formation 

du complexe de pré-initiation de la transcription (Vermeulen et al., 2007 ; Lauberth et al., 

2013).  

 

Figure 6: Distribution de certaines méthylations d’histones sur les gènes chez les animaux. 

Chaque méthylation est représentée par une couleur, la taille du pic représente la quantité de 

marque retrouvée dans chaque région (Xiao et al., 2016).  

 

Les méthyl-transférases spécifiques de H3K4 ont d’abord été découvertes chez la levure qui 

en possède une seule, Set1, une protéine à domaine Set. Set1 agit au sein du complexe 

COMPASS « Complex of Proteins Associated with Set1 » responsable de la mono-, di- et tri-

méthylation de H3K4 (Prunier et al., 2008 ; Kim et al., 2013). Chez D. melanogaster il existe 

trois homologues de Set1 nommés dSet1, Trithorax (Trx) et Trithorax-related (Trr) (Mohan 

et al., 2011). 
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Les méthylations de H3K4 étaient considérées comme stables et héritables avant la 

découverte de la première histone déméthylase chez l’humain, LSD1 (Shi et al., 2004). LSD1 

et LSD2/KDM1B, peuvent déméthyler H3K4me1 et H3K4me2 (Figure 7) (Ciccone et al., 

2009 ; Shi et al., 2004). Chez D. melanogaster, il existe trois déméthylases de H3K4me3 qui 

sont Su(var)3-3/LSD1, KDM2 et Lid/KDM5. Même si ces déméthylases ont la même cible 

H3K4me3, elles régulent la transcription par des mécanismes différents (Liu et Secombe, 

2015). Su(var)3-3 a été identifiée dans le complexe Brahma qui est responsable du 

remodelage de la chromatine pendant le développement (Tamkun, 1995). KDM2 a une 

activité déméthylase pour les marques H3K4me3 et H3K36me2 (Lagarou et al., 2008 ; Zheng 

et al., 2014).  KDM2 a aussi un effet suppresseur de Trx et active la répression médiée par 

les PcG (Lagarou et al., 2008). Enfin Lid/KDM5, codée par le gène little imaginal discs, est 

une déméthylase spécifique de H3K4me3 (Lloret-Llinares et al., 2008 ; Lee et al., 2007). Il a 

été montré par ChIP-seq (immunoprécipitation de chromatine suivie de séquençage) que 

Lid se fixe au niveau du TSS des gènes du développement (Lloret-Llinares et al., 2012). Des 

expériences d’analyses de transcriptomes comparant des cellules de drosophile S2 

déficientes pour Lid ou sauvage indiquent que Lid est impliquée, suivant ses cibles, dans 

l’activation ou la répression de la transcription, même si son rôle dans l’activation semble 

prépondérant (Liu et al., 2014).  
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Figure 7 : Les méthyl-transférases et déméthylases de H3K4 chez l’homme. Schéma des 

réaction de méthylation et déméthylation chez l’homme. Toutes les méthylations sont faites par les 

membres de la famille des KMT2. La famille KDM5 peut déméthyler tous les états de méthylation 

alors que la famille KDM1 retire H3K4me1/2 (Collins et al., 2019). 

 

ii) La méthylation de H3K27 

La marque H3K27me3 est une marque cruciale pour la répression transcriptionnelle. Elle 

est présente au niveau des promoteurs des gènes (Figure 6). C’est la marque de la répression 

médiée par les complexes PcG. Chez la drosophile, elle est déposée par la méthyl-transférase 

Enhancer of zest (E(z)) qui est l’unité catalytique du complexe PcG PRC2 apposant les trois 

niveaux de méthylation de H3K27 (Cao et al., 2002 ; Czermin et al., 2002 ; Müller et al., 2002). 

La fixation du complexe PcG PRC1 sur les régions enrichies en H3K27me3 permet la 

propagation de cette marque sur les nucléosomes voisins, assurant le maintien de la 

répression transcriptionnelle (Margueron et al., 2009 ; Hansen et al., 2008 ; Yuan et al., 

2012). Un exemple du rôle de H3K27me3 dans la maintenance de la répression est 

l’inactivation d’un des deux chromosomes X chez les femelles mammifères. Dans ce 

processus, un long ARN non-codant, Xist, recrute PRC2 qui dépose la marque H3K27me3 et 

permet de stabiliser la chromatine dans un état transcriptionnellement inactif (Simon et al., 

2013 ; Engreitz et al., 2013). La déméthylation de H3K27me3 est réalisée par l’histone 

déméthylase UTX qui existe chez la drosophile et les mammifères (Herz et al., 2010 ; Smith 



22  

et al., 2008). La perte de fonction totale d’UTX est létale et les individus mutants présentent 

des défauts d’expression des gènes HOX notamment (Herz et al., 2010 ; Copur et Müller 

2013). 

iii) La méthylation de H3K9 

La méthylation de H3K9 est définie comme un indicateur de la répression de la transcription 

et d’une chromatine très condensée (Barski et al., 2007). Chez la levure, l’enzyme KMT1 est 

responsable des trois niveaux de méthylation de H3K9 (Nakayama et al., 2001). Chez la 

drosophile, il existe trois enzymes capables de méthyler ce résidu, Su(var)3-9, 

Eggless/dSETDB1 et DG9A (Czermin et al., 2001 ; Schultz et al., 2002 ; Tachibana et al., 

2001). La marque H3K9me3 est reconnue par la protéine HP1. HP1 induit la compaction de 

la chromatine et la répression transcriptionnelle par différents mécanismes tels que le 

recrutement d'autres protéines de l’hétérochromatine, ou des petits ARN (Ninova et al., 

2019 ; Tatsumi et al., 2018 ; Holoch and Moazed, 2015).  

iv) La méthylation de H3K79 

A la différence des méthylations présentées précédemment, la méthylation de H3K79 se 

trouve dans la zone globulaire de l’histone H3. Elle est catalysée par une méthyl-transférase, 

Dot1, qui n’a pas de domaine SET (Nguyen et Zhang 2011). Dot1 a été identifiée initialement 

chez la levure (Singer et al., 1998) mais elle est conservée évolutivement et possède 

notamment un homologue chez la drosophile, Grappa (Gpp) (Mohan et al., 2010). H3K79 

peut être mono-, di- ou tri-méthylée. On retrouve la marque H3K79me2/3 sur le corps des 

gènes transcriptionnellement actifs, avec un pic au niveau du TSS puis une diminution 

progressive le long du corps du gène (Marson et al., 2008 ; Huff et al., 2010 ; Wang et al., 

2008). De plus, des études chez D. melanogaster ont montré que H3K79me3 est un 

marqueur des enhancers actifs pendant l’embryogenèse, et que la présence de cette marque 

est essentielle au bon fonctionnement des enhancers (Bonn et al., 2012 ; Godfrey et al., 
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2019). Plusieurs études ont montré que le niveau global de méthylation de H3K79 change 

au cours de la transition G1/S et que la disparition de cette marque en G2 implique l’activité 

d’une lysine déméthylase (Sawada et al., 2004 ; Feng et al., 2002). Des expériences sur les 

modèles cellulaires mammifères ont montré que KDM2B avait une activité déméthylase sur 

la marque H3K79me3 (Kang et al., 2018). 

c) Le dialogue entre marques d’histones  

Le nombre conséquent de PTM des histones permet un contrôle très spécifique de la 

structure de la chromatine et des mécanismes associés à celle-ci. Mais il existe un niveau de 

complexité supérieur dû à l’interaction entre les différentes PTM. En effet, certaines PTM 

peuvent agir en synergie ou être nécessaires pour  la mise en place d’autres PTM (Figure 8). 

Ces interactions entre PTM peuvent se produire par le biais de plusieurs mécanismes. Il peut 

s’agir d’une compétition pour un même site de modification, ce qui est le cas pour les lysines 

qui peuvent être acétylées, méthylées ou ubiquitinées comme par exemple la lysine 9 de 

l’histone 3. Un autre mécanisme est l’interaction au niveau du nucléosome entre différentes 

PTM. Par exemple, la méthylation de H3K79 par Dot1 est stimulée très fortement par la 

présence des marques H2B120ub et H4K16ac qui modifient la structure du nucléosome 

(Valencia-Sanchez et al., 2021). Une PTM peut aussi modifier une interaction entre le 

nucléosome et une protéine qui s’y fixe. C’est le cas de la protéine HP1a qui ne reconnait 

plus, pendant la mitose, la marque H3K9me2/3 à cause de la phosphorylation de la sérine 

10 de l’histone 3 (H3S10) (Fischle et al., 2005). Enfin il peut y avoir une coopération entre 

plusieurs PTM permettant le recrutement plus efficace de certains facteurs. Ainsi, PHF8, une 

histone lysine déméthylase spécifique de H3K4me3, interagit plus fortement avec la 

chromatine lorsque sur la même histone H3K9 et H3K14 sont acétylées (Vermeulen et al., 

2010).  
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Il existe aussi une interaction entre l’ADN méthylé et les PTM. La méthylation d’ADN peut 

empêcher la fixation d’une protéine sur une PTM. Ainsi KDM2A se fixe sur la marque 

H3K9me3 uniquement lorsque l’ADN n’est pas méthylé (Bartke et al., 2010). D’autres 

travaux ont montré que les PTM et la méthylation de l’ADN peuvent aussi s’influencer, 

rendant la compréhension de ces interactions entre marques plus complexe (Zhang and 

Reinberg, 2001 ; Fischle et al., 2003). 

 

 

Figure 8 : Exemples d’interactions entre marques d’histones. Les interactions positives entre 

marques sont indiquées par une flèche et les interactions négatives par un trait (Bannister et 

Kouzadires, 2011). 

 

5) Implication des ARN non codants dans la compaction de la chromatine 

Beaucoup d’ARN non codants sont impliqués dans la régulation de la chromatine en 

permettant le recrutement de protéines intervenant dans la structure de la chromatine (Liu 

et al., 2017 ; Mishra et Kanduri, 2019). C’est en particulier le cas de certains longs ARN non 

codants (lncRNA) (Ransohoff et al., 2018). Un des exemples les plus étudiés est le lncRNA 

Xist impliqué dans l’inactivation d’un des deux chromosomes X chez les femelles 

mammifères (Pinheiro et Heard, 2017). Xist s’étend sur le chromosome X à partir duquel il 
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est transcrit et induit rapidement une disparition de la machinerie transcriptionnelle sur les 

gènes qu’il recouvre. Ensuite, Xist recrute le complexe PcG PRC2 pour déposer la marque 

H3K27me3 et réprimer de manière durable l’expression des gènes (Simon et al., 2013 ; 

Engreitz et al., 2013). Le rôle essentiel de Xist dans l’inactivation du chromosome X a été 

prouvé par des travaux montrant que des cellules différenciées retrouvent une 

conformation active du chromosome X lors d’une déplétion de l’ARN Xist (Minajigi et al., 

2015). L’inactivation du chromosome X est un exemple qui illustre bien le dialogue entre les 

différents acteurs de la compaction de la chromatine. En effet, le chromosome X inactivé est 

caractérisé par la disparition des marques activatrices H3K4me3 et H3K36me3, l’apparition 

des marques répressives H3K27me3, H3K9me3, H2AK129ub1 et un fort niveau de 

méthylation de l’ADN aux niveaux des îlots CpG (Pour revue Brockdorff et al., 2020). De plus, 

les niveaux d’accessibilité de la chromatine aux facteurs de transcription et aux protéines 

insulatrices sont réduits (Pour revue Brockdorff et al., 2020). Chez la drosophile, de longs 

ARN non codants sont impliqués dans la compensation de dose du chromosome X chez les 

mâles. En effet, les mâles sur-expriment les gènes de leur unique chromosome X pour 

compenser la dose deux fois plus faible de ce chromosome par rapport aux femelles. Dans 

ce système, le complexe MSL (Male Specific Lethal) est recruté sur le chromosome X des 

mâles et, grâce à sa sous-unité MOF, dépose la marque H4K16ac qui augmente la 

transcription des gènes du chromosome X (Akhtar et al., 2000). Deux ARN non codants, RNA 

on X 1 (RoX1) et RNA on X 2 (RoX2), permettent l’adressage du complexe MSL sur le 

chromosome X des mâles (Meller et Rattner, 2002). Des petits ARN non codants participent 

également à la régulation de la structure de la chromatine.  C’est le cas chez la drosophile 

des « PIWI-interacting RNA » (piRNA). Les piRNA sont impliqués dans la répression des 

transposons. Les ARN issus des transposons sont reconnus par homologie de séquence par 

des piRNA chargés par la protéine PIWI, ce qui induit le recrutement de la méthyl-
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transférase Eggless (Sienski et al., 2015 ; Yu et al., 2015). Eggless réalise la méthylation des 

résidus H3K9 au niveau des transposons puis recrute HP1 pour compacter la chromatine et 

empêcher ainsi la transcription des transposons (Figure 9) (Moshkovich and Lei, 2010). 

 

Figure 9 : Régulation des éléments transposables (TE) par les piRNA chez D. melanogaster. 

Les piRNA guident PIWI vers les transcrits des TE. Dans les cellules somatiques, le recrutement par 

PIWI de certains facteurs comme Maelstrom (Mael) réprime la transcription des TE en recrutant le 

complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF. Dans les cellules germinales et somatiques, 

Piwi recrute Asterix (Arx) qui recrute le complexe Panoramix (Panx)-Nxf2-Nxf3 auquel se fixe 

Su(var)2-10. Su(var)2-10 recrute à son tour la méthyl-transférase Eggless (Egg) qui dépose la 

marque H3K9me3. HP1 se fixe sur la marque H3K9me3, permettant la compaction de la chromatine 

et la répression transcriptionnelle des TE (Wang et al., 2023).   

En conclusion, tous ces acteurs modifient la chromatine et en changent les propriétés 

physiques, la structure et l’accès à l’ADN. Ils permettent donc d’établir différents états de la 

chromatine.  
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III) Les différents états de la chromatine  

 

Historiquement, la chromatine est divisée en deux grands états, l’euchromatine et 

l’hétérochromatine, qui correspondent aux régions respectivement actives et inactives 

transcriptionnellement. Lors de la dernière décennie, plusieurs études ont utilisé de 

nouvelles approches pour décrire plus précisément les états de la chromatine, en se basant 

sur les combinaisons de marques d’histones et de protéines. Une première étude chez D. 

melanogaster a décrit la distribution de 53 protéines fixées à la chromatine dans des cellules 

Kc167 par la technique de DamID (« DNA adenine methyltransferase identification ») 

(Filion et al., 2010). Ce travail a permis de définir 5 états de chromatine. Par la suite, d’autres 

études intégrant des résultats d’expériences d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP-

seq) ont décrit 7, 9 et 17 catégories différentes de chromatine se regroupant en 5 grands 

états (Figure 10) (Karchenko et al., 2010 ; Ho et al., 2014 ; Marshall et Brand, 2017). Parmi 

ces 5 états, 3 étaient déjà bien connus et décrits dans la littérature : la chromatine active 

associée aux protéines TrxG (chromatine « rouge »), la chromatine répressive associée aux 

protéines PcG  (chromatine « bleue ») et l’hétérochromatine constitutive associée à HP1 

retrouvée principalement dans les régions centromériques et répétées (chromatine 

« verte »). Le 4ème état est la chromatine « jaune » qui est un second état actif de la 

chromatine associé à des gènes du métabolisme et aux gènes de ménages (Filion et al., 

2010). Enfin, la chromatine « noire » est une chromatine transcriptionnellement inactive qui 

ne possède aucune des marques et protéines trouvées dans les autres états de la chromatine 

(Filion et al., 2010). 
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Figure 10 : Les différents états de la chromatine chez D. melanogaster. Les chromatines 

« jaune » et « rouge » sont permissives à la transcription tandis que les chromatines « verte », 

« bleue »  et « noire »  correspondent à des régions transcriptionnellement inactives. Chaque état est 

caractérisé par la présence de marques d’histones et de protéines de la chromatine particulières 

(Delandre et Marshall, 2019). 

 

1) Les trois états de l’hétérochromatine 

 

a) L’hétérochromatine « verte » associée à HP1 

L'hétérochromatine associée à HP1 correspond aux régions de l’hétérochromatine 

constitutive, très condensées dans le génome. Cet état de chromatine induit une répression 

de l’expression des gènes et cela est mis en évidence par l’analyse de réarrangements 

chromosomiques relocalisant des gènes au voisinage de l’hétérochromatine constitutive 

(Schotta et al., 2003). Cependant, il existe quelques gènes naturellement inclus dans 

l’hétérochromatine constitutive qui ont besoin de cet environnement pour s’exprimer 

correctement (Lu et al., 2000). L'hétérochromatine associée à HP1 s'étend sur de vastes 

régions du génome dans les cellules différenciées chez les mammifères et D. melanogaster 
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(Marshall et Brand, 2017). Un rôle important de cet état pourrait être de bloquer la 

différenciation des cellules. En effet, chez la drosophile, de nombreux gènes actifs dans les 

noyaux suprachiasmiques (NSC) sont sous forme de chromatine TrxG « rouge ». C’est le cas 

notamment de gènes codant des facteurs de transcription jouant un rôle clé dans le destin 

cellulaire. Ces gènes sont réprimés par établissement d’une hétérochromatine « verte » 

associée à HP1 dans les neurones mature après différenciation (Marshall et Brand, 2017).  

L’hétérochromatine associée à HP1 empêche également la réactivation des gènes impliqués 

dans la pluripotence pendant l’induction des cellules souches pluripotentes (Chen et al., 

2013 ; Lister et al., 2011).  

b) L’hétérochromatine « bleue » associée aux protéines PcG 

L’hétérochromatine « bleue » est formée par deux complexes PcG principaux: PRC2 

(Polycomb repressive complex 2) et PRC1 (Polycomb repressive complex 1). Cette 

chromatine est depuis longtemps associée à la régulation de gènes du développement 

comme les gènes HOX (Beuchle et al., 2001). De façon surprenante, très peu de gènes sont 

régulés par la chromatine PcG. En effet, chez la drosophile, environ 2% du génome 

seulement contient la marque H3K27me3 et est fixé par des protéines PcG (Schwartz et al., 

2006). Ceci suggère que la chromatine PcG a des fonctions très précises, notamment pour la 

régulation de l’expression de facteurs de transcriptions impliqués dans la régulation de 

gènes du développement (Schwartz et al., 2006 ; Schertel et al., 2015). L'idée la plus 

communément admise est que cette chromatine régulerait les principaux facteurs de 

transcription et les gènes impliqués dans les changements du destin cellulaire (Mohn et al., 

2008 ; Bracken et al., 2006). Mais d’autres travaux suggèrent qu’elle pourrait avoir d’autres 

rôles comme le contrôle de l’expression de gènes impliqués dans le maintien des lignées 

neuronales (Marshall et Brand, 2017). 
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c) L’hétérochromatine « noire »  

L’hétérochromatine « noire » est la plus abondante puisqu’elle recouvre 48% du génome 

chez la drosophile. De plus, elle recouvre des domaines plus longs que les autres types 

d’hétérochromatine (Filion et al., 2010). Son rôle reste obscur mais des études récentes chez 

la drosophile ont montré que beaucoup de gènes neuronaux sont réprimés par cette 

chromatine au stade larvaire et que ces gènes passent dans un état permissif à la 

transcription pendant la différenciation des neurones immatures. Les neurones différenciés 

ne possèdent quasiment plus de chromatine « noire» (Marshall et Brand, 2017). Ces 

résultats suggèrent donc que cet état pourrait exister pendant le développement et serait 

ensuite remplacé dans les cellules différenciées par de l’hétérochromatine HP1 pour 

réprimer les gènes de différenciation. 

 

2) Les deux états de l’euchromatine 

Trois études ont permis de diviser en deux états la chromatine permissive, ou euchromatine. 

La chromatine TrxG « rouge » est associée aux marques H3K4me1/2/3 et H3K27ac et aux 

protéines TrxG qui sont présentes sur les gènes actifs transcriptionnellement, en particulier 

les gènes du développement et les gènes impliqués dans le destin cellulaire (Filion et al., 

2010  ;Van Bemmel et al., 2013 ; Marshall et Brand, 2017). La chromatine « jaune » est 

associée principalement à des gènes impliqués dans le cycle cellulaire et le métabolisme 

basal (les gènes « de ménage ») (Filion et al., 2010). Elle est moins enrichie en protéines 

TrxG que la chromatine «rouge », avec notamment l’absence totale du remodeleur de la 

chromatine Brahma (Brm). En revanche, on y trouve un enrichissement de la marque 

H3K36me3 et de la protéine MRG15 qui la reconnait et aide à son dépôt (Filion et al., 2010  ; 

Van Bemmel et al., 2013). 
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3) Dynamique des états de la chromatine  

La chromatine change dynamiquement d’état en réponse à des facteurs de développement 

et à l’environnement des cellules. C’est par exemple le cas chez la drosophile au cours de la 

différenciation des cellules souches neurales en neurones matures (Figure 11) (Marshall et 

Brand, 2017). L’architecture 3D de la chromatine change aussi durant le développement 

neural des cellules souches pluripotentes. La chromatine est plus accessible dans les cellules 

souches embryonnaires (ESC) et se condense lors de la différenciation en cellules 

progénitrices des neurones (NPC) (Meshorer et al., 2006). Des études sur l’accessibilité de 

la chromatine ont montré des changements pendant la différenciation neurale (Frank et al., 

2015 ; Fraser et al., 2015 ; Preissl et al., 2018). Ainsi, pendant la différenciation des ESC en 

NPC, les frontières des TAD ne changent pas mais les interactions inter-TAD, entre la 

chromatine et les TAD et les boucles de chromatines sont modifiées (Fraser et al., 2015 ; 

Dixon et al., 2015).  Ces résultats soulignent l’importance de la dynamique de la chromatine 

dans les processus développementaux. Mais l’importance des TAD dans la régulation de 

l’expression des gènes est controversée, comme le montre une étude chez la drosophile 

utilisant des chromosomes balanceurs pour perturber l’organisation des TAD (Ghavi-Helm 

et al., 2019). En effet, les réarrangements chromosomiques des chromosomes balanceurs 

affectent la taille et la topologie des TAD. Pour comprendre l’effet de ces réarrangements 

sur les TAD, les frontières des TAD de chromosomes sauvages et balanceurs ont été 

comparées par des expériences de capture de conformation de chromosome (Hi-C). Les 

frontières de 12% des TAD sont perdues ou déplacées de plus de 25kb dans les 

chromosomes balanceurs. Mais l’expression des gènes présents dans ces TAD est très peu 

modifiée : pour les gènes présents dans les 10kb autour d’une frontière perturbée, seuls 

12% ont leur expression modifiée (Ghavi-Helm et al., 2019). Dans cet exemple, la 

perturbation de l’organisation des TAD n’a donc que peu d’effet sur l’expression des gènes. 
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Ce dynamisme de la chromatine permet au génome de s’adapter et de répondre rapidement 

à des variations de l’environnement.  

 

 

Figure 11 : Dynamique des états chromatiniens pendant le développement neural. La taille 

des barres de chacune des couleurs est proportionnelle au nombre de gènes pour chacun des états 

chromatiniens. Les flèches indiquent les changements d’état au cours de la différenciation des 

cellules souches neurales en neurones. La chromatine « noire », très abondante dans les cellules 

souches, diminue pendant la différenciation. La dynamique inverse est observée pour la chromatine 

« verte » (Marshall et Brand, 2017). 
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IV) Effet de l’environnement sur l’état de la chromatine 

 

De nombreux exemples chez différents organismes montrent que l’environnement peut agir 

sur la structure de la chromatine en faisant intervenir plusieurs mécanismes comme la 

modification de la méthylation de l’ADN ou des PTM des histones. Ainsi, chez les 

mammifères, des études pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents à l’obésité, 

au diabète et à la NASH (stéato-hépatite non alcoolique) se sont intéressées aux effets d’une 

alimentation riche en graisse sur le foie des souris (Leung et al., 2014). Après avoir soumis 

des souris à un régime riche en graisse, le niveau de compaction de la chromatine du foie a 

été mesuré par FAIRE-seq (« Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements »). 

Le nombre de régions décondensées augmente, induisant une augmentation de l’expression 

de gènes impliqués dans le métabolisme des lipides et la voie de l’insuline qui pourrait, chez 

l’homme, participer au développement de pathologies (Leung et al., 2014). 

Chez l’abeille Apis mellifera, l’environnement agit sur l’état de la chromatine au cours des 

processus développementaux chez les ouvrières. Les ovaires de celles-ci sont atrophiés sous 

l’effet d’une hormone produite par la reine, la QMP (« Queen Mandibular Pheromone ») 

(Hover et al., 2003). Lorsque les ouvrières ne sont plus en présence de QMP, les niveaux 

chromatiniens de PRC2, PRC1 et TAC (un complexe du groupe TrxG) augmentent et la 

distribution de la marque H3K27me3 change (Figure 12) (Duncan et al., 2020). Par ailleurs, 

l’inactivation au cours du développement larvaire de la méthyl-transférase DNMT3, 

impliquée dans la méthylation de l’ADN, conduit à un développement en reines de larves qui 

auraient dû normalement se métamorphoser en ouvrières (Kucharski et al., 2008). La 

méthylation de l’ADN est donc nécessaire pour le développement des larves en ouvrières. 

Dans la ruche, le phénotype « reine » est obtenu en nourrissant les larves avec de la gelée 

royale. L'alimentation induit donc une reprogrammation du transcriptome larvaire. Pour 
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comprendre le rôle de la méthylation de l’ADN dans ce processus, les méthylomes de 

cerveaux d’ouvrières et de reines, aux stades larves ou adultes, ont été comparés. Parmi les 

6086 gènes méthylés chez la larve, 2399 ont un profil de méthylation différent entre reines 

et ouvrières. Parmi les gènes enrichis en méthylation chez l’ouvrière se trouvent des gènes 

codant des hormones impliquées dans la détermination de castes comme l’hormone 

juvénile et l’insuline. Certains gènes méthylés présentent des différences d’épissage entre 

reine et ouvrière (Foret et al., 2012). 

 

 

Figure 12 : Distribution de la marque H3K27me3 sur les gènes d’ouvrières Apis mellifera en 

présence ou absence de la reine. Chez des ouvrières en présence de reine (« QR Worker »), la 

marque H3K27me3 est enrichie dans la région 3’ des gènes. Cet enrichissement n’est pas observé 

chez des ouvrières en absence de reine (« QL Worker ») (Duncan et al., 2020). 
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Chez la fourmi Temnothorax rugatulus, l’acétylation des histones est nécessaire pour le 

développement des ovarioles des ouvrières (Choppin et al., 2021). Lorsque la reine meurt, 

les ouvrières développent leurs ovaires et pondent des œufs. Le développement des ovaires 

et la fécondité d’ouvrières privées de reine ont été analysés en absence ou en présence d’un 

inhibiteur de l’acétylation (C646) ou de la désacétylation (TSA) des histones. Le traitement 

avec les deux drogues induit une diminution de la fécondité des ouvrières ce qui indique 

qu’un changement de la structure de la chromatine est nécessaire pour permettre aux 

ouvrières de se reproduire à la mort de la reine. De plus ces ouvrières traitées au C646 

partagent avec des ouvrières naturellement stériles de nombreux gènes sur-exprimés. 

Ces exemples, ainsi que d’autres chez différents organismes, montrent que l’environnement 

(cellulaire ou de l’organisme) module la structure de la chromatine et l’expression des gènes 

par différents mécanismes. Cette plasticité transcriptionnelle participe à la capacité d’un 

génotype donné à produire des phénotypes distincts adaptés à leur environnement. On 

appelle ce phénomène la plasticité phénotypique (Pugliucci, 2001). 
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Chapitre 2 - La plasticité phénotypique   

 

I) Définition de la plasticité phénotypique 
 

Les conditions environnementales sont fluctuantes dans la nature et les organismes peuvent 

s’adapter à ces changements de différentes façons. Dans les populations, des changements 

de fréquences alléliques peuvent avoir lieu sous l’effet de la sélection naturelle au cours des 

générations successives. Cependant cette évolution prend un certain temps et les 

changements environnementaux peuvent être rapides et avoir lieu au cours de la vie d’un 

individu. La plasticité phénotypique permet de répondre directement à une modification de 

l’environnement. Elle se définit comme « la propriété d’un génotype donné à produire des 

phénotypes différents en réponse à des conditions environnementales distinctes » 

(Pigliucci, 2001). La plasticité phénotypique est observée chez de nombreuses espèces aussi 

bien végétales qu’animales (Pfennig et al., 2010). Des exemples de facteurs 

environnementaux pouvant induire une réponse plastique sont la nutrition , la 

température , la présence de prédateurs ou la densité de la population (Figure 13) (Leung 

et al., 2014 ; Gibert et al., 2016 ; Argawal et al., 1999 ; Moczek et al., 2011). Par exemple, la 

plante Ranunculus aquatilis produit des feuilles de formes différentes si elles se développent 

dans l’eau ou à l’air. Les salamandres tigres (Ambystoma tigrinum) se métamorphosent, 

perdent leurs branchies et développent des poumons si leur environnement aquatique 

devient inhabitable en cas d’asséchement. Chez certains amphibiens, si la densité dans la 

marre est trop importante, certains têtards vont développer un phénotype carnivore et se 

nourrir d’autres têtards. 
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Figure 13 : Exemples de plasticité phénotypique. A) La renoncule Ranunculus aquatilis a des 

feuilles dont la forme est différente lorsqu’elles sont produites dans l’eau (flèche noire) ou dans l’air 

(flèche blanche). B) Le renard polaire Vulpes lagopus change de couleur de pelage en fonction des 

saisons. Il arbore un pelage blanc pendant l’hiver (haut) et un pelage marron foncé pendant l’été 

(bas). C) La daphnie Daphnia longicephala développe une crête protectrice et une longue épine 

caudale en présence de son prédateur Notonecta (droite). D) La salamandre tigre Ambystoma 

triginum a des branchies (bas) qu’elle perd en absence d’eau (haut) (Moczek et al., 2011). 

 

Dans la plupart des cas, la plasticité phénotypique a un rôle adaptatif. Elle permet à un même 

génotype de produire des phénotypes différents qui sont optimaux dans leurs 

environnements respectifs. Mais elle peut aussi dans certains cas être une réponse mal-

adaptative ou non-adaptative (Smith-Gill, 1983; Stearns, 1989). La plasticité phénotypique 

est souvent impliquée dans la réponse à des variations de l’environnement prédictibles 

comme les fluctuations saisonnières. Un exemple de cette réponse concerne les renards 
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polaires (Vulpes lagopus) qui changent de couleur et de texture de fourrure pendant les 

différentes saisons (Figure 13) (Moczek et al., 2011). La plasticité phénotypique permet 

donc d’améliorer la « fitness » des individus en augmentant leur survie et leur reproduction 

(la « fitness » d’un individu est mesurée par la proportion de ses descendants qui atteignent 

la maturité et peuvent se reproduire). Mais la plasticité phénotypique permet aux individus 

d’avoir des niches écologiques plus vaste (Schneider et Meyer, 2017).  

 

 

II) Les différents types de plasticité phénotypique  
 

La plasticité phénotypique peut-être continue c’est-à-dire que les variations du phénotype 

sont progressives (Stearns, 1989). Par exemple, chez les femelles drosophiles, la 

pigmentation abdominale diminue progressivement quand la température pendant le 

développement augmente (Gibert et al., 2000). A l’inverse, la plasticité phénotypique peut-

être discontinue lorsqu’elle permet de produire un ou plusieurs phénotypes discrets sans 

formes intermédiaires. On parle aussi dans ce cas de polyphénisme (Nijhout, 2003). On 

observe de la plasticité discontinue chez beaucoup d’insectes sociaux qui ont plusieurs 

castes. Un exemple est la différenciation des larves de l’abeille Apis mellifera en reine ou en 

ouvrière. Des différences dans l’alimentation des larves (gelée royale fournie ou non à un 

certain stade de développement) induisent deux phénotypes distincts, ouvrière ou reine, 

sans phénotype intermédiaire (Kucharski et al., 2008). La plasticité phénotypique peut aussi 

être aussi flexible, c’est-à-dire que les phénotypes sont réversibles. C’est le cas du 

changement saisonnier du pelage du renard polaire qui a lieu tous les ans. De manière 

opposée, la plasticité phénotypique peut aussi être qualifié d’inflexible, dans ce cas le 

phénotype est irréversible. C’est le cas de la plasticité développementale comme par 
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exemple la pigmentation abdominale chez les femelles Drosophila melanogaster qui est 

irréversible une fois les adultes éclos (Gibert et al., 2000 ; Debat et David, 2001). 

 

III) Quantification de la plasticité phénotypique : les normes de 

réaction 
 

Pour étudier la plasticité phénotypique, un outil essentiel est la norme de réaction. La norme 

de réaction représente les phénotypes produits par un génotype donné en fonction de 

l’environnement (Figure 14) (Woltereck, 1909). La norme de réaction est tracée sous la 

forme d’une courbe pour chacun des génotypes étudiés. Lorsqu’il s’agit de droites, les pentes 

des courbes permettent de déterminer si le génotype (G), l’environnement (E) et/ou 

l’interaction entre le génotype et l’environnement (GxE) ont un effet sur le phénotype 

(Figure 14). Pour comparer deux génotypes entre eux, il faut comparer les deux courbes. 

Lorsque les deux courbes sont parallèles et horizontales, cela signifie que la différence de 

phénotype est uniquement due à la différence de génotype (Figure 14 A). Dans ce cas, le 

phénotype n’est pas plastique. Lorsque les deux courbes sont parallèles mais non 

horizontales, cela signifie que le phénotype change en fonction du génotype et de 

l’environnement, mais que la réponse des deux génotypes à l’environnement est identique 

(Figure 14 B). Il y a une plasticité du phénotype, mais elle est la même pour les deux 

génotypes. Par contre si les courbes ne sont pas parallèles, les deux génotypes répondent 

différemment à l’environnement, il y a une interaction entre génotype et environnement 

(Figure 14 C). Cela veut dire qu’il y a une différence de plasticité phénotypique entre les 

deux génotypes. On analyse les normes de réactions à l’aide de tests statistiques d’analyse 

de variance (ANOVA). 
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Figure 14 : Principe d’analyse des normes de réaction. La courbe bleue représente le génotype 
contrôle (Génotype 1) et la courbe orange le génotype mutant (Génotype 2). A. Exemple de l’effet du 
génotype uniquement. B. Exemple de l’effet du génotype et de l’effet de l’environnement. C. Exemple 
de l’effet du génotype, de l’environnement et d’une interaction entre le génotype et l’environnement 
traduisant une différence de plasticité phénotypique entre les deux génotypes (G : génotype, E : 
environnement, GxE : interaction entre le génotype et l’environnement) (D’après Pigliucci 2001). 
 

IV) Plasticité phénotypique et évolution 
 

La plasticité phénotypique permet de produire des phénotypes différents entre les individus 

d’une même espèce qui peuvent ressembler aux phénotypes observés entre différentes 

espèces.  Depuis le 19ème siècle et la mise en évidence de la plasticité phénotypique, plusieurs 

études se sont intéressées au rôle joué par celle-ci dans les processus d’évolution des 

espèces. 

Le premier exemple de plasticité a été présenté par James Baldwin en 1896, sous le nom 

d'« effet Baldwin », bien que le terme plasticité n'ait pas été explicitement utilisé dans sa 

publication. L' « effet Baldwin » propose que la capacité d'un organisme à apprendre et à 

s'adapter à de nouveaux environnements puisse potentiellement influencer sa condition 

physique et, par conséquent, le processus de sélection naturelle (Baldwin, 1896). En 1909, 

Richard Woltereck a étudié l’effet de la concentration de nutriments sur le phénotype de 

plusieurs lignées de Daphnies. Il a constaté que les lignées avaient des morphologies 

différentes dans un même environnement, mais cette modification de morphologie pouvait 
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aussi être observée pour une même lignée placée dans différents environnements. Il a 

représenté ces effets de l’environnement en un graphe, qu’il a appelé « Reaktionorm » ou 

norme de réaction (Woltereck, 1909). Malgré cette découverte, Woltereck a néanmoins 

commis une erreur d'interprétation en ne faisant pas de distinction entre le génotype et le 

phénotype lors de ses observations. En 1911, le généticien Wilhelm Johannsen a réintroduit 

le concept de la norme de réaction. Il a été le premier à faire une distinction théorique et 

expérimentale entre les bases génétiques qui composent un individu, le génotype, et 

l'expression de ce génotype qui conduit à l'ensemble des caractères observables chez un 

organisme dans un environnement spécifique, le phénotype  (Johannsen, 1911). L'idée 

d'une possible interaction entre l'environnement et le génotype pour la production du 

phénotype était née. Cependant, l'effet de l'environnement sur le phénotype n'a pas été 

réellement pris en compte dans la théorie synthétique de l'évolution. Pendant le XXème 

siècle très peu de chercheurs s’y sont intéressés. En 1952, Waddington a démontré chez la 

drosophile que des caractères induits initialement dans un environnement spécifique (dans 

son cas par la température) pouvaient être fixés  dans la population par l'assimilation 

génétique. Ces nouveaux caractères étaient ensuite maintenus dans la population en 

l'absence du facteur environnemental initial (Waddington, 1952). Néanmoins, il a été 

montré quelques années plus tard que l’assimilation génétique n’est possible que lorsqu’il y 

a de la variation génétique au sein de la population (notamment des mutations initialement 

cryptiques, c’est à dire ne produisant pas de phénotype sans changement environnemental) 

(Bateman, 1959). De récentes études ont également démontré que des mutations causées 

par l'environnement peuvent jouer un rôle dans le processus d'assimilation génétique 

(Fanti et al., 2017). La découverte de l'assimilation génétique par Waddington, qui permet 

de stabiliser un phénotype initialement induit par l'environnement, a des implications 

significatives en biologie évolutive. Quelques années plus tard en 1965, le concept de 
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plasticité phénotypique est proposé par Anthony Bradshaw suite à son étude sur l’effet des 

variations de l’environnement sur les plantes (Bradshaw, 1965). Il a ainsi écrit : "La mesure 

dans laquelle les expressions des caractéristiques d'un génotype sont modifiées par 

différents environnements est une mesure de la plasticité de ces caractères. La plasticité est 

montrée par un génotype lorsque son expression est capable d’être modifiée par les 

influences de l'environnement" (Bradshaw, 1965). Anthony Bradshaw a été le premier à 

soutenir que différents traits d'un même génotype peuvent présenter différentes formes de 

plasticité en réponse à des conditions environnementales variées et être régulés par des 

mécanismes génétiques (Bradshaw, 1965). 

Plus récemment, en 2003, Mary Jane West-Eberhard a proposé l’hypothèse du « Flexible 

stem » (West-Eberhard, 2003). Selon cette hypothèse, dans certains cas, une espèce 

ancestrale plastique pourrait donner naissance à des lignées présentant des phénotypes 

divergents et stables. En effet, cette espèce ancestrale plastique, en réponse à son 

environnement, aurait généré des phénotypes alternatifs qui auraient ensuite été stabilisés 

et fixés dans la population par assimilation génétique. Cette hypothèse postule un rôle 

significatif de la plasticité dans le processus d'évolution et de diversification des espèces, en 

particulier par le phénomène de radiation adaptative (Figure 15) (Schneider et Meyer, 

2017). Ce type de radiation adaptative se caractérise par une diversification rapide des 

espèces à partir d'une espèce ancestrale plastique. Ce processus évolutif est favorisé 

notamment lorsque de nouveaux habitats deviennent disponibles (Schneider et Meyer, 

2017).  
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Figure 15 : L’hypothèse du « Flexible stem». Une espèce ancestrale vivant dans un environnement 
dont les conditions fluctuent temporellement montre de la plasticité phénotypique. En A) et (B) des 
populations de cette espèce se trouvent séparées dans des environnement spatialement 
hétérogènes. Elles produisent des phénotypes différents par plasticité phénotypique en réponse à 
ces environnements. Dans le cas où la « fitness » des phénotypes est élevée, ces phénotypes 
divergents peuvent être renforcés et fixés par assimilation génétique (Schneider and Meyer, 2017). 
 

Depuis la publication de l’hypothèse du « Flexible stem », plusieurs études ont montré que 

cette hypothèse ou une de ses variantes, appelée « Plasticity first evolution », pouvait 

expliquer l’évolution de certaines populations ou espèces. La tête de jeunes serpents de 

l’espèce « Notechis scutatus » a été comparée dans sept populations isolées sur des îles 

depuis 9000 ans à 40 ans. L’augmentation de la taille du crâne chez les serpents isolés depuis 

peu de temps est due à la plasticité phénotypique, alors que celle des populations isolées 

depuis longtemps est due à des changements génétiques (Aubret et al., 2009). En  2005, 

Mary Jane West-Eberhard propose une nouvelle théorie selon laquelle l’environnement 

aurait dans certains cas un rôle plus important sur le développement que la génétique. Les 

gènes agiraient plutôt comme des « suiveurs » que des « leaders » dans le processus de 

l’évolution des caractères (West-Eberhard, 2005). Selon cette hypothèse, l'« 

accommodation phénotypique » est un mécanisme adaptatif des individus face à 

l'hétérogénéité de leur environnement, conduisant à un nouveau phénotype, et qui ne 

nécessite pas de modifications génétiques (West-Eberhard, 2005). Cet ajustement peut 
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prendre différentes formes, telles que des adaptations physiologiques, comportementales 

ou morphologiques. Un exemple spectaculaire est celui du développement d’une chèvre 

dépourvue de pattes avant et ayant uniquement ses deux pattes arrières. Elle avait adopté 

une posture de locomotion bipède et développé des comportements et spécialisations 

morphologiques similaires à ceux des kangourous et des autres mammifères bipèdes (le fait 

de bondir rapidement en réponse à une perturbation, une colonne vertébrale courbée, une 

nuque très large, un élargissement des pattes arrières) (Slijper, 1942 ; West-Eberhard, 

2005). Ce type d’accommodation a aussi été observé chez des babouins paralysés des pattes 

avant (West-Eberhard, 2005).  Après avoir subi une adaptation et une sélection, il est 

possible qu'une « accommodation génétique » se produise si des variations génétiques 

apparaissent et contribuent à l'établissement de ce nouveau phénotype. Dans son ensemble, 

ce processus participe à l'évolution des espèces (West-Eberhard, 2005).  

 

V) Coûts et limites de la plasticité phénotypique 
 

 

Il existe des coûts et des limites à la plasticité phénotypique (Tableau 3). Ces contraintes 

empêchent les organismes d’avoir une plasticité maximale conduisant à la « fitness » la plus 

forte (Auld et al., 2010; Murren et al., 2015). Les limites sont définies comme les phénotypes 

les plus optimum qui ne sont jamais atteints par un individu (Dewitt et al., 1998; Murren et 

al., 2015). Les coûts sont les problèmes et défauts de « fitness » que présente un individu 

plastique comparé à un individu robuste lors d’un changement de phénotype lié à 

l’environnement.  
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Tableau 3 : Résumé des coûts et limites de la plasticité phénotypique. Adapté de Dewitt et al., 

1998. 

 

Les contraintes et limites majeures de la plasticité phénotypique se rapportent à la façon 

dont l’information environnementale est perçue par l’organisme pour que le phénotype 

obtenu dans ce milieu soit optimal. Par exemple, les lièvres variables Lepus americanus 

vivent en majorité dans les forêts boréales américaines (Canada et Etats-Unis). Ils ont un 

pelage blanc en hiver pour se camoufler sur la neige et muent au printemps pour arborer un 

pelage brun. La transformation de leur pelage est liée au changement de la durée du jour. 

Aujourd’hui, dans ces régions, il y a une diminution de la quantité de neige et de la période 

d’enneigement à cause du réchauffement climatique. Les lièvres se retrouvent donc plus 

visibles pour leurs prédateurs en hiver ce qui impacte leur « fitness ». Cette fluctuation de 

l’environnement (la longueur des jours) n’est donc plus une information robuste et sûre 

pour prédire la présence de neige (Figure 16) (Mills et al., 2013 ; Zimova et al., 2016). 
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Figure 16 : Limite de la fiabilité de l’information : exemple du lièvre variable. Le lièvre variable 

peut changer de couleur de pelage en fonction de son environnement. A) Lièvre variable avec son 

pelage blanc en hiver. B) Lièvre variable avec son pelage brun en été. C et D) Lièvre variable avec un 

pelage blanc alors qu’il n’y a plus de neige, le changement de couleur de pelage en fonction de la 

durée des jours n’est donc plus adaptif dans le contexte du réchauffement climatique (Mills et al., 

2013).  
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VI) Les bases génétiques et moléculaires de la plasticité 

phénotypique 

1) Gènes de la plasticité   

Pendant longtemps, la question de l’existence de « gènes de la plasticité » a fait débat. En 

1995, l’existence de ces gènes est acceptée communément (Via et al., 1995). Deux effets 

génétiques, la « sensibilité allélique » et la présence de « gènes régulateurs » ont été 

proposés pour expliquer les mécanismes génétiques associés à la plasticité phénotypique. 

Les gènes dont l’expression est modulée par l’environnement sont associés à la « sensibilité 

allélique ». Les gènes dont l’activité de régulation est modulée par l’environnement, ce qui 

module donc la régulation de leurs cibles, sont qualifiés de « gènes régulateurs » (Via et al., 

1995). Cependant ces deux catégories peuvent fusionner, par exemple dans le cas d’un gène 

codant un facteur de transcription dont l’expression serait modulée par l’environnement. 

Pour identifier les « gènes de la plasticité », des études à l’échelle du génome entier ont été 

réalisées en utilisant deux types d’approches expérimentales. La première a consisté en la 

recherche de « Quantitative Trait Loci » (QTL) ayant des effets différents sur le phénotype 

en fonction de l’environnement (Bergland et al., 2008;  ; Yadav et al., 2016). Pour la seconde 

approche, des analyses de transcriptomes ont été réalisées pour trouver des gènes 

impliqués dans des phénotypes plastiques dont l’expression est modulée par 

l’environnement. C’est ce qui a été fait chez le papillon Junonia coenia dont la pigmentation 

des ailes varie en fonction des saisons. La comparaison des transcriptomes de papillons 

développés dans des conditions saisonnières différentes a permis d’identifier des gènes de 

la pigmentation exprimés différentiellement dans les disques d’aile des deux morphes 

(Daniels et al., 2014). 
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2) Rôle des modifications épigénétiques et des voies hormonales dans la plasticité 
phénotypique 

Comme détaillé plus haut (chapitre 1, IV), plusieurs exemples chez différentes espèces 

montrent que des mécanismes épigénétiques modifiant la structure de la chromatine sont 

impliqués dans la réponse des individus à l’environnement. Par ailleurs, dans certains cas, 

ces modifications épigénétiques sont transmises à la descendance sur plusieurs générations 

(Klosin et al., 2017 ; Casier et al., 2019). Par exemple, chez D. melanogaster, l’activité d’un 

« cluster » producteur de piRNA peut être induite par une forte température pendant le 

développement des individus et transmise aux cours des générations successives (Casier et 

al., 2019).  

La modulation des voies hormonales est également souvent impliquée dans la plasticité 

phénotypique. C’est notamment le cas chez des insectes via des mécanismes liés à 

l’ecdysone, l’hormone juvénile ou l’insuline. Ainsi, chez le papillon Bicyclus anynana, la 

température affecte le taux d’ecdysone, ce qui modifie la pigmentation des ailes (Figure 17A) 

(Monteiro et al., 2015). Chez les insectes, la voie insuline est nécessaire à la croissance et au 

développement. Si les individus ne sont pas assez nourris, cette voie est inactivée et la 

croissance des organes ainsi que la taille du corps est réduite. Chez la drosophile D. 

melanogaster, les organes génitaux des mâles ne répondent pas à cette carence 

nutritionnelle et sont insensibles à la voie insuline à cause de l’expression très faible de 

Foxo, une cible négative de la voie insuline (Tang et al., 2011).  

Chez les vertébrés, des mécanismes hormonaux sont aussi impliqués dans certains cas de 

plasticité phénotypique. Chez les amphibiens, la croissance et la vitesse de développement 

des têtards dépendent en grande partie de la production d’hormones comme l’hormone 

thyroïdienne (Shi, 2013 ; Kulkarni et al., 2012). En cas de sécheresse des étangs, chez 

certaines espèces, un phénomène d’accélération de la métamorphose est déclenché. Pour 
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trois de ces espèces, cette plasticité est due à une variation des taux d’hormone thyroïdienne 

et des corticostéroïdes (Figure 17B, C) (Kulkarni et al., 2017). Un autre exemple chez les 

mammifères est celui du hamster russe ou Phidopus sungorus. Celui-ci a en hiver un pelage 

blanc et en été un pelage brun, en réponse à la durée des jours et l’ensoleillement différents 

qui modifient la sécrétion d’hormones stéroïdes et de prolactine (Duncan et Goldman, 

1984).  

 

 

 

 

 

Figure 17 : Exemples de plasticité phénotypiques liés a des mécanismes hormonaux. A) Chez 
le papillon Bicyclus anynana, les ailes de papillons nés pendant la saison chaude (haut, à gauche) ont 
de plus grands ocelles que celles de papillons nés pendant une saison moins chaude (haut, droite). 
L’injection d’ecdysone (20E) permet l’apparition d’ocelles sur les ailes de papillons développés en 
saison peu chaude (20E : bas, gauche ; V : bas, droite, contrôle négatif). L’augmentation de la 
concentration d’ecdysone mise en évidence en cas de développement à température plus élevée est 
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donc impliquée dans la formation des ocelles (Monteiro et al., 2015). (B) Chez les amphibiens P. 
cultripes et S. multiplicata la vitesse de développement augmente en condition de sécheresse alors 
qu’elle reste constante et très rapide chez S. couchii  (haut). Le taux de corticoïdes (CORT) est plus 
élevé en condition de sécheresse chez P. cultripes et S. multiplicata. Il est très élevé quelles que soient 
les conditions chez S. couchii (Kulkarni et al., 2017). 

 

 

 

Les mécanismes hormonaux et épigénétiques ne sont pas forcément exclusifs et peuvent 

contribuer ensemble dans certains exemples de plasticité phénotypique. Ainsi, chez l’abeille 

Apis melifera, la différenciation  entre castes implique des modifications de la méthylation 

de l’ADN de gènes impliqués dans différents processus médiés par l’hormone juvénile ou 

l’insuline (Foret et al., 2012).  

3) Autres mécanismes impliqués dans la plasticité phénotypique 

La plasticité phénotypique n’est pas nécessairement liée à des mécanismes épigénétiques 

ou hormonaux. Chez certaines espèces d’oiseaux, les différences de coloration du plumage, 

notamment la présence de plumes rouges, oranges ou jaunes, dépendent de l’alimentation. 

En effet les pigments caroténoïdes incorporés dans le plumage sont issus directement de la 

nourriture. Les caroténoïdes issus de l’alimentation peuvent aussi être transformés en 

autres caroténoïdes (Lopes et al., 2016 ; Toomey et al., 2017 ; Price, 2006). Le plumage du 

pinçon du Michigan est jaune ou rouge en fonction de la présence dans l’alimentation de 

certains caroténoïdes (Figure 18A) (Price, 2006). Un second exemple est celui des chats 

siamois dont le pelage est blanc sur tout le corps sauf aux extrémités dont le pelage est noir. 

Chez ce chat, une mutation dans le gène codant la tyrosinase impliquée dans la synthèse de 

mélanine rend l’enzyme thermosensible (Lyons et al., 2005). A cause de cette sensibilité à la 

température, la tyrosinase n’est active que dans les parties les plus froides du corps, c’est-à-

dire les extrémités. Dans ces parties du corps (oreilles, pattes, museau et queue),  la synthèse 
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de mélanine conduit donc à une pigmentation noire. Le pelage des parties du corps plus 

chaudes n’est pas pigmenté car l’enzyme est inactive (Figure 18B) (Lyons et al., 2005). 

 

 

 

Figure 18 : Exemples de plasticité phénotypique dus à des mécanismes non épigénétiques et 

non hormonaux. A) Deux pinçons du Michigan dont l’alimentation est pauvre (gauche) ou riche 

(droite) en certains caroténoïdes (Price, 2006). B) Chez le chat siamois, le pelage présente une 

pigmentation noire uniquement au niveau des extrémités comme le museau ou les oreilles. Ceci est 

dû à une mutation dans le gène codant la tyrosinase qui l’a rendue thermosensible. Celle-ci est active 

uniquement dans les zones plus froides du corps, c’est-à-dire les extrémités (Lyons et al., 2005). 
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Chapitre 3 - Mon modèle d’étude : la pigmentation abdominale des 

femelles D. melanogaster et sa plasticité thermique  
 

Pour mieux comprendre comment l’environnement peut affecter le développement en 

modulant l’expression de réseaux de gènes, je me suis intéressé au cours de ma thèse à la 

plasticité thermique de la pigmentation abdominale chez les femelles D. melanogaster. Ce 

caractère présente l’intérêt d’être directement observable et a été l’objet de nombreuses 

études concernant son établissement au cours du développement, son dimorphisme sexuel 

ou sa variation intra- et inter-spécifique. Dans la nature, la pigmentation abdominale des 

femelles D. melanogaster montre de la variation génétique, surtout dans les deux derniers 

segments (A6 et A7) (Kopp et al., 2003; Robertson et al., 1977). C’est par ailleurs un 

phénotype plastique, sensible à différentes modifications de l’environnement comme la 

température et la nutrition (Gibert et al., 2000; Shakhmantsir et al., 2014). 

 

I) Les gènes de pigmentation chez D. melanogaster  
 

La pigmentation abdominale est due à la présence de pigments présents dans la cuticule. La 

cuticule est secrétée par l’épiderme et est formée au stade pupal. Les précurseurs des 

pigments sont synthétisés dans les cellules épidermiques puis sont transportés dans la 

cuticule où les pigments sont produits dans les quelques heures après l’éclosion. Les 

enzymes impliquées dans les voies de biosynthèse des pigments sont codées par des gènes 

appelés gènes de pigmentation. La pigmentation abdominale est sexuellement dimorphique. 
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Les mâles ont l’abdomen postérieur (A5 et A6) entièrement noir, tandis que chez les 

femelles tous les segments sont jaunes avec une bande noire sur le bord postérieur (Figure 

19) (Jeong et al., 2006).  

 

Figure 19 : Dimorphisme sexuel de la pigmentation abdominale chez D. melanogaster.  (Jeong 

et al., 2006). 

 

1) La voie de biosynthèse des pigments   

La pigmentation de la cuticule est due à la présence de trois pigments : un pigment jaune (la 

NβAD-sclérotine) et les dopamine-mélanines brune et noire (Wittkopp et al., 2003; pour 

revue, True, 2003). Ces trois pigments sont synthétisés par une voie de biosynthèse dont le 

précurseur est la tyrosine (Figure 20). La tyrosine est assimilée par les cellules 

épidermiques puis transformée en DOPA (dihydroxyphenylalanine) par la tyrosine 

hydroxylase (TH) codée par le gène pale (Riedel et al., 2011). La DOPA est ensuite modifiée 

en dopamine par la Dopa Décarboxylase (DDC). La dopamine peut être métabolisée dans 

deux voies différentes pour produire les trois types de pigments. Substrat de la Laccase 2, 

elle permet de produire la dopamine-mélanine noire grâce à l’enzyme Yellow et la 

dopamine-mélanine brune par une voie enzymatique non connue. Convertie en N-β-alanyl 

dopamine (NβAD) par Ebony, elle conduit à la synthèse de NβAD-sclérotine jaune. Dans 
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cette voie, l’action d’Ebony est reversible. En effet, l’hydrolase Tan est antagoniste d’Ebony 

et transforme le NβAD en dopamine, ce qui augmente la synthèse de dopamine-mélanines 

brune et noire (Riedel et al., 2011; True et al., 2005; Wittkopp et al., 2003).  

 

 

Figure 20 : Voie de biosynthèse des pigments de la cuticule abdominale de D. melanogaster.  

Différentes enzymes (en rouge) sont nécessaires à la synthèse des pigments de la cuticule, bruns, 

noirs ou jaunes. Ces enzymes sont codées par des gènes du même nom, appelés gènes de la 

pigmentation. En gris est représentée la voie de synthèse d’une autre mélanine noire, la Dopa-

mélanine, peu abondante (Gibert et al., 2017). 

 

 2) Expression des gènes de pigmentation 

Les gènes de pigmentation qui ont été les plus étudiés sont tan (t), yellow (y), ebony (e) et 

Ddc. Ces gènes sont exprimés à des stades différents du développement et dans différentes 

régions des segments abdominaux.  

Le gène Ddc, qui permet la synthèse de dopamine, est exprimé dès le milieu du stade pupal, 

de manière uniforme dans tous les segments (Figure 21A). Son expression est régulée dans 

l’épiderme par des séquences cis-régulatrices présentes en amont de son promoteur et dans 

son deuxième intron (Grover et al., 2018). 
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Le gène yellow code l’enzyme permettant la synthèse de la dopamine-mélanine noire. Deux 

autre enzymes, Yellow-f et Yellow-f2, ont la même activité, mais leur expression dans 

l’épiderme abdominal n’est pas connue (Han et al., 2002). Le maximum d’expression de 

yellow est observé en fin de vie pupale, chez les mâles et les femelles, dans la région 

postérieure noire des segments et dans les segments A5 et A6 des mâles qui sont 

uniformément noirs (Figure 21B) (Hinaux et al., 2018 ; Jeong et al., 2006; Wittkopp et al., 

2003). L’expression de yellow dans l’abdomen est régulée par un enhancer appelé « y-wing-

body element » (Jeong et al., 2006). 

Le gène tan, qui participe à la synthèse des mélanines brune et noire, est exprimé à partir 

de la fin du stade pupal jusqu’à deux heure après l’éclosion, dans tous les segments du mâle 

et la femelle, mais plus fortement dans les segments postérieurs (Figure 21C) (Gibert et al., 

2016 ; Jeong et al., 2008). Dans l’épiderme abdominal des mâles et des femelles, son 

expression est régulée par un enhancer appelé t-MSE (Gibert et al., 2016; Jeong et al., 2008). 

Il existe de la variation génétique dans le t-MSE qui affecte la pigmentation abdominale des 

femelles (Bastide et al., 2013 ; Gibert et al., 2017b). 

Le gène ebony, impliqué dans la production des pigments jaunes, est exprimé juste après 

l’éclosion dans la région antérieure jaune des segments (Figure 21D). L’analyse de lignées 

rapportrices a montré que le patron d’expression d’ebony est contrôlé par plusieurs 

éléments régulateurs : un enhancer en amont du promoteur (eAct), un silencer à proximité 

du promoteur (eMS) qui réprime l’expression d’ebony dans A5 et A6 chez les mâles et un 

silencer intronique qui réprime ebony dans les régions postérieures des segments (eSS) 

(Reibeiz et al., 2009). Récemment il a été montré que eAct joue également le rôle de silencer 

d’ebony dans la ligne médiane dorsale (Akiyama et al., 2022). Récemment un autre enhancer 

abdominal dans le premier intron d’ebony (eIn.4) redondant avec eAct a été identifié et les 

deux silencers ont été plus précisément délimités et leurs rôles sur la régulation de 
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l’expression d’ebony confirmés en les supprimant expérimentalement (Méndez-Gonzáles et 

al., 2023). 
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Figure 21 : Expression et régulation des gènes de pigmentation tan (t), yellow (y), Ddc et ebony 

(e) dans l’épiderme abdominal. A) Localisation des séquences régulatrices de Ddc et expression 

de Ddc dans l’épiderme abdominal mâle et femelle (Grover et al., 2018). B) Localisation des 

séquences régulatrices de yellow et abdomens mâle et femelle exprimant un transgène y-wing-body-

element_nEFGP (Jeong et al., 2006). C) Localisation des séquences régulatrices de tan et abdomens 

mâle et femelle exprimant un transgène rapporteur t-MSE-GFP (Jeong et al., 2008 : Gibert et al., 

2016). D) Localisation des séquences régulatrices d’ebony et expression d’ebony dans l’épiderme 

abdominal femelle, les flêches rouges montrent la ligne médiane dorsale dans laquelle ebony ne 

n’exprime pas (Méndez-Gonzáles et al., 2023).  

 

3) Facteurs de transcription impliqués dans le contrôle de l’expression des gènes de 
pigmentation  

La formation et l’identité des segments abdominaux postérieurs sont dues aux facteurs de 

transcription Abdominal-A (Abd-A) et Abdominal-B (Abd-B) (Lewis, 1978; Sánchez-Herrero 

et al., 1985). Abd-A et Abd-B sont également impliqués dans la régulation de la mise en place 

de la pigmentation.  

Abd-A est exprimé de façon homogène dans les segments A2 à A7, il régule tan en le 

réprimant dans les segments A2-A4 et en l’activant de façon indirecte avec Abd-B dans A5 

et A6 (Camino et al., 2015). L’expression d’Abd-B augmente de façon antéro-postérieure, elle 

est faible dans A5 et forte dans A7 (Kopp et Duncan, 2002). Abd-B régule directement 

l’expression de y chez les mâles en se fixant sur le « yellow-wing-body element » (Jeong et al., 

2006) alors que Abd-A ne semble pas impliqué dans la régulation de y (Camino et al., 2015). 

Abd-B régule aussi la pigmentation en contrôlant l’expression du facteur de transcription 

Doublesex (Dsx) qui participe à la mise en place de la pigmentation (Kopp et al., 2000 ; Wang 

and Yoder, 2012). Il existe deux formes de Dsx générées par épissage alternatif, la forme 

mâle appelée DsxM et la forme femelle appelée DsxF. Dsx et Abd-B participent ensemble à la 

mise en place de plusieurs caractères sexuels comme la pigmentation, les soies et le nombre 
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de segments abdominaux (Kopp et al., 2000). La mise en place du dimorphisme de la 

pigmentation par Abd-B et Dsx se fait par leur régulation directe des gènes bric-à-brac (bab) 

codant des répresseurs de transcription. 

Les deux gènes paralogues bab1 et bab2 sont impliqués dans de nombreux processus 

comme le développement des ovaires, la mise en place des peignes sexuels et la 

pigmentation abdominale (Couderc et al., 2002). Ils sont très exprimés chez les femelles 

dans les segments A2-A7 au stade pupal et chez les mâles seulement dans les segments A2-

A4 (Kopp et al., 2000; Williams et al., 2008). 

Deux enhancers sont impliqués dans la régulation de l'expression des gènes bab, l'« anterior 

element » et le « dimorphic element » (bDE) (Williams et al., 2008). Dans les segments A5, A6 

et A7 des femelles, Abd-B et DsxF se fixent sur l’enhancer bDE et activent l’expression de bab. 

Dans les segments A5 et A6 des mâles, cet enhancer est fixé par Abd-B et DsxM, ce qui 

réprime bab (Kopp et al., 2000; Williams et al., 2008). Bab1 et Bab2 répriment la synthèse 

de mélanines dans les segments où ils sont exprimés en réprimant les gènes Ddc, y et tan 

(Gibert et al., 2007 ; Roeske et al., 2018 ; De Castro et al., 2018). La régulation de tan passe 

notamment par le contrôle de l’activité de son enhancer t-MSE (Figure 22). 
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Le facteur de transcription Omb/Bi, codé par le gène optomotor-blind/bifid (omb/bi), 

participe également à l’établissement de la pigmentation en spécifiant la bande noire 

transversale présente dans la région postérieure des segments. L’expression de ce gène est 

activée par Hedgehog (Kopp et Duncan, 1997). Bien que cela n’ait pas été démontré, Omb/Bi 

pourrait réguler y qui est exprimé fortement dans la région postérieure des tergites (Jeong 

et al., 2006; Wittkopp et al., 2002) et/ou e qui y est réprimé (Rebeiz et al., 2009). 

 

 

 

 

Figure 22 : bab réprime tan en régulant 

l’activité de son enhancer t-MSE. A) La 

réduction de l’expression de bab1 par RNAi 

augmente la pigmentation dans le domaine 

d’expression du pilote pnr-Gal4 (à droite des 

pointillés), indiquant que bab réprime la 

synthèse de mélanine. B) Expression de tan 

en condition contrôle (gauche) et RNAi bab1 

(droite) : l’expression de tan augmente dans 

le domaine d’expression de pnr-Gal4 (à 

droite de la ligne pointillée). C) Activité de 

l’enhancer t-MSE (lignée rapportrice t-MSE-

nEGFP). L’activité de l’enhancer t-MSE 

augmente dans la région d’expression de 

pnr-Gal4 (De Castro et al., 2018). 
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 4) Rôles possibles de la pigmentation abdominale  

 

La grande diversité de couleurs et de patrons chez les insectes a été l’objet de nombreuses 

études. La pigmentation chez les insectes peut servir d’outil de communication visuelle au 

sein des espèces pour se reconnaitre ou encore pour le choix du partenaire. Elle peut aussi 

servir pour se camoufler, refléter la lumière ou éviter des prédateurs (Wittkopp et Beldade 

2009). Elle peut également participer à des processus physiologiques comme la 

thermorégulation, la résistance à la dessiccation et la protection contre les UV (True, 2003).  

Chez certains insectes de grande taille, la variation de la pigmentation, en modifiant 

l’absorption du soleil, a un impact sur la température corporelle et l’activité des animaux 

(Jong et al., 1996; Kuyucu et al., 2018; Sibilia et al., 2018; Watt, 1969).  

Chez D. melanogaster, des mutants d’ebony et yellow ayant des phénotypes de pigmentation 

extrêmes et opposés (très mélanisé pour un mutant d’ebony, en grande partie jaune pour un 

mutant de yellow), placés sous une lampe mimant l’exposition solaire, atteignent des 

températures corporelles différentes, ce qui suggère que la pigmentation abdominale joue 

un rôle sur la régulation de la température corporelle (Figure 23) (Freoa et al., 2023). 
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Figure 23 : Evolution de la température corporelle de femelles D. melanogaster mutantes 

pour ebony et yellow. A) A gauche un mutant d’ebony (pigmentation noire par augmentation de la 

synthèse de mélanines), à droite un mutant de yellow (pigmentation jaune par absence de synthèse 

de mélanines noires). B) Capture à la caméra thermique de la température corporelle des mutants 

exposés sous une lampe mimant l’exposition solaire (basses températures en bleu, hautes 

températures en blanc). Le mutant ebony a une température corporelle plus élevée que le mutant 

yellow. C) Courbes de température des deux mutants en fonction du temps d’exposition sous la 

lampe (rouge : mutant ebony ;  bleu : mutant yellow). Le mutant ebony atteint une température 

corporelle plus haute que le mutant yellow pendant l’exposition à la lumière. Ceci suggère que la 

différence de température corporelle des individus peut être attribuée à l’absorption de la lumière 

et que l’individu le plus pigmenté absorbe plus la lumière (Freoa et al., 2023). 

 

 

La pigmentation chez D. melanogaster pourrait aussi participer à la protection contre les 

rayons UV (Bastide et al., 2014), la résistance aux pathogènes (Kutch et al.,2014) ou encore 

le camouflage, le comportement de cour, le choix du partenaire, la longévité et la fécondité 

(Wittkopp et al., 2003 ; Rajpurohit et al., 2016).  

 

II) La plasticité thermique de la pigmentation abdominale 
 

La pigmentation abdominale des femelles D. melanogaster est sensible à la température. En 

effet, pour un même génotype, la pigmentation augmente lorsque la température 
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développementale diminue (Gibert et al., 2000). Cette modification de la pigmentation est 

la plus importante dans les segments postérieurs A5, A6 et A7, tandis qu’elle est faible dans 

les segments plus antérieurs (Figure 24). La différence de plasticité entre les segments 

antérieurs et postérieurs semble liée à l’expression du gène Abd-B. En effet son expression 

ectopique dans le thorax suffit à produire un phénotype de pigmentation plastique (Gibert 

et al., 2007). La température n’affecte pas uniquement la pigmentation abdominale, mais 

aussi la taille, le nombre d’ovarioles et la vitesse de développement (Gibert et al., 2004). 

 

 

Figure 24 : Plasticité phénotypique de la pigmentation abdominale des femelles D. 

melanogaster dans les segments A5, A6 et A7. A) Cuticules de femelles drosophiles (lignée 

isogénique w1118) élevées à 18°C, 25°C ou 29°C. Dans les segments postérieurs A5, A6 et A7 on 

observe une diminution de la pigmentation quand la température de développement augmente. B) 

Normes de réaction de la pigmentation dans les segments A5, A6 et A7. Pour les trois segments, il y 

a une diminution significative de la pigmentation quand la température du développement 

augmente (n=10 par température ; p-value : **= <0.01) (Gibert et al., 2016). 

 

Afin de déterminer à quel stade du développement la température a un effet sur la 

pigmentation, des expériences de transfert d’individus de 29°C à 18°C à différents stades du 

développement ont été réalisées (Figure 25).  Les individus transférés à 18°C avant la 

deuxième moitié du développement pupal ont un phénotype de pigmentation foncé typique 

de drosophiles élevées totalement à 18°C. Lorsque le transfert à 18°C est réalisé après la 

seconde moitié du développement pupal, la pigmentation est claire, identique à celle 
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d’individus développés complètement à 29°C. La température a donc un effet sur la 

pigmentation abdominale au cours de la deuxième moitié du développement pupal. Cette 

période correspond à la période de mise en place de la pigmentation pendant la fin du stade 

pupal et les premières heures après l’éclosion. 

 

Figure 25 : Sensibilité de la pigmentation à la température pendant le développement. Des 

femelles ont été mises à pondre à 29°C, puis les tubes d’élevage ont été transférés à 18°C à différents 

stades du développement (entre 1 et 9 jours après la ponte : le stade de passage à 18°C est indiqué 

au-dessus de chaque photo). Les cuticules des femelles issues de ces embryons sont présentées. A 

gauche (cadre rouge) : phénotype foncé obtenu après un développement total à 18°C. A droite (cadre 

vert) : phénotype clair obtenu après un développement complet à 29°C. Le changement du 

phénotype foncé vers le phénotype clair est observé quand le changement de température a lieu 

pendant la deuxième moitié du développement pupal (cadre bleu). La température régule donc la 

pigmentation abdominale pendant cette période (données non publiées du laboratoire). 

 

 

1) Mécanismes moléculaires de la plasticité thermique de la pigmentation 
abdominale  

 

Pour identifier les mécanismes et les acteurs impliqués dans la plasticité thermique de la 

pigmentation abdominale, les transcriptomes d’épidermes des segments A5, A6 et A7 de 

pupes tardives ou de jeunes femelles contrôles w1118 élevées à 18°C ou 29°C ont été analysés 

par RNAseq (données non publiées du laboratoire). L’expression de nombreux gènes est 
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modulée par la température (2852 gènes dans les épidermes de pupes, 2086 gènes dans les 

épidermes de jeunes adultes). Parmi ces gènes se trouvent des gènes codant des facteurs de 

transcription, des régulateurs de la chromatine, mais également le gène de pigmentation 

tan. Ce gène est en effet dix fois plus exprimé à 18°C qu’à 29°C dans les épidermes de jeunes 

adultes  

a) Le gène de pigmentation tan  
 

tan est l’effecteur principal de l’effet de la température sur la pigmentation abdominale. Le 

gène tan code une enzyme impliquée dans la synthèse des pigments noirs et bruns (Figure 

20). Son niveau d’expression beaucoup plus élevé à 18°C qu’à 29°C est donc en accord avec 

la plasticité de la pigmentation, les mouches étant plus foncées à 18°C qu’à 29°C.  

Afin de confirmer les résultats des analyses RNA-seq et d’analyser l’expression de tous les 

gènes de pigmentation, des expériences de RT-qPCR ont été réalisées dans les mêmes tissus 

et aux mêmes stades que les RNA-seq (Figure 26) (Gibert et al., 2016). Dans les épidermes 

de pupes, les gènes de pigmentation tan, ebony, Ddc, yellow et black sont faiblement modulés 

par la température. Par contre, chez les jeunes adultes, le seul gène dont l’expression est 

modulée par la température est tan, qui est sept fois plus exprimé à 18°C qu’à 29°C.  
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Figure 26 : Modulation par la température de l’expression des gènes de la pigmentation dans 

les épidermes abdominaux de jeunes femelles ou de pupes élevées à 18°C ou 29°C. Analyse par 

RT-qPCR de l’expression des gènes de la pigmentation. p-value : *<0.05, **= <0.01 (Gibert et al., 

2016). 

 

La forte modulation de l’expression de tan par la température suggère que celui-ci pourrait 

être l’effecteur principal de l’effet de la température sur la pigmentation. Afin de voir si la 

modulation de tan mime l’effet de la température, son expression a été soit diminuée 

(transgène UAS-RNAi tan), soit augmentée (transgène UAS-tan), en utilisant le pilote 

pannier-Gal4 (pnr-Gal4) (Figure 27A) (Gibert et al., 2016). pnr s’exprime autour de la ligne 

médiane dorsale dans l’épiderme abdominal pendant tout le développement (Calleja et al., 

2000). La diminution d’expression de tan à 18°C induit une diminution de pigmentation, ce 

qui montre que l’expression forte de tan est nécessaire pour avoir un phénotype foncé à 

18°C. A l’inverse, la surexpression de tan à 29°C induit une augmentation de pigmentation,  

montrant que la faible expression de tan à 29°C est limitante pour la production des 

pigments bruns et noir. La modulation de l’expression de tan est donc nécessaire et 

suffisante pour mimer l’effet de la température. Cette modulation d’expression de tan passe 

au moins en en partie par une modification de l’activité de son enhancer t-MSE, plus actif à 

18°C qu’à 29°C (Figure 27B-C) (Gibert et al., 2016).  
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Figure 27 : La modulation de l’expression de tan est essentielle pour la plasticité 

phénotypique de la pigmentation et implique une régulation de l’activité de son enhancer t-

MSE. A) Phénotypes de pigmentation induits par une modulation de l’expression de tan (transgènes 

UAS-RNAi tan et UAS-tan, pilote pnr-Gal4. Le domaine d’expression du pilote pnr-Gal4 est à droite 

des pointillés). B) Cuticules de jeunes femelles élevées à 18°C ou 29°C exprimant un transgène 

rapporteur t-MSE-nEGFP. C) Quantification de l’intensité de la GFP dans les segments A5, A6 et A7 

des jeunes femelles exprimant le transgène t-MSE-nEGFP. n=10 par température, p-value***= <0.05 

(Gibert et al., 2016). 

 

b) Les facteurs de transcription Bab et Abd-B  
 

 Comme vu précédemment (Partie I, 3 et figure 22), les facteurs de transcription Bab (Bab1 

et Bab2) interviennent dans l’établissement de la pigmentation en réprimant l’expression 

de tan. L’expression de bab est elle-même régulée par Abd-B. En plus de leur rôle dans 

l’établissement de la pigmentation, le rôle de bab et Abd-B dans la plasticité thermique de la 
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pigmentation a démontré par une étude du laboratoire visant à caractériser deux lignées de 

D. melanogaster, la lignée Pale et la lignée Dark, ayant des pigmentations et des plasticités 

thermiques différentes (De Castro et al., 2018) (Figure 28).  

 

La différence de pigmentation et de plasticité de ces lignées est essentiellement liée au locus 

bab, qui présente entre les deux lignées un polymorphisme dans la séquence de l’enhancer 

bDE (allèles bDED et bDEP) induisant une différence d’activité et de plasticité de cet enhancer 

(Figure 29A). Cette différence se reflète au niveau de l’expression et de la plasticité de bab 

(Figure 29B) et de tan (Figure 29C) qui diffèrent entre les deux lignées. La modulation  par 

la température de l’expression de bab via son enhancer bDE joue donc un rôle clé dans la 

plasticité thermique de la pigmentation. De plus, dans les deux lignées, la modulation par la 

Figure 28 : Les lignées Pale et 

Dark ont une pigmentation et une 

plasticité différentes. A) Cuticules 

abdominales de femelles Pale et 

Dark élevées à 18°C, 25°C et 29°C. B) 

Normes de réaction montrant une 

plasticité différente des deux lignées 

dans les segments A6 et A7 

(interaction GxT significative) (De 

Castro et al., 2018). 
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température de l’expression de tan est, au moins en partie, une conséquence de la 

modulation par la température de celle de bab (De Castro et al ., 2018).  

  

Figure 29: L’enhancer de bab, b-DE, des lignées Pale et Dark diffère en activité et plasticité, 

induisant une différence d’expression et de plasticité de bab et tan entre les deux lignées. A) 

Quantification de l’activité et de la réponse à la température de l’enhancer b-DE des lignées Pale 

(rouge) et Dark (bleu) mesurée grâce à un transgène rapporteur GFP. B). Quantification par RT-qPCR 

de l’expression et la plasticité thermique de bab1 et bab2 dans les épidermes des pupes et jeunes 

adultes des lignées Pale (rouge) et Dark (bleu). C) Quantification par RT-qPCR de l’expression et la 

plasticité thermique de tan dans les épidermes de jeunes adultes des lignées Pale (rouge) et Dark 

(bleu) (De Castro et al., 2018). 

 

En plus d’être sensible à la température, l’expression de bab est aussi modulée par la dose 

d’Abd-B, ce qui est attendu puisqu’Abd-B active bab chez les femelles en se fixant à 

l’enhancer bDE. Mais de manière intéressante, l’action d’Abd-B sur bab est modulée par la 

température (Figure 30). L’expression d’Abd-B n’étant pas elle-même pas modulée par la 

température, il est possible que la température module le recrutement d’Abd-B sur 

l’enhancer b-DE. La dose d’Abd-B est donc impliquée dans la régulation de l’activité et de la 

plasticité de l’enhancer bDE (De Castro et al., 2018). 
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Figure 30 : La température et l’effet d’Abd-B sont impliqués dans la régulation de l’expression 

de bab. Mesure par RT-qPCR de l’expression de bab1 et bab2 dans des épidermes abdominaux de 

pupes élevées à 18°C ou 29°C exprimant 1 ou 2 doses d’Abd-B. L’expression de bab1 et bab2 est 

modifiée par la température (T) ainsi que par la dose d’Abd-B (D). Pour bab1, on observe une 

interaction entre la dose d’Abd-B et la température (DxT) (Two way ANOVA p-value:*= <0.05, 

**<0.01, ***<0.001) (De Castro et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) La méthyl-transférase Trithorax (Trx) 
 

Comme vu précédemment (chapitre 1, partie IV), des variations de l’environnement 

peuvent affecter la structure et la compaction de la chromatine, induisant une plasticité 

transcriptionnelle de certains gènes.  Afin d’étudier si ce type de mécanisme est impliqué 

dans la modulation de l’expression de tan par la température, le niveau de compaction de la 

chromatine et l’abondance de certaines marques épigénétiques à ce locus ont été mesurés à 
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18°C et 29°C dans des épidermes abdominaux de jeunes adultes (Figure 31) (Gibert et al. 

2016).  La compaction de tan, mesurée par FAIRE-qPCR (« Formaldehyde Assisted Isolation 

of Regulatory Elements ») ne varie pas sur aucune région du gène entre 18°C et 29°C (Figure 

31A). Il en est de même pour la marque d’histone caractéristique des enhancers actifs, 

H3K27ac, mesurée par ChIP-qPCR (Immunoprécipitation de Chromatine), qui reste élevée 

sur l’enhancer t-MSE aux deux températures (Figure 31B). En revanche, le niveau de la 

marque H3K4me3 activatrice sur le TSS de tan et son exon 2 est beaucoup plus élevé à 18°C 

qu’à 29°C, ce qui corrèle avec l’augmentation de l’expression de tan à 18°C (Figure 31C).  

 

Figure 31 : Compaction de la chromatine et abondance des marques H3K4me3 et H3K27ac 

sur le locus de tan dans les épidermes abdominaux de jeunes femelles élevées à 18°C et 29°C. 

A) La température ne modifie pas la compaction de la chromatine au niveau du TSS de tan et de son 

enhancer t-MSE ; contrôles négatifs : enhancer VG01 et une région intergénique NC. B) La 

température ne modifie pas le niveau de la marque H3K27ac sur l’enhancer t-MSE . C) Une 

température plus froide augmente le niveau de la marque H3K4me3 en aval du TSS de tan ainsi que 

sur son exon 2 (Gibert et al., 2016). 
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Comme vu précédemment (Chapitre 1, partie II), la méthylation de H3K4 peut être réalisée 

chez la drosophile par trois histone méthyl-transférases, Trx, dSet1 et Trr (Tableau 2). Pour 

savoir si ces enzymes sont impliquées dans la mise en place de la pigmentation et sa 

plasticité, des femelles dans lesquelles les gènes trx, trr et dSet1 ont été inactivés par RNAi 

dans l’épiderme abdominal en utilisant le pilote yellow-Gal4 (y-Gal4) ont été étudiées 

(Figure 32) (Gibert et al 2016). Seule la perte d’expression de trx a un effet sur la 

pigmentation (Figure 32A). Par ailleurs, la diminution d’expression de trx provoque une 

diminution de l’expression de tan (Figure 32B) et du niveau de H3K4me3 sur son TSS et son 

exon 2 (Figure 32C). L’histone méthyl-transférase Trx est donc impliquée dans 

l’établissement de la pigmentation en activant notamment l’expression de tan grâce au 

dépôt de la marque H3K4me3 sur ce gène. L’analyse de la norme de réaction de la 

pigmentation de femelles hétérozygotes pour l’allèle perte-de-fonction trxj14A6 suggère que 

trx pourrait aussi participer à la plasticité de la pigmentation (Figure 32D). 
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Figure 32 : L’histone méthyl-transférase Trx participe à l’établissement de la pigmentation et 

à sa plasticité thermique. A) La diminution d’expression de trx par RNAi dans l’épiderme 

abdominal (pilote y-Gal4) induit une dépigmentation qui n’est pas observée pour trr et dSet1. B) 

Mesure de l’expression de tan dans l’épiderme abdominal de jeunes femelles en condition contrôle 

(RNAi GFP) ou RNAi trx. trx régule l’expression de tan (n=3, 30 épidermes par condition, p-value*= 

<0.05). C) Mesure du niveau de la marque H3K4me3 en condition contrôle et RNAi trx sur tan. trx 

est nécessaire pour le niveau de H3K4me3 en aval du TSS de tan et sur son exon 2 (n=3, 30 épidermes 

par condition, p-value*= <0.05). D) Normes de réaction de la pigmentation abdominale de 

drosophiles contrôles (w1118) et mutantes perte de fonction pour trx (trxj14A6/+). La plasticité (GxT) 

est significativement différente entre les deux lignées (n=30 par température, p-value**= <0.01, 

***<0.001) (Gibert et al., 2016). 
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d)  Reconstruction du réseau de gènes régulant la pigmentation abdominale et sa 
plasticité 
 

Les données du laboratoire ainsi que celles de la littérature permettent de commencer à 

identifier un réseau de gènes impliqués dans la régulation de la pigmentation et sa plasticité 

(Figure 33).  

 

Figure 33 : Réseau de régulation de gènes médiant l’effet de la température sur la 

pigmentation abdominale des femelles D. melanogaster. Abd-B et Dsx-F activent l’expression de 

bab qui régule négativement les gènes de la pigmentation tan, yellow et ddc, ce qui induit une 

réduction de la production de mélanine. trx régule l’expression de tan et modifie le niveau de 

H3K4me3 sur tan. Les flèches rouges indiquent que l’effet du gène ou de la protéine est sensible à la 

température, les astérisques rouges indiquent que l’expression du gène est modifiée par la 

température (D’après Gibert et al., 2007 ; Gibert et al., 2017 ; Williams et al., 2008 ; Gibert et al., 

2016 ; Roeske et al., 2018 ; De Castro et al., 2018). 

 

 

Afin de compléter ce réseau et d’identifier de nouveaux acteurs de la pigmentation 

abdominale et sa plasticité, un crible génétique par RNAi contre 494 facteurs de 
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transcription et régulateurs de la chromatine exprimés dans l’épiderme abdominal de 

jeunes femelles D. melanogaster a été effectué avant mon arrivée au laboratoire (S. De 

Castro, thèse, 2018).  La première étape du crible, basée sur l’observation de la pigmentation 

abdominale de lignées UAS-RNAi combinées avec les pilotes pnr-Gal4 et y-Gal4, a permis 

d’identifier 56 gènes impliqués dans la pigmentation. Parmi ces gènes, l’utilisation d’un 

transgène GFP rapporteur de l’expression de tan a mis en évidence que 27 d’entre eux 

participaient à la régulation de tan. Parmi ces 27 gènes, quinze codent des facteurs de 

transcription, quatre des régulateurs de la chromatine et huit des protéines dont la fonction 

n’est pas encore connue.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75  

III) Objectifs de ma thèse  
 

Le crible génétique visant à identifier de nouveaux acteurs de la pigmentation abdominale 

a permis d’identifier de nouveaux régulateurs de la chromatine. Au cours de ma thèse, j’ai 

étudié certains de ces candidats. 

La première partie de mon projet a concerné l’étude du gène grappa (gpp) codant pour une 

sous unité du complexe DotCom (Résultat partie I). Gpp est l’histone méthyl-transférase qui, 

au sein du complexe DotCom, dépose la marque activatrice H3K79me3. J’ai analysé le rôle 

de des sous unité de DotCom dans l’établissement de la pigmentation abdominale en 

déterminant notamment les gènes de pigmentation cibles de Gpp. J’ai également montré que 

le complexe DotCom joue un rôle dans la plasticité de la pigmentation.   

En parallèle, je me suis aussi intéressé à un autre gène issus du crible génétique, little 

imaginal discs (lid) (Résultats partie II). Le gène lid code une histone déméthylase retirant 

la marque H3K4me3 (voir chapitre 1, II, 4). Ce candidat a retenu notre intérêt puisque Trx, 

l’enzyme antagoniste de Lid qui dépose la marque H3K4me3, intervient dans 

l’établissement de la pigmentation et sa plasticité. J’ai donc complété les données génétiques 

et moléculaires déjà disponibles au laboratoire pour confirmer le rôle de Lid dans 

l’établissement de la pigmentation et sa plasticité. Par ailleurs, afin de déterminer les 

interactions fonctionnelles entre Lid et Trx dans l’établissement de la pigmentation et 

identifier leurs gènes cibles, j’ai généré et analysé le transcriptome d’épidermes 

abdominaux d’individus RNAi pour lid ou trx. De manière inattendue, ce travail m’a permis 

de mettre en évidence l’implication dans l’établissement de la pigmentation de certains 

gènes de la voie des pi-RNA.  
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Résultats partie I - Etude du rôle du complexe DotCom sur la mise en 

place de la pigmentation et sa plasticité  

I) Contexte de l’étude et principaux résultats 
 
La plasticité phénotypique est la capacité d’un génotype à produire des phénotypes distincts 

en réponse à des environnements différents. Au laboratoire nous utilisons la pigmentation 

abdominale des femelles Drosophila melanogaster comme modèle de plasticité. En effet leur 

pigmentation est forte à basse température et plus faible à haute température. 

Les travaux précédents du laboratoire ont permis de commencer à identifier le réseau de 

régulation des gènes de pigmentation médiant l’effet de la température. Pour compléter ce 

réseau, un crible génétique contre des régulateurs chromatiniens et des facteurs de 

transcription exprimés dans l’épiderme abdominal a été réalisé au laboratoire. Parmi les 

candidats issus de ce crible se trouvent des sous-unités du complexe DotCom (Gpp, Alh, 

Nipped-A et EAR). Ce complexe appose la marque activatrice H3K79me3. 

Dans ce travail, j’ai étudié le rôle du complexe DotCom dans la mise en place de la 

pigmentation et sa plasticité. J’ai confirmé que les différentes sous-unités du complexe sont 

impliquées dans la mise en place de la pigmentation. De façon intéressante, Gpp joue des 

rôles opposés dans la mise en place de la pigmentation en fonction du stade de 

développement, en régulant différents gènes de pigmentation. En effet, son action pendant 

la vie larvaire conduit à la répression de yellow, et son action à la fin de la vie pupale induit 

l’activation de tan. J’ai également montré que le complexe DotCom est impliqué dans la 

plasticité thermique de la pigmentation. Ces résultats seront prochainement soumis pour 

publication.  

II) Article 
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Abstract: 

Temperature sensitivity of abdominal pigmentation in Drosophila melanogaster females allows 

to investigate the mechanisms underlying phenotypic plasticity. Thermal plasticity of 

pigmentation is due to modulation of tan and yellow expression, encoding pigmentation 

enzymes. Furthermore, modulation of tan expression by temperature is correlated to the 

variation of the active histone mark H3K4me3 on its promoter. Here, we test the role of the 

DotCom complex, which methylates H3K79, another active mark, in establishment and 

plasticity of pigmentation. We show that several components of the DotCom complex are 

involved in the establishment of abdominal pigmentation. Remarkably, Grappa, the catalytic 

unit of this complex, plays opposite roles on pigmentation at distinct developmental stages. 

Indeed, its down-regulation from larval L2 to L3 stages increases female adult pigmentation, 

whereas during the second half of the pupal stage it decreases adult pigmentation. These 

opposite effects are correlated to the regulation of distinct pigmentation genes by Grappa: 

yellow repression for the early role and tan activation for the late one. Lastly, reaction norms 

measuring pigmentation along temperature in mutants for subunits of the DotCom complex 

reveal that this complex is not only involved in the establishment of female abdominal 

pigmentation but also in its plasticity. 

mailto:jean-michel.gibert@sorbonne-universite.fr
mailto:emmanuele.mouchel@sorbonne-universite.fr


79  

Introduction: 

Phenotypic plasticity is the ability of a given genotype to produce different phenotypes in 

response to distinct environmental conditions 1. It is widely observed in the wild and is often 

an adaptation to predictable environmental fluctuations such as seasonal variations. 

Furthermore, phenotypic plasticity is thought to facilitate evolution, as a phenotype initially 

induced by the environment can become subsequently fixed by genetic assimilation. A few 

empirical studies give support to such models of evolution called “Flexible stem hypothesis” or 

“Plasticity first evolution” 2–7. Despite these important roles in adaptation and evolution, the 

molecular mechanisms underlying phenotypic plasticity are only beginning to be unraveled. 

Here, we use the abdominal pigmentation of Drosophila melanogaster females as a model to 

study the mechanisms involved in phenotypic plasticity. Abdominal pigmentation is sensitive 

to temperature, as females grown at 18°C are darker than those grown at 29°C 8. Indeed, the 

expression of several pigmentation enzyme coding genes (called hereafter pigmentation genes), 

such as tan and yellow, is regulated by temperature 9,10. In particular, tan, encoding an enzyme 

involved in production of black and brown melanin 11, is expressed 7 times more at 18°C than 

29°C in young females 9. Environmental conditions can affect gene expression through 

modifications of chromatin structure, mainly via histone modifications, nucleosome remodeling 

or DNA methylation 12–14. We have previously shown that the H3K4 methyl-transferase 

Trithorax, that deposits the H3K4me3 active histone mark, is involved in the establishment and 

plasticity of Drosophila pigmentation by activating tan expression through H3K4 methylation 

of its promoter 9. Furthermore, the level of H3K4me3 on tan promoter is modulated by 

temperature. Here, we investigate the role of the DotCom complex, involved in the deposition 

of the active histone mark H3K79me3, on pigmentation gene expression and thermal plasticity 

of abdominal pigmentation. 

The mono-, di- and trimethylation of H3K79 is catalyzed by Dot1 (Disruptor of telomeric 

silencing-1), a non-SET domain-containing histone lysine methyl-transferase first identified in 

yeast 15. This enzyme, encoded by grappa (gpp) in Drosophila 16, is highly conserved from 

yeast to vertebrates and seems to have a dual role. In yeast and Drosophila, telomeric silencing 

is disrupted in both Dot1/gpp loss- and gain- of function mutants 16–18. Moreover, in Drosophila, 

gpp mutants show phenotypes indicative of disruption of both Polycomb-group silencing 

complexes (PcG) and Trithorax-group activating complexes (TrxG) 16. In mammals, Dot1 is 

involved in embryonic development and heterochromatin organization 19. Altogether, these data 

reveal an important role of H3K79 methylation in the regulation of developmental genes. 

Genome-wide profiling studies in different mammalian cell lines show that H3K79me2 and 

H3K79me3 marks localize to the promoter-proximal regions of actively transcribed genes, with 

a good correlation with high transcriptional levels 20. In yeast, nearly 90 % of the genome is 

methylated on H3K79 18. In human, these methylations are associated with activation at single-

copy genes 21. H3K79me2 is enriched in euchromatin whereas H3K79me3 is enriched in 

repeated sequences and chromocenter 22. In Drosophila, the level of H3K79me3 is positively 

correlated with gene activity 23, which is consistent with some of the phenotypes previously 

reported for gpp mutants such as anterior transformations of the posterior abdominal segments 
16. 

Interestingly, other histone modifications facilitate H3K79 methylation by Dot1. In yeast, the 

mono-ubiquitination of histone H2B on lysine 123 (H2BK123ub) is required for an efficient 

deposition of methylations on H3K79 (H3K79me2/3) by Dot1 24,25. Structural studies showed 

that the interaction between Dot1 and H2BK123ub, by reducing the distance between Dot1 and 

the nucleosome, allows a higher methylation efficiency 26. Furthermore, the acetylation of 
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histone H4 on lysine 16 (H4K16ac) is also involved in the regulation of Dot1 activity by 

structuring and stabilizing the Dot1-nucleosome interaction 27. 

 

The Dot1/Gpp enzyme belongs to a large multi-subunits complex called DotCom. In mammals, 

this complex is composed of AF10, AF17, AF9, ENL, Skp1 and TRRAP. In Drosophila, the 

complex comprises the corresponding homologues: Alhambra (Alh, homologue of both AF10 

and AF17), EAR (homologue of AF9 and ENL), NippedA (homologue of TRRAP) and SkpB 

for Skp1 28. We show here that the Drosophila complex DotCom and its histone-methyl 

transferase Grappa are involved in the establishment and thermal plasticity of abdominal 

pigmentation. 

 

Results : 

The DotCom complex is involved in pigmentation establishment 

In order to test the role of the DotCom complex on the establishment of pigmentation in 

Drosophila females, we first down-regulated gpp, encoding the histone methyl-transferase, by 

using two UAS-RNAi transgenes (RNAi-gpp1 and RNAi-gpp2) and two drivers, y-Gal4 and pnr-

Gal4. pnr-Gal4 is an « early » driver, as pnr encodes a transcription factor expressed from the 

embryo to the adult, along the dorso-longitudinal line 29. y-Gal4 is a « late » driver, as yellow 

(y) encodes a pigmentation gene expressed in the abdominal epidermis during the second half 

of the pupal stage 30. We observed a significant effect of both RNAi transgenes on pigmentation 

but, surprisingly, these effects were opposite depending on the driver (Figure 1, Supplementary 

table 1). gpp down-regulation with the y-Gal4 driver induced a pigmentation decrease in A5, 

A6 and A7 abdominal segments, whereas with the pnr-Gal4 driver it increased in A5 and A6. 

As the main difference between the two drivers is their stage of expression, this result suggests 

that Gpp has different roles on pigmentation depending on the developmental stage. The UAS-

RNAi-gpp1 line (hereafter called UAS-RNAi-gpp) was used for the following experiments, since 

the two gpp RNAi transgenes gave the same results. 

To further confirm the role of the DotCom complex on the establishment of pigmentation, UAS-

RNAi transgenes against the three other subunits of the complex were used (Figure 2, 

Supplementary table 1). With the y-Gal4 driver, ear and alh down-regulation induced a 

decrease of pigmentation, as gpp down-regulation. NippedA down-regulation was lethal after 

the second larval stage. Using the pnr-Gal4 driver, only ear down-regulation gave interpretable 

results and induced a decrease of pigmentation unlike gpp down-regulation. For NippedA, the 

flies presented cuticles incorrectly fused along the dorsal midline that precluded the analysis of 

pigmentation, whereas for alh no larvae hatched. 

In conclusion, these results showed that the DotCom complex and notably the Grappa sub- unit 

that encodes a H3K79 histone methyl-transferase are involved in the establishment of 

abdominal pigmentation and, as expected, in some essential developmental mechanisms. 

 

 
Gpp plays opposite roles on pigmentation depending on the developmental stage 

The major difference between the two drivers used to down-regulate gpp is the developmental 

stage at which they are expressed. Therefore, the opposite effects of gpp down-regulation on 

pigmentation  revealed  by  these  drivers  could  reflect  its  distinct  roles  at  different 
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developmental stages. To test this hypothesis, we used a temperature-sensitive Gal80 repressor, 

Gal80ts, in combination with the pnr-Gal4 driver. This system allowed to repress gpp at 

different developmental stages. The UAS-RNAi-gpp was activated by shifting tubes containing 

developing flies from 18°C to 29°C between day 10 of development (L2 stage) and day 21 

(young adult stage), and quantifying the A6 segment pigmentation in adult females. As 

temperature itself affects pigmentation, control flies were treated identically. Between days 10 

and 12, gpp down-regulation induced an increase of pigmentation in A6, similarly to the 

phenotype observed with pnr-Gal4. By contrast, between days 17 and 19, a decrease of the 

pigmentation was observed, similar to y-Gal4 phenotype (Figure 3, Supplementary table 2). 

These results show that gpp is involved in different ways in pigmentation establishment during 

development, regulating the gene network involved in melanin production negatively during 

larval development and positively during the second half of the pupal life. 

 

 
Gpp regulates different pigmentation genes depending on the developmental stage 

As Gpp regulates melanin production, we aimed to identify the pigmentation genes targeted, 

directly or indirectly, by Gpp. We thus performed RT-qPCR experiments on A5, A6 and A7 

epidermes of young RNAi-gpp females driven by y-Gal4 or pnr-Gal4 (Figure 4, Supplementary 

File 1, Supplementary Table 3). With the y-Gal4 driver, the expression of tan, involved in 

production of brown and dark melanin, decreased, which is consistent with the pigmentation 

phenotype of y-Gal4>RNAi-gpp flies (Figure 4A). Therefore, Gpp activates tan expression. We 

have shown previously that the Bric-à-Brac transcription factors (Bab1 and Bab2) participate 

in the establishment and plasticity of pigmentation by repressing tan 31. In order to test whether 

Gpp could activate tan through bab regulation, we quantified bab1 expression (Figure 4A). No 

significant change in bab1 expression was observed, suggesting that Gpp regulates tan 

independently of Bab. 

With the pnr-Gal4 driver, no significant difference in pigmentation gene expression was 

observed (Figure 4B). This could be due to the fact that, pnr being expressed only around the 

dorso-longitudinal line, the tissue expressing pnr was too diluted in the total abdominal 

epidermis. To bypass this issue, we observed the expression of nEGFP transgenes reporting the 

expression of the pigmentation genes yellow 32, ebony 33 and tan 34 in UAS-RNAi-gpp flies 

driven by pnr-Gal4 (Figure 5). No change of GFP expression was observed for tan and ebony 

reporters (Figure 5A-B). In contrast, for the yellow reporter, GFP expression increased in the 

expression domain of pnr compared to controls (Figure 5C). yellow being involved in 

production of black melanin 35, this observation is consistent with the pigmentation phenotype 

of pnr-Gal4>RNAi-gpp flies. Therefore, Gpp represses yellow expression. 

 

 
The DotCom complex is involved in thermal plasticity of abdominal pigmentation 

The DotCom complex being involved in pigmentation establishment, we then wondered 

whether it also participates in the regulatory network mediating thermal plasticity of abdominal 

pigmentation. To answer to this question, as thermal sensitivity of the UAS/Gal4 system 

prevented the use of RNAi lines, we studied a double heterozygous loss-of-function mutant for 

gpp (gppBG00006) and alh (alhJ8C8) to strongly destabilize the DotCom complex. Flies were 

grown at 18°C, 25°C and 29°C. Their pigmentation was quantified in A5, A6 and 
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A7 and compared to those of control flies (Figure 6, Supplementary Table 4, Supplementary 

File 2). Pigmentation of both mutant and control females were sensitive to temperature (“T 

effect”). The mutant females were significantly lighter than the control females (“G effect”) for 

A5 but not for A6 and A7. A very strong interaction, visible as the curves of the two genotypes 

crossed each other, was observed between genotype and temperature (“T x G effect”) for A6 

and A7 and to a lesser extent for A5. This significant interaction between genotype and 

temperature revealed that thermal plasticity was modified in gppBG0000/alhJ8C8 females as 

compared to control females. These results show that the DotCom complex participates in 

thermal plasticity of abdominal pigmentation. 

 

 

Discussion : 

We show here that the DotCom complex is involved in the establishment and thermal plasticity 

of the abdominal pigmentation of Drosophila melanogaster females. Interestingly, Gpp, the 

histone methyl-transferase of the complex, participates in opposite ways in the establishment 

of pigmentation depending on the developmental stage. Indeed, when gpp is down-regulated 

from the L2 to the L3 stages, melanin production is higher, whereas when it is down-regulated 

later, during the second half of the pupal life, melanin production is lower. These two effects 

on pigmentation are mediated by the regulation of two pigmentation genes involved in melanin 

production, i.e. yellow for the early effect and tan for the late effect. Thus, Gpp regulates 

different targets during the establishment of female D. melanogaster abdominal pigmentation. 

It is likely that yellow is not a direct target of Gpp, as it is expressed in late pupae whereas its 

deregulation is a consequence of Gpp activity from L2 to L3 larval stage. Concerning tan, we 

observed no significant modification of the H3K79me3 level on its promoter in y-Gal4>RNAi-

gpp females (Supplementary Figure 1, Supplementary File 3, Supplementary table 3), 

suggesting that, like yellow, tan is not directly regulated by Gpp. In contrast, we have shown 

previously that the histone-methyltransferase Trx participates in the deposition of the H3K4me3 

active mark on tan 9. The opposite roles of Gpp through the regulation of distinct pigmentation 

genes could explain its involvement in the thermal plasticity of abdominal pigmentation thermal 

plasticity. Indeed, the expression of yellow and tan is modulated by temperature 9,10. 

Temperature might therefore modulate the balance between the two regulatory roles of Grappa 

on pigmentation, as it was shown for Abdominal- B who plays also opposite roles on cuticle 

pigmentation depending on the temperature 36. 

It would be informative to use mutant flies deficient for the catalytic activity of Gpp to identify, 

at distinct developmental stages and different temperatures, the direct targets of Gpp. In 

addition, mechanistic insights could be gained by the study of Bre1 and MOF, depositing 

H2BK123ub and H4K16ac respectively, that facilitate H3K79 methylation by Gpp. 

Furthermore, a H3K79 demethylase, KDM2B, has recently been characterized in human cells 
37. It would be interesting to identify the Drosophila homologue of KDM2B and test its role on 

the establishment and plasticity of abdominal pigmentation. 
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Material and methods 

Fly stocks 

A w1118 inbred line was used as control. The pnr-Gal4 (BL-3039) 29 , y-Gal4 (BL-44267), 

UAS-RNAi-alh (BL-39057), UAS-RNAi-gpp1 (BL-42919), UAS-RNAi-gpp2 (BL-34842), UAS-

RNAi-ear  (BL-28068),  UAS-RNAi-NippedA  (BL-34849),  alhJ8C8  (BL-12118)  and 

gppBG00006 (BL-12802) lines were from the Bloomington Stock Center. In order to be tested in 

the same genetic background than the w1118 control, alhJ8C8 and gppBG00006 alleles were 

introgressed in w1118 for 10 generations by following eye colour, as these two alleles are marked 

by mini-white. The Gal80ts-Gal4 transgene was previously described 9. The efficiency of the 

UAS-RNAi-gpp1 transgene was validated by RT-qPCR (Supplementary Figure 2, 

Supplementary File 4, Supplementary table 3). The t_MSE-nEGFP , ebony-nEGFP (ebony 

ABC+intron) and yellow-nEGFP (yellow-wing-body-nEGFP) reporter transgenes were 

previously described 32–34. 

Quantification of gene expression by RT-qPCR 

Total RNA were extracted from pools of 30 dissected posterior abdominal epidermes of females 

(A5, A6 and A7) with the RNAeasy Mini kit (Qiagen). Three replicates were performed in all 

experiments. cDNAs were synthesized with the LunaScript RT SuperMix kit (New England 

Biolabs) using random primers. RT-qPCR experiments were performed in a CFX96 system 

using SsoFast EvaGreen SuperMix (Biorad). Expression was quantified following the Pfaffl 

method 38 using the geometric mean of the expression of RP49 and Spt6 reference genes for 

normalization 39. All primers are listed in Supplementary table 3. 

Cuticle and epidermis preparations 

5 days old adult females were stored in ethanol 70% during ten days. Abdominal cuticles were 

cut just beyond the dorsal midline and dehydrated in ethanol 100% during 5 minutes. After 

dehydration, cuticles were mounted in Euparal (Roth). For nEGFP observation, pupal and adult 

abdomens were dissected in PBS, fixed 20 minutes in 3.7% paraformaldehyde in PBS, washed 

three times 10 minutes in PBS, and mounted in Mowiol®. 

Image acquisition and quantification 

Cuticles were imaged as described in 9. Abdominal epidermes of females expressing nEGFP 

under the control of t_MSE, yellow and ebony regulatory sequences were imaged using a macro-

apotome (Zeiss). Young adult females were imaged for t_MSE-nEGFP and ebony- nEGFP and 

female pupae for yellow-nEGFP as these genes are not expressed at the same developmental 

stage. 

Chromatin immunoprecipitation experiments 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiments were performed as previously described 9, 

with 3 µg of each antibody. Rabbit IgGs (Diagenode) as negative control and anti- H3K79me3 

(C15410068, Diagenode) were used. Three replicates of 50 abdominal epidermes (A5, A6 and 

A7) of young females were analyzed. qPCR were performed on a CFX96 system using the Luna 

Universal qPCR Master Mix (BioLabs). Primers are listed in Supplementary table 3. Data were 

normalized against input chromatin. 

Statistical analyses 
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Gene expression quantifications were compared by t-tests using the appropriate parameters 

depending on homogeneity of variances as assessed with Levene tests. To analyse the effect of 

alh/gpp double mutants on pigmentation plasticity, a two-way ANOVA with genotype and 

temperature as factors was used. Variance homogeneity was checked using Levene tests and 

normality of residuals using Shapiro-Wilk tests. When variances were not homogeneous, a non-

parametric ANOVA on aligned rank transformed data was performed. All ANOVA tests were 

performed using RStudio (Supplementary File 2). 
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Figure legends: 

 
 

Figure 1: The methyl-transferase Gpp is involved in the establishment of pigmentation. 

A) Abdominal cuticles of females either control (w1118; y-Gal4/+; pnr-Gal4/+ ) or RNAi against gpp (UAS-

RNAi-gpp1 and UAS-RNAi-gpp2) driven by y-Gal4 and pnr-Gal4. Cuticles were cut just beyond the 

dorsal midline. Hemi-abdomens are shown. Dashed white lines mark the right borders of the pnr driver 

expression domain. Abdominal tergites A5 to A7 are indicated. A: anterior; P: posterior; V: ventral; 

D: dorsal. B, C) Quantification of A5, A6 and A7 pigmentation of UAS-RNAi-gpp1 and UAS- RNAi-gpp2 

females driven by y-Gal4 (B) or pnr-Gal4 (C), compared to y-Gal4/+ and pnr-Gal4/+ controls (30 

females per genotype, t-test; ***: p<0.001). 

 

 
Figure 2: Subunits of the DotCom complex are involved in the establishment of pigmentation. 

A) Abdominal cuticles of control females (w1118; y-Gal4/+; pnr-Gal4/+) and females in which genes 

encoding subunits of the DotCom complex have been inactivated using RNAi transgenes driven by y- 

Gal4 and pnr-Gal4. Cuticles were cut just beyond the dorsal midline. Hemi-abdomens are shown. 

Dashed white lines mark the right borders of pnr driver expression domain. Abdominal tergites A5 to 

A7 are indicated. A: anterior; P: posterior; V: ventral; D: dorsal. The crosses indicate lethality. B, C) 

Quantification of A5, A6 and A7 pigmentation of RNAi females driven either by y-Gal4 (B) or pnr- 

Gal4 (C), compared to y-Gal4/+ and pnr-Gal4/+ controls (n = 30 per genotype, t-tests; ***: p<0.001). 

 

 
Figure 3: Gpp plays opposite roles on pigmentation depending on the developmental stage. 
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A) Quantification of A6 pigmentation in UAS-RNAi-gpp flies driven by Gal80ts; pnr-Gal4. The RNAi 

transgene was activated by shifting a pool of developing flies from 18°C to 29°C each day, from day 

10 (L2 stage) to day 21 (adult stage). n = 30 per condition, t-test; ***: p<0.001. B) Abdominal cuticles 

of Gal80ts; pnr-Gal4 control and RNAi-gpp females with the corresponding day of activation of the 

RNAi transgene. 

 

 
Figure 4: Gpp activates the expression of the pigmentation gene tan. 

RT-qPCR quantification of pigmentation gene and bab1 expression in posterior abdomen epidermes 

(A5, A6 and A7 segments) of young RNAi-gpp females driven by y-Gal4 (A) or pnr-Gal4 (B) (n = 3, 

t-test; ***: p<0.001). The geometric mean of RP49 and Spt6 reference gene expression was used for 

normalization. 

 

 
Figure 5: Gpp represses the expression of the pigmentation gene yellow. 

In A, B and C, the dashed white lines represent the right hemi-segments. The dashed red line marks 

the limit between the dorsal pnr-Gal4 expression domain (left part of the line) and the lateral region 

(right part of the line) used as an internal control. A - B) Effect of gpp down-regulation on tan (A) and ebony 

(B) nEGFP reporters. Compared to the control pnr-Gal4 (left), gpp down-regulation (right) has no effect 

on the expression of nEGFP driven neither by tan nor by ebony. C) Effect of gpp down- regulation on the 

yellow nEGFP reporter transgene. Compared to the control pnr-Gal4 (left), gpp down-regulation (right) 

increases the expression of nEGFP, which extends more anteriorly in the pnr- Gal4 expression domain. 

 

 
Figure 6: The DotCom complex plays a role in the thermal plasticity of abdominal pigmentation. 

Quantification of A5, A6 and A7 pigmentation of gppBG00006/alhJ8C8 mutant control females raised at 

18°C, 25°C or 29°C (n=30 per condition). G: effect of genotype; T: effect of temperature; T x G: effect 

of the interaction between genotype and temperature. ANOVA on aligned rank transformed data was 

performed for A5. ANOVA were performed for A6 and A7 segments. * p<0.05; ***: p<0.001. NS: non 

significant.
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Résultats partie II – Etude du rôle de little imaginal disc (lid) dans 

le réseau de régulation de la plasticité thermique de la 

pigmentation abdominale chez Drosophila melanogaster 
 

Le gène lid/kdm5 a été trouvé avant mon arrivée au laboratoire dans un crible visant à 

identifier des modificateurs de la chromatine et des facteurs de transcription impliqués 

dans le réseau de régulation des gènes de la pigmentation et sa plasticité (Sandra de 

Castro, thèse Sorbonne Université, 2018). Ce gène code une histone lysine déméthylase 

(KDM) qui retire la marque activatrice H3K4me3 déposée notamment par l’histone 

méthyl-transférase Trx. Au cours de ma thèse, j’ai complété les données génétiques et 

moléculaires déjà obtenues au laboratoire visant à démontrer l’implication de lid dans 

l’établissement de la pigmentation. Par ailleurs, afin de déterminer les mécanismes 

d’action de lid dans ce processus, j’ai généré et analysé le transcriptome d’épidermes 

abdominaux d’individus RNAi pour lid et trx. De manière inattendue, ce travail m’a permis 

de mettre en évidence l’implication dans l’établissement de la pigmentation de certains 

gènes de la voie des piRNA. Ce travail, qui n’est pas encore totalement finalisé, sera l’objet 

d’une publication dont je serai co-premier auteur. 

I) L’histone déméthylase Lid/KDM5 
 

Le gène lid/kdm5 (que j’appellerai par la suite lid) a été identifié au cours d’un crible 

génétique recherchant de nouveaux gènes du groupe Trithorax (Gildea et al., 2000). Il 

code l’histone lysine démethylase KDM5 qui retire la marque d’histone H3K4me3 

principalement trouvée au niveau des promoteurs des gènes actifs (Lee et al., 2007 ; 

Secombe et al., 2007 ; Klein et al., 2014). Les protéines KDM5 sont une famille de protéines 

conservées au cours de l’évolution. Chez la drosophile, KDM5 est codée par un seul gène 
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alors que chez les mammifères il existe 4 gènes paralogues KDM5A, B, C et D. Chez C. 

elegans, le gène RBR-2 code l’homologue des protéines KDM5A et KDM5B (Li et al., 2010 ; 

Christensen et al., 2007; Greer et al., 2010). KDM5 est composée des domaines Jumonji N 

et Jumonji C qui, ensemble, médient son activité catalytique, d’un domaine PHD qui 

reconnait la lysine 3 de l’histone H4 et d’un domaine ARID impliqué dans la fixation à 

l’ADN. D’autre domaines, comme le domaine C5HC2, sont conservés mais leur fonction 

reste inconnue (Figure 34) (Lloret-Llinares et al., 2008 ; Scibetta et al., 2007 ; Wang et al., 

2009 ; Drelon et al., 2018).  

 

Figure 34 : Les domaines fonctionnels de Lid/KDM5. Lid possède deux domaines Jumonji 

(JmjN et JmjC) requis pour l’activité déméthylase. Le domaine ARID est un domaine de fixation à 

l’ADN. Les domaines PHD sont des domaines de liaison aux protéines, notamment à H3K4me2/3 

(Drelon et al., 2018). 

 

Chez l’humain, la dérégulation des gènes de la famille KDM5 est impliquée dans de 

nombreuses pathologies comme le cancer (Blair et al., 2011). Par ailleurs, on retrouve 

chez certains patients atteints de déficiences intellectuelles des mutations pertes de 

fonction pour KDM5A, KDM5B et KDM5C, KDM5 étant impliquée dans le développement 

et la fonction neuronale (Vallianatos et Iwase 2015). Chez la souris, des mutants pour 

KDM5B et KDM5C présentent aussi des problèmes de développement et de 

fonctionnement neuronal (Harrington et al., 2022 ; Iwase et al., 2016 ; Scandaglia et al., 

2017). Des phénotypes similaires, observés chez des mutants pour Kdm5 chez D. 

melanogaster, ont fait de ce modèle une bonne alternative pour étudier ces maladies et le 

rôle de la famille KDM5 en général. Par exemple, il a été montré qu’une perte de fonction 
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de l’activité déméthylase pour lid (kdm5A512P) est impliqué dans la perte de mémoire et 

des défauts de certaines fonctions neuronales (Zamurrad et al., 2018). Chez D. 

melanogaster, la diminution des niveaux de lid à l'aide de mutants perte de fonction ou de 

RNAi réduit la viabilité, montrant que lid est nécessaire au développement (Gildea et al. 

2000 ; Li et al. 2010 ; Lloret-Llinares et al. 2012). Plusieurs études montrent l’importance 

de l’activité déméthylase de Lid dans le développement. La majorité des cibles de la lignée 

portant la mutation kdm5A512P ou la mutation kdm5JMJC* (produisant une protéine sans 

activité déméthylase) sont communes et présentent des phénotypes identiques suggérant 

que l’activité déméthylase est la cause principale des défauts de cette mutations 

(Zamurrad et al., 2018). D’autres études ont montré que l’activité déméthylase de Lid est 

nécessaire pour le développement des neurones immatures et des cellules souches non 

différenciées en « Mushroom Body » (Hatch et al., 2021). Lid est aussi impliquée dans le 

développement des glandes prothoraciques qui sécrètent l’ecdysone, hormone nécessaire 

au développement des drosophiles (Drelon et al., 2019). Enfin l’activité déméthylase de 

Lid est impliquée dans d’autre mécanismes que le développement comme dans la 

régulation de la voie IMD/Rel qui régule le contrôle immunitaire et le maintien du 

microbiote (Chen et al., 2019).  

lid a été identifié au cours d’un crible génétique recherchant des gènes activateur de la 

transcription (groupe Trithorax) (Gildea et al., 2000). Néanmoins, l’implication de lid dans 

la régulation positive des gènes parait contre intuitif au vu de son activité de déméthylase 

de la marque activatrice H3K4me3. Un modèle propose que le retrait de la marque 

H3K4me3 par Lid soit nécessaire au cycle de transcription (Figure 35) (Lloret-Llinares et 

al., 2012). Lors du développement, Lid se fixe au niveau des sites d’initiations de la 

transcription (TSS) de certains gènes du développement transcriptionnellement actifs. 

Lorsque Lid n’est pas présente le niveau de H3K4me3 augmente et l’expression de ces 
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gènes diminue. Ces gènes sont aussi régulés par ASH2, une protéine des complexes 

SET1/COMPASS et COMPASS-like (Tableau 2), impliqués dans le dépôt de H3K4me3 

respectivement par Set1, Trx et Trr (Beltran et al., 2007; Shilatifard, 2012). Ces résultats 

suggèrent que Lid et ASH2 interviennent ensemble dans la régulation positive de ces 

gènes. Il a été montré qu’ils interviennent à différents moments du cycle de transcription. 

ASH2 est dans un premier temps recrutée au TSS des gènes au moment de l’initiation de 

la transcription et participe au dépôt de H3K4me3. A la fin du cycle de transcription Lid 

est recrutée sur ces mêmes cibles pour retirer la marque H3K4me3 et permettre un 

nouveau cycle de transcription .  

 

Figure 35 – Mécanisme de coordination de Lid et ASH2 dans la régulation de la 

transcription au cours du développement. Le complexe ASH2 dépose la marque 

H3K4me3 ce qui induirait l’activation de la transcription. A la fin de l’élongation, Lid est 

recrutée au niveau des mêmes gènes cibles d’ASH2 pour effacer les marques H3K4me3, 

signe que la transcription est terminée et peut recommencer (Lloret-Llinares et al., 2012). 
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Chez la souris, KDM5 est nécessaire pour le renouvellement rapide de H3K4me3 (Wang 

et al., 2023). En effet, des travaux sur des cellules souches embryonnaires de souris 

déplétées en KDM5A et KDM5B ont montré une augmentation du temps de persistance 

de la marque H3K4me3 au niveau du génome, et, de plus, ces mêmes cellules ont montré 

un retard du retrait de H3K4me3 à l’échelle du génome rntier (Wang et al., 2023). Il en 

découle une augmentation de la pause de l'ARN polymérase II et un ralentissement de 

l'élongation (Wang et al., 2023). 

Mais en plus de ces rôles impliquant son activité déméthylase, KDM5 est impliquée dans 

des mécanismes importants indépendamment des domaines PHD et JMJC donc de son 

activité déméthylasse (Li et al. 2010 ; Drelon et al., 2018). Des études chez D. melanogaster 

sur Lid montrent qu’elle peut également réguler la transcription en s’associant à d’autre 

protéines indépendamment de son activité déméthylase. Une étude de protéomique 

visant à comprendre les mécanismes par lesquels la protéine chaperonne ASF1 est 

impliquée dans la régulation des gènes du développement a mis en évidence une 

interaction entre Lid et SIN3A, un régulateur de la transcription, en tant que corépresseur 

dans un complexe (Moshkin et al., 2009). Néanmoins leur rôle dans la répression 

transcriptionnelle via une modification des histones était flou. Pour mieux comprendre ce 

rôle, une première étude a regardé si Lid et SIN3A étaient impliquées dans des processus 

similaires (Gajan et al., 2016). Ces travaux confirment que Lid et SIN3A interagissent 

ensemble. Elles jouent des rôles similaires dans la prolifération cellulaire et le 

développement des ailes, et, de plus, des analyses transcriptomiques montrent qu’elles 

régulent des cibles communes, notamment des gènes impliqués dans les processus de 
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résistance au stress oxydatif (Liu et al., 2014 ; Liu et Secomb 2015 ; Gajan et al., 2016). En 

2020 un crible génétique visant à identifier de nouveaux gènes impliqués dans la 

transition ovocyte-zygotique chez D. melanogaster a montré que Lid et le complexe Sin3A-

HDAC1 sont nécessaires pour la décompaction du noyau du spermatozoïde et la 

caryogamie (Torres-Campana et al., 2020). En particulier, Lid et le complexe Sin3A-

HDAC1 sont nécessaires à l’activation de la transcription de deadhead, un gène impliqué 

dans le remodelage de la chromatine du spermatozoïde (Torres-Campana et al., 2020, 

Torres-Campana et al., 2022). Cependant il n’est pas impossible que l’activité déméthylase 

de Lid soit aussi impliquée dans cette régulation de dhd. 

Il existe donc des exemples montrant que les protéines KDM5 peuvent réguler la 

transcription indépendamment de leur activité déméthylase, et que d'autres motifs 

conservés contribuent à leurs activités de régulation bien que les rôles de ces domaines 

restent beaucoup moins caractérisés comme ceux du domaine C5HC2. Pour mieux 

comprendre ces mécanismes, des partenaires physiques de Lid chez D. melanogaster ont 

été identifiés par « Turbo ID ». Ces analyses ont identifié de nouveaux interacteurs 

physiques comme des membres des complexes de remodelage SWI/SNF et NURF, le 

complexe NSL et plusieurs protéines insulatrices, suggérant que Lid est impliquée dans 

d’autres mécanismes de régulation indépendants du retrait de H3K4me3 (Yheskel et al., 

2023). 
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II) lid est impliqué dans l’établissement de la pigmentation via la 

modulation de l’expression du gène de pigmentation tan 

1) lid est un régulateur positif de la pigmentation abdominale  

 

Afin de confirmer le rôle de lid dans l’établissement de la pigmentation abdominale, 

l’expression de celui-ci a été diminuée dans l’épiderme abdominal en utilisant deux 

lignées UAS-RNAi (BL28944 et BL36652) et les pilotes yellow-Gal4 (y-Gal4) et pannier-

Gal4 (pnr-Gal4) qui s’expriment dans notre tissu d’intérêt (Calleja et al., 2000, Jeong et al., 

2006). L’intensité de la pigmentation des segments abdominaux postérieurs (A5, A6 et 

A7) a été quantifiée et comparée à celle des contrôles correspondants. Pour les deux 

lignées RNAi croisées avec les deux pilotes, on observe une diminution de la pigmentation 

de A5, A6 et A7 (Figure 36). lid est donc un régulateur positif de la pigmentation. Pour la 

suite des expériences, la lignée RNAi BL28944 a été utilisée.  
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Figure 36 : Effet sur la pigmentation abdominale de la diminution de l’expression de lid. A) 

C) Cuticules de femelles issues du croisement des RNAi-lid BL28944 (A) et BL36652 (C) avec la 

lignée w1118 (contrôle) ou les pilotes y-Gal4 et pnr-Gal-4. B, D) Quantification de la pigmentation 

des segments A5, A6 et A7 pour les génotypes présentés en A et C. n=15, *p<0,05 ; **p<0,01 et 

***p<0,005.  

 

Afin de confirmer ce résultat, l’effet d’une sur-expression de lid sur la pigmentation a été 

déterminé en utilisant une lignée UAS-lidHA et le pilote y-Gal4. La sur-expression de lid 

induit une augmentation de la pigmentation (Figure 37). Ces résultats montrent donc que 

lid active la production de mélanine dans l’épiderme abdominal. Ces résultats sont 

surprenants : les phénotypes de pigmentation observés en condition de dérégulation de 

lid sont identiques à ceux obtenue avec trx (Gibert et al., 2016). Cependant Trx est 

impliquée dans le dépôt de la marque H3K4me3 alors que Lid est impliquée dans son 

retrait. 
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Figure 37 : Effet sur la pigmentation abdominale de la sur-expression de lid. A) Cuticules de 

femelles homozygotes pour le pilote y-Gal4 avec ou sans le transgène UAS-lidHA. B) Quantification 

de la pigmentation des segments A5, A6 et A7 pour les génotypes présentés en A. n=15, 

***p<0,005.  

 

2) L’activité déméthylase de Lid est impliquée dans la mise en place de la 

pigmentation 

 

L’activité déméthylase de Lid via son domaine JMJC est impliquée dans la régulation des 

gènes en modulant le niveau de la marque H3K4me3. Cependant, certaines fonctions de 

Lid chez la drosophile sont indépendantes de son activité déméthylase (voir I). Pour 

savoir si cette activité a un rôle dans l’établissement de la pigmentation abdominale, des 

femelles sur-exprimant, grâce au pilote y-Gal4, une forme de Lid rendue déficiente pour 

son activité déméthylase (mutation dans le domaine JMJC, transgène UAS-lid-JMJC*, 

Secombe et al., 2007) ont été générées. L’intensité de la pigmentation diminue chez ces 

femelles dans tous les segments (Figure 38). Ce phénotype se rapproche du phénotype de 

dépigmentation observé chez les femelles RNAi-lid, mais s’en distingue par le fait que les 

femelles exprimant la forme mutée de Lid présentent une diminution d’intensité de tous 

les pigments (noirs, bruns, jaunes). Cette forme mutée se comporte donc comme un 
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dominant-négatif, ce qui prouve que l’activité déméthylase de Lid est impliquée dans la 

mise en place de la pigmentation.  

 

Figure 38 : Effet sur la pigmentation abdominale de la sur-expression d’une forme de Lid 

déficiente dans l’activité déméthylase. A) Cuticules de femelles hétérozygotes pour le 

transgène UAS-lid-JMJC* avec ou sans le pilote y-Gal4. B) Quantification de la pigmentation des 

segments A5, A6 et A7 pour les génotypes présentés en A. n=15, ***p<0,005.  

 

 

 

3) lid active la production de mélanine grâce à la régulation de l’expression du gène 

de pigmentation tan  

 

Pour identifier les gènes de la pigmentation médiant l’effet de la dérégulation de lid, 

l’expression de ces derniers a été mesurée par RT-qPCR dans les épidermes abdominaux 

de jeunes femelles adultes (Figure 39). L’expression de tan diminue d’un facteur 10 en 

condition UAS-RNAi-lid et augmente d’un facteur 2,3 en condition UAS-lidHA. Ces résultats 

sont cohérents avec les phénotypes observés, tan étant impliqué dans la synthèse des 

mélanines noires et brunes (True et al., 2005). L’expression du gène black est également 



107  

modulée par une dérégulation de lid, mais avec un facteur moins important que pour tan 

et dans le même sens pour les deux transgènes. Les phénotypes de pigmentation 

abdominale induits par une dérégulation de lid sont donc probablement la conséquence 

d’une modulation de l’expression de tan. 

 

Figure 39 : Quantification de l’expression des gènes de pigmentation en condition de 

dérégulation de lid. Quantification par RT-qPCR de l’expression des gènes de pigmentation dans 

les épidermes abdominaux (A5, A6, A7) de jeunes femelles homozygotes pour le pilote y-Gal4 avec 

ou sans les transgènes RNAi-lid (BL28944) et UAS-lidHA. n=3, *p<0,05 ; **p<0,01 et ***p<0,005.  

 

Afin de confirmer l’interaction fonctionnelle entre lid et tan, tan a été sur-exprimé 

(transgène UAS-tan) chez des femelles UAS-RNAi-lid. La sur-expression de tan est 

suffisante pour supprimer la baisse de pigmentation induite par la diminution 

d’expression de lid (Figure 40). tan est épistatique sur lid et donc en aval de lid dans le 

réseau de gènes impliqués dans la production de mélanine. 
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Figure 40 : tan et lid interagissent génétiquement. Cuticule de femelles y-Gal4 (contrôle), y-

Gal4 >RNAi-lid (diminution d’expression de lid), y-Gal4 > UAS-tan (sur-expression de tan) et y-Gal4 

> RNAi-lid, UAS-tan. La sur-expression de tan supprime la baisse de pigmentation induite par le 

RNAi-lid. 

4) tan n’est pas une cible directe de lid 

 

L’expression de tan est régulée par lid, mais aussi par trx, codant la méthyl-transférase 

qui dépose la marque H3K4me3 effacée par Lid. Par ailleurs, le niveau de H3K4me3 sur le 

promoteur de tan diminue chez des femelles RNAi-trx (Figure 31) (Gibert et al., 2016), ce 

qui montre que tan est une cible directe de trx. Afin de savoir si tan est aussi une cible 

directe de lid, le niveau de H3K4me3 sur le promoteur de tan et son exon 1 a été mesuré 

par immunoprécipitation de chromatine (ChIP-qPCR) dans des épidermes abdominaux 

de femelles chez qui l’expression de lid a été diminuée ou augmentée (transgènes UAS-

RNAi-lid ou UAS-lidHA contrôlés par le pilote y-Gal4). La dérégulation de lid n’induit pas 

de modification du niveau de H3K4me3 sur tan (Figure 41). Ce résultat suggère donc que 

tan n’est pas une cible directe de lid. 
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Figure 41 : La dérégulation de lid ne modifie pas le niveau de H3K4me3 sur tan. Mesure du 

niveau de H3K4me3 sur le TSS de tan par immunoprécipitation de chromatine (ChIP-qPCR) à 

l’aide d’un anti-H3K4me3 (gauche) ou d’un sérum de lapin (droite). La chromatine a été extraite 

d’épidermes abdominaux (A5, A6, A7) de jeunes femelles y-Gal4, y-Gal4 >RNAi-lid et y-Gal4 > UAS-

lidHA.  n=3. 

 

III) Identification des cibles transcriptionnelles de lid et trx dans les 

épidermes abdominaux de pupes âgées  
 

La diminution d’expression de lid dans l’épiderme abdominal de femelles Drosophile, tout 

comme la diminution d’expression de trx, induit une baisse de pigmentation. Par ailleurs, 

Trx et Lid, bien qu’ayant des actions opposées sur la marque H3K4me3, pourraient, pour 

certains gènes cibles, agir ensemble en tant qu’activateurs de transcription. Afin de tester 

cette hypothèse, j’ai généré par RNAseq et analysé les transcriptomes d’épidermes 

abdominaux de pupes âgées exprimant, sous le contrôle du pilote y-Gal4, un transgène 

RNAi dirigé contre lid ou trx. Ces transcriptomes (appelés par la suite transcriptomes lid 

KD et trx KD) ont été comparés avec le transcriptome de pupes exprimant le pilote yGal4 

seul (appelé par la suite transcriptome contrôle) et entre eux. Le transcriptome lid KD a 
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également été comparé avec les transcriptomes de tissus de drosophile avec une sous-

expression ou une mutation de lid.  

1) Spécificité tissulaire des cibles transcriptionnelles de lid  
 

La comparaison du transcriptome lid KD avec le transcriptome contrôle montre que 724 

gènes sont dérégulés dont 454 négativement et 270 positivement (Figure 42). Nous avons 

comparé nos résultats avec deux autres RNAseq en condition RNAi-lid en ovaire ou 

mutant perte de fonction en disque d’aile (Figure 42) (Drelon et al 2018 ; Torres-Campana 

et al, 2020). Entre épiderme et disque d’aile, 70 gènes (9,5%) sont dérégulés en commun 

et 47 (67%) d’entre eux dans le même sens (Figure 42A). Il y a donc peu de cibles 

transcriptionnelles de lid communes entre ces deux tissus. Entre épiderme et ovaires 

seulement 17 gènes (2,3%) sont dérégulés en commun ce qui représente encore moins de 

cibles transcriptionnelles en commun qu’entre l’épiderme et les disques d’aile (Figure 

42B). Seuls 5 gènes sont dérégulés en commun et dans le même sens dans les trois tissus. 

Ces comparaisons montrent que lid a des cibles transcriptionnelles spécifiques du tissu.  
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Figure 42 : Comparaison de transcriptomes de lignées sousexprimant lid dans différents 

tissus. Comparaison de l’analyse différentielle d’expression dans les épidermes de pupes y-Gal4 > 

RNAi-lid (lid KD) et A) un mutant perte de fonction pour lid (lid LOF) dans le disque d’aile (« wing 

discs ») et B) une lignée exprimant un RNAi dirigé contre lid dans les ovaires (« ovaries »). Les 

nombres de gènes sur-exprimés (« up ») et sous-exprimés (« down ») dans l’une et/ou l’autre des 

conditions sont indiqués. 
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2) lid et trx partagent de nombreuses cibles transcriptionnelles  

 

Afin d’identifier les cibles transcriptionnelles communes à lid et trx, j’ai comparé les listes 

des gènes différentiellement exprimés par rapport au contrôle dans les transcriptomes lid 

KD et trx KD (Figure 43). En lid KD, 724 gènes sont dérégulés dont 454 négativement et 

270 positivement. En trx KD, 380 gènes sont dérégulés dont 202 négativement et 178 

positivement. De manière intéressante, 167 gènes dérégulés en lid KD (représentant 23% 

des gènes dérégulés en lid KD) sont dérégulés dans le même sens en trx KD, et seulement 

1 gène (représentant 0,14% des gènes dérégulés en lid KD) est dérégulé dans le sens 

opposé. Ces résultats montrent que Trx et Lid partagent des cibles transcriptionnelles 

dans l’épiderme pupal abdominal. La quasi-totalité de ces cibles étant dérégulées dans le 

même sens dans les deux conditions, cela suggère que Lid et Trx agiraient ensemble pour 

réguler (directement ou indirectement) l’expression de ces cibles, dont certaines 

pourraient intervenir dans le réseau de régulation des gènes de pigmentation.  
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Figure 43 : Comparaison des transcriptomes des épidermes abdominaux de pupes lid KD 

et trx KD. Comparaison de l’analyse différentielle d’expression dans les épidermes de pupes y-

Gal4 > RNAi-lid (lid KD) et y-Gal4 > RNAi-trx (trx KD) comparés aux épidermes contrôles (y-Gal4). 

Les nombres de gènes sur-exprimés (« up ») et sous-exprimés (« down ») dans l’une et/ou l’autre 

des conditions sont indiqués. 167 gènes sont dérégulés dans le même sens dans les deux 

conditions (83 « up » et 84 « down »). Seul un gène est dérégulé dans le sens opposé. 

 

 

3) Certains gènes cibles de lid et trx dans l’épiderme abdominal sont modulés par 

la température  

 

La pigmentation abdominale est sensible à la température, des femelles élevées à haute 

température étant moins pigmentées que des femelles élevées à basse température. Afin 

d’identifier les gènes impliqués dans cette plasticité thermique, des transcriptomes de 

pupes âgées de drosophiles contrôles (w1118) élevées à 29°C ou à 18°C ont été obtenus par 

RNAseq avant mon arrivée au laboratoire. Une haute température et la diminution de 

l’expression de lid induisant le même phénotype de baisse de pigmentation, j’ai comparé 

les gènes différentiellement exprimés en lid KD et entre 29°C et 18°C pour identifier des 
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gènes cibles communs (Figure 44). L’augmentation de température module l’expression 

d’un très grand nombre de gènes (1549 gènes sur-exprimés, 1317 gènes sous-exprimés).  

18,8% des gènes dérégulés en lid KD (137 gènes sur 724) sont dérégulés dans le même 

sens par l’augmentation de température: 107 de ces gènes sont dérégulés négativement 

et 30 sont dérégulés positivement. Néanmoins il y a aussi une forte proportion de gènes 

dérégulés dans le sens opposé entre les deux conditions (107 gènes, soit 14,8% des gènes 

dérégulés en lid KD). Parmi les 107 gènes dérégulés négativement en lid KD et à 29°C, 22 

le sont aussi en trx KD. Parmi les 30 gènes  dérégulés positivement en lid KD et à 29°C, 8 

le sont aussi en trx KD.  

 

Figure 44 : Comparaison des transcriptomes des épidermes abdominaux de pupes lid KD 

et de pupes w1118 élevées à 29°C. Comparaison de l’analyse différentielle d’expression dans les 

épidermes de pupes w1118 élevées à 29°C (comparaison avec des pupes w1118  élevées à 18°C) et les 

épidermes de pupes y-Gal4 > RNAi-lid (lid KD, comparaison avec des pupes y-Gal4). Les nombres 

de gènes sur-exprimés (« up ») et sous-exprimés (« down ») dans l’une et/ou l’autre des 

conditions sont indiqués.  
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4) Sélection par analyse « Gene Ontology » de gènes candidats issus des 

transcriptomes lid KD et trx KD  

 

La comparaison des transcriptomes lid KD et trx KD et du transcriptome de pupes 

contrôles élevées à 29°C m’a permis d’obtenir des listes de gènes dérégulés en commun 

et dans le même sens (voir 2 et 3). Ces gènes sont donc de bons candidats pour intervenir 

dans le réseau impliqué dans l’établissement de la pigmentation et/ou sa plasticité 

thermique. Afin de savoir si ces gènes appartiennent à des catégories fonctionnelles 

particulières, j’ai réalisé des analyses de « Gene Ontology ».  

Pour les gènes sous-exprimés en commun, l’analyse GO révèle trois groupes de gènes 

(« clusters » 1, 2 et 3) statistiquement significatifs (Figure 45 et tableau 4). 
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Figure 45 : Analyse « Gene Ontology » (GO) des gènes sous-exprimés en commun dans les 

transcriptomes lid KD, trx KD et à 29°C. Les barres grises correspondent aux catégories 

communes aux transcriptomes lid KD et 29°C. Les barres noires correspondent aux catégories 

communes aux transcriptomes lid KD et trx KD. Termes GO: BP (Biological process), CC (Cellular 

component), MF (Molecular function). Gene count : nombre de gènes identifiés pour chaque 

terme. Test statistique: P value Benjamini (***: <0,01; ** entre 0,001 et 0,01; * entre 0,01 et 0,05). 

 

 Le « cluster 1 » correspond à des gènes impliqués dans l’ovogenèse et la régulation des 

transposons notamment par les voies des petits ARN (pi/siRNA). Certains gènes de ce 

groupe sont moins exprimés dans les transcriptomes lid KD, trx KD mais également à 29°C.  

Le « cluster 2 » correspond à des gènes impliqués dans le transport membranaire. Le 

« cluster 3 » correspond à des gènes codant des protéines chaperons et des protéines de 

réponse au choc thermique. Pour ces deux catégories, l’enrichissement n’est significatif 
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que pour la comparaison entre le transcriptome lid KD et le transcriptome trx KD.  

Concernant les gènes sur-exprimés en commun, une seule catégorie est significative entre 

les transcriptomes trx KD et lid KD, contenant des gènes impliqués dans des mécanismes 

hormonaux (« estradiol dehydrogenase activity », « cluster 4 », tableau 4). J’ai retenu cette 

catégorie car ce type de mécanisme peut être impliqué dans la plasticité phénotypique 

(voir introduction). En plus de ces 4 groupes de gènes, j’ai sélectionné des gènes codant 

des facteurs de transcription et des régulateurs de la chromatine dérégulés en commun 

ou pas entre les transcriptomes lid KD et trx KD (« cluster 5 », tableau 4). Certains de ces 

gènes sont aussi dérégulés à 29°C.  
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Tableau 4 : Liste des gènes 

candidats sélectionnés après 

l’analyse des différents 

transcriptomes. Les gènes sont 

regroupés selon leur catégorie 

fonctionnelle (« clusters » 1 à 5, voir 

texte).  Log2 FC : Log2 de la différence 

d’expression dans l’analyse 

différentielle des transcriptomes lid 

KD, trx KD et pupes 29°C. Une case 

rouge indique une sous-expression 

significative, une case verte une sur-

expression significative. Les 

références des lignées RNAi utilisées 

pour analyser le phénotype de 

pigmentation abdominale induit par 

une dérégulation de ces gènes sont 

indiquées (NT : non testé). D indique 

une diminution de pigmentation, A 

une augmentation de pigmentation, et 

N pas d’effet. 
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Afin de déterminer si les gènes ainsi sélectionnés intervenaient dans l’établissement de la 

pigmentation, j’ai analysé le phénotype induit par une diminution de leur expression dans 

l’épiderme abdominal à l’aide de lignées RNAi et du pilote y-Gal4 (Tableau 4). Pour la 

grande majorité des gènes des « clusters » 2, 3 et 4, leur dérégulation dans l’épiderme 

abdominal n’induit aucune modification de la pigmentation. Je n’ai donc pas continué 

l’étude de ces gènes. La dérégulation de certains gènes du « cluster 5 » induit un 

phénotype de pigmentation. Parmi ces gènes, j’ai dans un premier temps uniquement 

poursuivi l’analyse de bab1, sur-exprimé dans le transcriptome lid KD et à 29°C, que les 

travaux précédents du laboratoire avaient déjà identifié comme un régulateur négatif de 

la pigmentation abdominale et de l’expression de tan (voir introduction et De Castro et 

al., 2018). Enfin, un grand nombre de gènes du « cluster 1 » induisent une diminution de 

pigmentation lorsqu’ils sont sous-exprimés. J’ai donc décidé d’approfondir l’étude du rôle 

de ces gènes dans l’établissement de la pigmentation. 

 

 

IV) La régulation de bab1 par lid est impliquée dans l’établissement 

de la pigmentation abdominale 
 

Comme vu dans l’introduction (Chapitre 3 I et II), les facteurs de trancription Bab1 et Bab2 

sont impliqués dans la mise en place de la pigmentation et sa plasticité en réprimant 

l’expression de tan. Par ailleurs, bab1 comme bab2 sont plus exprimés à 29°C qu’à 18°C 

(De Castro et al 2018). L’analyse du transcriptome lid KD révèle une sur-expression 

significative de bab1, non observée pour le transcriptome trx KD (Tableau 4). Afin de 

confirmer ces résultats, j’ai quantifié l’expression de bab1 et bab2 par RT-qPCR dans les 

épidermes abdominaux de pupes RNAi-lid ou RNAi-trx sous contrôle du pilote y-Gal4 
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(Figure 46A). On observe une augmentation de l’expression de bab1 en condition RNAi-

lid mais pas RNAi-trx. A l’inverse, l’expression de bab2 n’est pas modifiée. Ces résultats 

confirment que bab1 est réprimé par lid.  Par ailleurs, cette régulation de bab1 par lid est 

impliquée dans l’établissement de la pigmentation : en effet, le phénotype de baisse de 

pigmentation induit par une diminution d’expression de lid est supprimé quand on 

diminue l’expression de bab1 (Figure 46B). Ce résultat montre que bab1 est épistatique 

sur lid et donc en aval de lid dans le réseau de régulation des gènes de pigmentation. 

 

Figure 46 : La régulation de bab1 par lid est impliquée dans la pigmentation abdominale. 

A) Quantification par RT-qPCR de l’expression de bab1 et bab2 dans les épidermes abdominaux 

de pupes (A5, A6, A7) exprimant un transgène RNAi-lid ou RNAi-trx sous contrôle du pilote y-Gal4. 

n=3, *p<0,05. B) Cuticules de femelles y-Gal4 (contrôle), y-Gal4 >RNAi-lid (sous-expression de lid), 

y-Gal4 > RNAi-bab1 (sous-expression de bab1) et y-Gal4 > RNAi-lid, RNAi-bab1. La sous-expression 

de bab1 supprime la baisse de pigmentation induite par la sous-expression de lid.  
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V) Certains gènes de la voie des piRNA sont-ils de nouveaux acteurs 

de l’établissement de la pigmentation abdominale ? 
 

Le « Cluster 1 » comprend 10 gènes dont 8 sont impliqués dans la voie des piRNA (AGO2, 

piwi, zuc, SoYb, aub, spn-E, del et mael). Ils sont tous sous-exprimés dans les 2 

transcriptomes trx KD et lid KD, et pour certains d’entre-eux également à 29°C. Ces gènes 

sont peu exprimés dans l’épiderme abdominal pupal à l’exception d’AGO2 (Tableau 4). 

Etant donné qu’ils sont connus pour être exprimés dans les ovaires (composante 

germinale et somatique), et que les ovaires sont dans l’abdomen, nous nous sommes 

demandés si des fragments d’ovaires auraient pu contaminer les épidermes abdominaux 

lors de la dissection. Cependant, seulement 2 de ces gènes ont été identifiés comme cibles 

transcritionnelles de lid dans une analyse de transcriptomes d’ovaires lid KD (Torres-

Campana 2020) : dhd (sous-exprimés dans les ovaires lid KD) et zuc (sur-exprimé dans les 

ovaires lid KD). Par ailleurs, la diminution de l’expression de la plupart de ces gènes par 

RNAi dans l’épiderme abdominal avec le pilote y-Gal4 induit une diminution de 

pigmentation (Tableau 4 et voir plus bas). Ce résultat suggère donc qu’ils sont bien 

exprimés, à faible niveau, dans notre tissu d’intérêt. C’est pourquoi j’ai décidé de 

poursuivre l’étude du rôle de ces gènes dans l’établissement de la pigmentation.  

 

1) Les piRNA et les protéines PIWI chez D. melanogaster  

 

a) La voie des piRNA et son rôle dans la régulation des éléments transposables et la 

répression transcriptionnelle des gènes 

Chez D. melanogaster, les piRNA (PIWI-Interacting RNA) sont de petits ARN non codants 

impliqués dans la régulation des éléments transposables (ET) dans les cellules 

germinales, mais également dans le contrôle de l’expression de gènes dans la lignée 
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germinale et certains types cellulaires somatiques, par exemple les cellules folliculaires 

(pour revue Czech et al., 2018). Ils interagissent avec des protéines de la famille PIWI 

(Aub, PIWI et AGO3) (Brennecke et al, 2007; Gunawardane et al, 2007). La majorité des 

piRNA sont produits par des régions du génome appelées « piRNA clusters » qui ont la 

particularité d’être composées de fragments d’ET et d’être enrichies en la marque 

H3K9me3 (Aravin et al, 2006; Brennecke et al, 2007; Girard et al, 2006). Les clusters à 

sens unique « uni-strand » ressemblent à des gènes codants. Ils ont un promoteur marqué 

par H3K4me3 et contrôlé par un facteur de transcription, CI pour le cluster flamenco par 

exemple En revanche, à la différence des gènes codants, le corps de ces clusters est 

marqué par H3K9me3. Les clusters double sens « dual-strand » sont marqués par 

H3K9me3 qui est spécifiquement liée par Rhino (Rhi). En coopération avec Del, Rhi agit 

comme une plateforme de liaison pour Moon, qui recrute une machinerie d'initiation de 

la transcription via l’ARN pol II (Czech et al., 2018). Certains types de cellules somatiques, 

les cellules folliculaires, peuvent produire des piRNA dérivés des séquences 3’UTR de 

gènes codants (Robine et al, 2009; Saito et al, 2009). La figure 47 présente les principaux 

acteurs impliqués dans la production des piRNA chez la drosophile et leur action de 

répression transcriptionnelle des gènes (TGS : « Transcriptional gene silencing »).  
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Figure 47 : Voie de biosynthèse des piRNA primaires et secondaires chez D. melanogaster. 

Les piARN primaires sont transcrits à partir des piARN clusters,  puis chargés sur Piwi ou Aub. Les 

séquences 3'-UTR de certains gènes codant pour des protéines peuvent également servir de 

source de piARN primaires. Les piRNA primaires permettent la régulation transcriptionnelle des 

ET. Une partie des piRNA primaires est chargée par Aub et AGO3 qui gènèrent des piRNA 

secondaire pat la voie d'amplification ping-pong. La voie ping-pong permet la régulation post-

transcriptionnelles des ET. (Iwasaki et al., 2015). 

 

 

Des longs ARN précurseurs sont transcrits à partir des piRNA clusters. Ils sont clivés par 

Zucchini (Zuc) (Pane et al, 2007).  Ces fragments d’ARN, appelés piRNA primaires sont 

chargés par les protéines Piwi et Aub dans les cellules germinales ou uniquement par Piwi 

dans les cellules folliculaires. Les complexes Piwi-piRNA scannent les ARN messagers en 

cours de synthèse et répriment les séquences complémentaires aux piRNA primaires 

chargés par Piwi (Brower-Toland et al, 2007; Klenov et al, 2014 ; Le Thomas et al, 2014). 

Puis Eggless est recrutée et dépose la marque H3K9me3 au niveau des séquences reprimé. 

Cette marque est reconnue par HP1 qui est impliquée dans l’hétérochromatinisation 

locale de la séquence (Czech & Hannon, 2016). Ceci empêche l’expression des ET. De plus, 

Piwi et Mael empêchent le recrutement de l’ARN polymérase II au niveau de ces 

séquences.  
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Dans les cellules germinales, une autre voie est possible pour les ARN impliqués dans la 

répression post-transcriptionnelle des gènes (PTGS, « Post Transcriptional Gene 

Silencing »). Certains piRNA clivés par Zuc sont reconnus et chargés dans Aubergine 

(Aub), formant des complexes Aub-piRISC qui peuvent reconnaître les transcrits issus des 

ET et les cliver. Les ARN clivés dans ces complexes produisent de nouveaux piRNA dit 

sens. Les piRNA secondaires sens peuvent ensuite être chargés dans AGO3, clivés à leur 

tour et être reconnus et chargés par Aub. Ce mécanisme appelé « Ping-Pong » sert 

d’amplification du nombre de piRNA (Brennecke et al, 2007; Webster et al, 2015). 

 

b)  Implication des protéines PIWI dans des mécanismes post-transcriptionnels de 

régulation de l’expression des gènes  

En plus de leur implication dans la voie des piRNA et la répression transcriptionnelle, 

certaines protéines PIWI participent chez plusieurs espèces à la régulation de l’expression 

des gènes par d’autres mécanismes, dont certains sont indépendants des piRNA (Ramat 

et Simonelig, 2021) (Figure 48).  
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Figure 48 : Autres mécanismes de régulation des gènes dans lesquels sont impliquées les 

protéines PIWI. A) Dégradation des ARNm dépendante des protéines PIWI. B) Stabilisation des 

ARNm PIWI dépendante. C) Activation de la traduction dépendante des protéines PIWI. D) 

Mécanismes indépendants des piRNAs comme l’adressage de protéines et la dégradation de 

protéines (Ramat et Simonelig, 2021). 

 

Pendant la transition materno-zygotique chez la drosophile (MZT), Aub chargée avec des 

piRNA induit la dégradation de l’ARN d’origine maternelle nanos (Figure 48A). Dans ce 

processus, Aub coopère avec la protéine de fixation à l’ARN Smaug et le complexe de 

déadénylation CCR4-NO. Les piRNA chargés dans Aub sont issus de deux éléments 

transposables qui ciblent partiellement la région 3’UTR de nos (Rouget et al., 2010). Chez 

le moustique Aedes aegypti un rôle similaire d’Aub a été montré (Halbach et al., 2020). 

Aub est aussi un composant des granules germinaux qui contiennent des ARNm 

nécessaires au développement et à la spécification des cellules. Ces ARNm sont stabilisés 

https://www-cell-com.insb.bib.cnrs.fr/trends/genetics/fulltext/S0168-9525(20)30211-0?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0168952520302110%3Fshowall%3Dtrue#bb0050


126  

en partie par Aub interagissant directement avec la polymérase Wispy qui permet la 

polyadénylation des ARNm et leur stabilisation (Figure 48B) (Trcek et al., 2015 ; Little et 

al., 2015).  Chez C. elegans, des travaux ont montré que les piRNA et l’accumulation 

d’ARNm chargés dans les protéines PIWI empêchent la répression des ARNm des granules 

germinaux (Dodson et Kennedy, 2019). 

Les protéines PIWI, en lien avec des piRNA, jouent également un rôle dans l’activation de 

la traduction de certains ARNm lors de l’embryogenèse chez la drosophile et de la 

formation des spermatozoïdes chez la souris (Figure 48C) (Ramat et al., 2020 Dai et al., 

2019).  

En plus de ces mécanismes faisant intervenir des piRNA, les protéines PIWI participent à 

des processus indépendants des piRNA.  Elles sont très fortement dérégulées dans 

certains cancers, comme les cancers pancréatiques (Li et al., 2020). PIWIL1 interagit avec 

le complexe APC/C (Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome) et active la dégradation 

de la protéine Pinin impliquée dans l’adhésion, ce qui contribue à la formation de 

métastases (Figure 48D) (Li et al., 2020). Dans des cancers gastriques dépourvus de 

piRNA, PIWIL1 interagit avec certains ARNm et les dégrade en impliquant la voie NMD 

(nonsense-mediated mRNA decay mechanism)  (Shi et al., 2020). Chez la souris, la 

protéine MIWI inhibe l’activité de l’E3 ubiquitine ligase RNF8 impliquée dans la 

dégradation des protéines (Gou et al., 2017).  
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2) Plusieurs gènes de la voie des piRNA jouent un rôle dans l’établissement de la 

pigmentation 

 

Afin de confirmer les résultats des analyses de transcriptome, j’ai quantifié par RT-qPCR 

l’expression de AGO2, aub, del, piwi, SoYB, Spn-E et zuc dans les épidermes abdominaux de 

pupes RNAi-lid ou RNAi-trx sous contrôle du pilote y-Gal4, ainsi que dans des pupes 

élevées à 29°C (Figure 49). Pour mael, je n’ai pas réussi à trouver des amorces 

satisfaisantes pour faire cette analyse.  Pour tous les gènes sauf AGO2, la diminution 

d’expression en RNAi-lid et RNAi-trx est confirmée. Concernant l’effet de la température, 

elle est également confirmée pour tous les gènes sauf pour AGO2.  

 

 

 

 

Figure 49 :  Analyse par RT-qPCR de l’expression de gènes de la voie des piRNA dans 

l’épiderme abdominal de pupes. Quantification de l’expression dans des épidermes de 

pupes âgées y-Gal4 > RNAi-lid, y-Gal4 >RNAi-trx, ou de pupes w1118 élevées à 29°C. Les 

résultats d’expression ont été normalisés par rapport au contrôle y-Gal4 pour les 



128  

conditions RNAi-lid et RNAi-trx et au contrôle 18°C pour les pupes élevées à 29°C. n=3. (*): 

p-val entre 0,05 et 0,17; *: p-val entre 0,01 et 0,05; **: p-val entre 0,001 et 0,01; ***: p-val 

inférieure à 0,001.  

 

Pour confirmer l’effet de la diminution de l’expression de ces gènes sur la pigmentation 

abdominale, j’ai quantifié la pigmentation des segments abdominaux A5, A6 et A7 de 

femelles exprimant des transgènes RNAi pour ces gènes sous contrôle du pilote y-Gal4 

(Tableau 4, Figure 50 et 51). Afin de travailler dans le même fond génétique, j’ai utilisé 

pour les gènes AGO2, piwi, zuc, aub, spn-E, mael, del des lignées transgéniques RNAi de la 

collection TRIP (The Drosophila Transgenic RNAi Project, Perkins et al. 2015). Dans ces 

lignées, le transgène RNAi est inséré soit sur le chromosome II (plate-forme génomique 

AttP40), soit sur le chromosome III (plate-forme génomique AttP2). A titre de contrôle, 

j’ai utilisé des lignées avec un transgène RNAi-GFP intégré dans les mêmes plate-formes. 

Pour AGO2, piwi, aub, spn-E, mael, del, on observe une diminution de la pigmentation de 

A6 et/ou A7 par rapport au contrôle. Pour zuc, l’effet est moins fort et limité à A5. Pour 

SoYB, en l’absence de lignée TRIP disponible, j’ai utilisé une lignée RNAi de la collection 

VDRC (kk104474). Les femelles y-Gal4>RNAi-SoYB ne présentent pas de différence de 

pigmentation par rapport au contrôle, je n’ai donc pas réalisé de quantification pour ce 

gène.  
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Figure 50 : Phénotypes de pigmentation abdominale induits par une diminution 

d’expression de gènes de la voie des piRNA. Cuticules de femelles exprimant un transgène RNAi 

contre un gène de la voie des piRNA sous contrôle du pilote y-GalA. A, B) Lignées transgéniques 

de la collection TRIP, insertion du transgène sur le chromosome III (A) ou II (B). Le contrôle 

exprime un transgène RNAi-GFP au même site d’insertion. C) Femelles RNAi-SoYB (VDRC) avec ou 

sans le pilote y-Gal4. 
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Figure 51 : Quantification des phénotypes de pigmentation induits par une diminution 

d’expression de gènes de la voie des piRNA. Quantification de la pigmentation des segments 

A5, A6, A7, de femelles des génotypes présentée figure 50. Lignées RNAi transgéniques de la 

collection TRIP, insertion du transgène sur le chromosome III (A) ou II (B). Le contrôle exprime 

un transgène RNAi-GFP au même site d’insertion. *: p-val entre 0,01 et 0,05; **: p-val entre 0,001 

et 0,01; ***: p-val inférieure à 0,001.  

 

Afin de vérifier que le phénotype de baisse de pigmentation observé pour ces gènes était 

bien spécifique et pas dû à un effet non spécifique de la dérégulation de la voie des piRNA 

sur le système RNAi utilisé dans l’expérience, j’ai quantifié la pigmentation abdominale de 
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femelles exprimant, sous contrôle du pilote y-Gal4, des RNAi dirigés contre les gènes 

moonshiner (moon) et rhino (rhi).  Ces deux gènes sont indispensables pour la production 

des piRNA, mais leur expression n’est pas modulée dans les transcriptomes lid KD et trx 

KD. La pigmentation abdominale de femelles y-Gal4>RNAi-moon ou y-Gal4>RNAi-rhi n’est 

pas modifiée par rapport à celle de contrôles contenant le pilote y-Gal4 seul ou le 

transgène RNAi seul (Figure 52). Ce résultat montre donc que les phénotypes observés 

avec AGO2, piwi, aub, spn-E, mael, et del sont spécifiques.  

 

Figure 52 : Phénotypes de pigmentation abdominale induits par une diminution 

d’expression de rhi et moon. A) Cuticules de femelles RNAi-moon (Andersen et al., 2017) et RNAi-

rhi (BL35171) avec ou sans le pilote y-Gal4. B) Quantification de la pigmentation des segments A5, 

A6, A7 des individus des génotypes présentés en A. n=30. 
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3) piwi et aub régulent l’expression des gènes de pigmentation tan et y 

Afin de confirmer au niveau moléculaire le phénotype de baisse de pigmentation observé chez les 

femelles RNAi pour les gènes candidats de la voie des piRNA, j’ai analysé par RT-qPCR, chez ces 

femelles, l’expression des gènes de pigmentation dans les épidermes abdominaux des segments 

A5, A6, A7.  J’ai réalisé dans un premier temps cette expérience pour des femelles exprimant un 

transgène RNAi piwi ou aub sous contrôle du pilote y-Gal4 (Figure 53).  

On observe une nette diminution de l’expression de tan dans les deux conditions, ce qui est 

cohérent avec le phénotype de dépigmentation observé puisque tan est impliqué dans la synthèse 

des mélanines noire et brune. Le gène y est sur-exprimé dans les deux conditions ce qui n’est pas 

cohérent avec le phénotype de pigmentation observé car y est impliqué dans la production de 

mélanines noires. Cependant, la sur-expression de y doit être couplée à une sur-expression de tan 

ou une sous-expression de ebony pour augmenter la production de mélanine (Wittkopp et al 2001; 

Jeong et al 2008). Enfin, ebony est légèrement moins exprimé en condition RNAi-aub, ce qui n’est 

pas non plus cohérent avec le phénotype. Cependant, la conséquence sur la pigmentation en est 

probablement masquée par la forte baisse de l’expression de tan qui code l’enzyme antagoniste 

d’Ebony.  
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Figure 53 : Régulation de l’expression des gènes de pigmentation par aub et piwi. 

Quantification de l’expression des gènes de pigmentation dans les épidermes abdominaux (A5, 

A6, A7) de jeunes femelles RNAi-piwi ou RNAi-aub sous contrôle du pilote y-Gal4. n=3, *p<0,05 et 

**p<0,01. 

 

 

 

VI) Etude du rôle de lid dans la plasticité thermique de la 

pigmentation 
 

En plus de mieux comprendre le rôle de lid dans le réseau de régulation des gènes de la 

pigmentation, nous avons testé son rôle dans la plasticité thermique de la pigmentation. Le 

système UAS-Gal4 étant sensible à la température, nous avons utilisé des individus portant un 

allèle perte de fonction pour lid, lidk06801 (Gildea at al., 2000) Cet allèle a été introgressé pendant 

10 générations dans notre fond de référence w1118. Les normes de réactions ont été réalisées avec 

des femelles lidk06801 hétérozygotes, car cet allèle est létal à l’état homozygote. Nous avons mesuré 

la pigmentation des segments A5, A6 et A7 de femelles lidk06801/+ et w1118 élevées à 18°C, 25°C et 
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29°C (Figure 54A). Les femelles lidk06801/+ sont moins pigmentées que les femelles w1118 (effet G), 

mais cette baisse de pigmentation, similaire au phénotype des femelles RNAi-trx, n’est observée 

que pour A5. Pour les 3 segments, il y a un fort effet de la température (effet T), montrant que 

cette mutation n’abolit pas la plasticité thermique de la pigmentation. On n’observe une 

interaction entre le génotype et la température (effet GxT) que pour le segment A7. Cet effet faible 

ne permet pas de conclure de manière certaine sur un rôle de lid dans la plasticité de la 

pigmentation.   

La diminution d’expression de lid et trx par RNAi induisant toutes les deux une baisse de 

pigmentation, nous avons combiné l’allèle lidk06801 avec l’allèle perte-de-fonction pour trx, trxj14A6. 

Ce mutant, déjà utilisé, a un faible effet sur la plasticité (Gibert et al., 2016). Comparé aux femelles 

w1118, l’effet de du double hétérozygote lidk06801, trxj14A6 sur le génotype et la plasticité est faible 

(Figure 54B). Ces résultats ne permettent donc pas de conclure sur une implication de lid dans la 

plasticité thermique de la pigmentation. Il faudrait peut-être pouvoir le tester en condition perte 

de fonction totale pour pouvoir mettre en évidence un effet clair sur la plasticité thermique de la 

pigmentation. De plus une autre KDM, KDM2, chez la Drosophile, est impliquée comme Lid dans 

la déméthylation de H3K4me3 et pourrait avoir un effet redondant avec Lid. 
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Figure 54 : Normes de réaction des mutants perte de fonction hétérozygotes lid k06801 et lid 

k06801, trx J14A6 isogénisés en fond w1118. n=15 cuticules par génotype et température. ANOVA 

Benjamini (***: <0,01; ** entre 0,001 et 0,01; * entre 0,01 et 0,05). 

 

 

 

VII) Conclusion : enrichissement du réseau de régulation des gènes 

de pigmentation. 
 

L’étude du rôle de lid dans l’établissement de la pigmentation abdominale et la comparaison des 

transcriptomes lid KD et trx KD a mis en évidence de nouveaux acteurs dans le réseau de 

régulation des gènes de pigmentation, notamment tan (Figure 55). Ainsi, lid réprime bab1 et active 

tan, mais tan ne semble pas être une cible directe de lid. De plus, nos résultats mettent en évidence 

l’implication dans ce réseau de régulation de certains gènes de la voie des piRNA, activés par lid 

et trx, dont piwi et aub, qui activent tan. Des expériences préliminaires suggèrent par ailleurs que 
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les voies de régulation de tan par piwi/aub et bab1 sont indépendantes. La régulation de tan par 

lid pourrait donc être une conséquence de son action sur l’expression de piwi/aub et bab1, ce 

dernier étant un répresseur de tan (De Castro et al 2018).  Des expériences supplémentaires sont 

nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires à l’origine de ces régulations, et 

notamment si l’effet de piwi et aub implique ou non des piRNA. 

.  

Figure 55 : Enrichissement du réseau de régulation des gènes de pigmentation. Les flèches 

rouges indiquent les régulations impliquant les nouveaux acteurs mis en évidence dans ce travail.  
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Mate riel et me thodes 
 

I) Stocks des lignées de drosophile  
 

Les lignées utilisés pour lid sont les lignées RNAi-lid BL28944 et BL36652 de la collection 

TRIP, la lignée UAS-lidHA (Fly ORF, F001888), la lignée UAS-lidJMJC* (don de Julie Secombe) 

et la lignée lidk06801 (BL10403). Concernant trx, le mutant trxj14A6 (BL12137) a été utilisé 

pour les normes de réaction et le transcriptome trx KD a été réalisé avec la lignée TRIP 

RNAi-trx BL33703. Les lignées RNAi des gènes candidats issus des analyses de 

transcriptomes sont pour la plupart (à l’exception de SoYB) des lignées TRIP dont la 

référence est indiquée dans le tableau 4 (voir résultats partie II, chapitre III). Les 

interactions génétiques avec tan et bab1 ont été réalisées avec la lignée UAS-tan (don de 

Nicolas Gompel) et la lignée RNAi-bab1 (KK106010, VDRC). Les pilotes Gal4 utilisés sont 

issus des lignées pn-Gal4 (BL3039) et y-Gal4 (BL44267). Toutes les lignées BL sont issues 

du « Bloomington Drosophila Stock Center ». 

 

 

II) Préparation des cuticules pour la quantification de la 

pigmentation et l’acquisition des images 
 
Pour l’observation et la quantification de la pigmentation des lignées utilisant le système 

UAS-Gal4, les drosophiles ont été élevées à 25°C. Pour les normes de réactions, les 

drosophiles ont été élevées à 18°C, 25°C ou 29°C.  La pigmentation abdominale des 

segments A5, A6 et A7 est mesurée sur des femelles âgées de 5 jours. Celles-ci sont placées 

pendant 10 jours dans de l’éthanol à 70% puis disséquées dans ce même milieu. Pour la 

dissection, elles sont coupées au niveau du segment A1 et à gauche de la ligne médiane 



138  

dorsale, puis les abdomens sont vidés de leur contenu. Les cuticules disséquées sont 

déshydratées pendant 5 minutes dans de l’éthanol à 100% puis montées à plat entre lame 

et lamelle dans l’Euparal (Roth). La préparation est ensuite solidifiée pendant une nuit à 

65°C. Les lames sont observées sous une loupe à la lumière blanche et photographiées 

avec le logiciel Leica IM50 Image Manager en conservant à chaque fois les mêmes 

réglages. La pigmentation des hémi-segments A5, A6 et A7 de 15 drosophiles femelles est 

quantifiée avec le logiciel ImageJ. Chaque hémi-segment est encerclé jusqu’au milieu de la 

ligne dorsale médiane (Figure 56, cadre jaune) puis la pigmentation est mesurée en 

utilisant l’intensité moyenne de la pigmentation en pixels (Figure 56, cadre rouge). La 

significativité des résultats de quantification est déterminée par T.TEST pour la 

comparaison de la pigmentation entre femelles RNAi et femelles contrôles, ou par ANOVA 

pour l’analyse des normes de réaction. L'homogénéité des variances entre les groupes est 

testée avec un test de Levene. Si elles sont homogènes et si les résidus sont normalement 

distribués, une ANOVA à 2 facteurs est utilisée (Génotype et température). Si les variances 

ne sont pas homogènes, ou si les résidus de l’ANOVA ne sont pas normalement distribués, 

une « ANOVA on aligned rank transformed data » est utilisée. 
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Figure 56 : Quantification de la pigmentation abdominale des hémi-segments (A5, A6 et 

A7). Quantification du segment A5 d’une drosophile femelle sur ImageJ. L’ensemble de l’hémi-

segment est entouré jusqu’au milieu de la ligne dorsale médiane (flèche jaune). A-Antérieur, P-

Postérieur, D-Dos, V-Ventre (d’après De Castro, thèse Sorbonne Université). 

 
 

III) Analyse de l'expression de gènes par RT-qPCR sur épidermes 

abdominaux postérieurs de drosophiles femelles 
 

L’expression des gènes dans les épidermes abdominaux postérieurs de jeunes femelles 

est mesurée dans un pool de 30 abdomens postérieurs (A5, A6 et A7) disséqués (Figure 

57). Pour chaque expérience, 3 réplicats sont analysés. L’ARN est extrait de ce matériel en 

utilisant le kit RNeasy mini (Quiagen). Apres extraction les ARN sont traités à la DNAse, la 

synthèse des ADNc est faite grâce à la LunaScrit RT SuperMix (Biolabs) avec des 

« randoms primers » en suivant le protocole du kit. L’expression des gènes est quantifiée 

par qPCR (SYBR-Green, Ssofast Eva Green Supermix ») sur une machine CFX96 (Biorad). 

La quantification d’expression est réalisée avec la méthode de Pfaffl (Pfaffl, 2001) en 

normalisant sur la moyenne géométrique de 2 gènes de référence, RP49 et Spt6 

(Vandesompele et al., 2002). 
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Figure 57 : Photo des segments A5, A6 et A7 après dissection pour extraction d’ARN. A 

gauche, une jeune drosophile femelle âgée de moins d’une heure. L’abdomen est complétement 

non pigmenté, c’est à ce stade que les femelles sont disséquées. A droite, photo d’un  épiderme 

abdominal postérieur après dissection. Seuls les segments postérieurs A5, A6 et A7 sont disséqués 

en enlevant l’appareil génital (d’après De Castro, thèse Sorbonne Université). 

 

IV) Immunoprécipitation de chromatine (ChIP) 
 
La chromatine est extraite d'un lot de 170 abdomens postérieurs de jeunes femelles 

disséquées dans du PBS, selon le même protocole de dissection que pour les extractions 

d’ARN (Figure 57). Les abdomens sont fixés pendant 10 minutes à 25°C en PFA 1%, puis 

la fixation est stoppée par ajout de glycine 1,25M suivi de lavages au PBS. Les tissus ainsi 

fixés sont stockés à -80°C jusqu’à préparation de la chromatine. La préparation de 

chromatine et l’expérience de ChIP ont été réalisées comme précédemment décrit (Gibert 

et al., 2016), en utilisant un anti- H3K4me3 de lapin (15410003, Diagenode) ou un sérum 

de lapin comme contrôle négatif (Diagenode). Un aliquot de chromatine avant 

immunoprécipitation est conservé pour la quantification (« input »). Les fragments 

immunoprécipités sont analysés par qPCR et leur enrichissement calculé en « 

pourcentage d'input ». 
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V) Amorces utilisées pour les expériences de RT-qPCR et ChIP-

qPCR 
 

Pour la quantification de l’expression des gènes de pigmentation et de bab1 et la 

quantification de la marque H3K4me3 sur le promoteur de tan, les amorces utilisées ont 

été décrites précédemment (Gibert et al. 2016, De Castro et al. 2018). Le tableau 5 

présente les amorces utilisées pour la quantification de l’expression des gènes candidats 

issus des analyses transcriptomiques. 

 

Gène Amorce Séquence 5'-3' 

aub 
aub F  ACCAGTACCGCGTCGATTTT 

aub R AATGTTTTCGCCAGCACGAC 

del 
del F CCGAGCATACCGCTGAGAAA 

del R CTTGCTGGGACTCGGATGTT 

spn-E 
spn-E F TCGTCGCCAAGGAAAAGTGT 

spn-E R TCGGTGTCCAAAATCGTCCAG 

piwi 
piwi F TGGAGTTTGAGCCGAGCATC 

piwi R AGCTTCGACTTTCCGCTGAG 

zuc 
zuc F CGTCCCCATTACCACGAACT 

zuc R GTCCAAGAGCCGTCCAGTTT 

Ago2 
Ago2 F CGAGACAACAGCCATCCACA 

Ago2 R CATCCTTCTGCGTCTTGGGA 

mael 
mael F ATGGCGGACTTGACTATCCCT 

mael R CTTGGCTTCTGTTGCGAGTG 

 

Tableau 5 : Liste des amorces utilisées pour quantifier l’expression de certains gènes 

candidats. 

 

 



142  

VI) Obtention par RNA-seq des transcriptomes lid-KD et trx-KD et 

analyse  
 

Les ARN de 3 réplicats de 30 abdomens de pupes femelles âgées pour chaque génotype 

(y-Gal4, y-Gal4, RNAi-lid, y-Gal4, RNAi-trx/+ ) ont été extraits en utilisant le kit RNeasy mini 

(Quiagen). Les librairies ont été préparées (kit « Stranded_Total-RNA_RiboZero-Gold”) et 

les séquençages réalisés (Illumina NovaSeq 600) par Fasteris. Le contrôle de la qualité des 

séquences a été réalisé en utilisant FastQC (version 0.11.9). Pour l’alignement des 

séquences, la version 6.41 (dmel6.41 Flybase) du génome de D. melanogaster a été 

utilisée. Les séquences ont été alignées sur le génome dmel6.41 en utilisant HISAT2 

(Galaxy version 2.1.0) et comptées avec FeaturedCount (Galaxy version 1.6.4). L’analyse 

différentielle a été faite avec DEseq2 (Galaxy version 1.6.0.6). Le tableau 6 indique le 

nombre de séquences (« reads ») obtenus et analysés pour chaque échantillon. 

Nom de l'échantillon génotype Reads totaux Reads non alignés 
Reads 
multi-
alignés 

Reads alignés une 
seule fois, utilisés 

pour l'analyse 

L1 w1118 ; y-Gal4 46,31 18,17 6,16 21,98 

L3 w1118 ; y-Gal4 57,66 19,16 9,21 29,29 

L4 w1118 ; y-Gal4 46,91 17,99 9,2 19,72 

T1 y-Gal4 ; UAS-RNAi-trx 52,26 19,84 9,89 22,53 

T2 y-Gal4 ; UAS-RNAi-trx 50,14 19,19 6,94 24,01 

T3 y-Gal4 ; UAS-RNAi-trx 47,14 16,7 7,82 22,62 

Y1 y-Gal4 ; UAS-RNAi-lid 41,99 15,54 7,52 18,93 

Y3 y-Gal4 ; UAS-RNAi-lid 45,49 17,58 6,91 21 

Y5 y-Gal4 ; UAS-RNAi-lid 51,43 17,22 7,92 26,29 

 

Tableau 6 : Nombres de séquences (« reads ») totales et utilisées pour l’analyse 

transcriptomiques des lignée RNAi-lid et RNAi-trx. L’unité est en millions de reads (10^6). 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 
 

Mes travaux de thèse ont consisté à analyser les rôles de régulateurs de marques 

d’histones dans le réseau de régulation des gènes de la pigmentation et sa plasticité. J’ai 

étudié les membres du complexe DotCom qui dépose la marque H3K79me3 grâce à 

l’activité de l’histone méthyl-transférase Grappa (Gpp) ainsi que l’histone déméthylase 

Lid qui retire la marque H3K4me3. J’ai montré que le complexe DotCom est impliqué dans 

la mise en place de la pigmentation via la régulation des gènes yellow et tan et qu’il joue 

aussi un rôle dans la plasticité thermique de la pigmentation. Concernant Lid, j’ai confirmé 

et complété les résultats du crible génétique qui avait montré son implication dans 

l’établissement de la pigmentation. Lid étant impliqué dans la régulation de la même 

marque d’histone que Trx, j’ai généré et analysé le transcriptome d’épidermes 

abdominaux d’individus RNAi pour lid ou trx. Ce travail m’a permis d’identifier les cibles 

transcriptionnelles de ces deux gènes. Pour certaines de ces cibles, j’ai montré qu’elles 

étaient impliquées dans l’établissement de la pigmentation abdominale. Parmi ces cibles, 

j’ai approfondi mon étude sur des gènes de la voie des piRNA, dont aub et piwi, qui sont 

activés par lid et trx dans les épidermes abdominaux et également modulés par la 

température. J’ai montré que aub et piwi activent l’expression de tan. Ce travail m’a permis 

d’enrichir le réseau de régulation déjà connu des gènes de pigmentation, et ouvre de 

nouvelles perspectives sur l’implication de nouveaux acteurs et mécanismes. Ces résultats 

devront être complétés pour identifier les mécanismes par lesquels certains gènes de la 

voie des piRNA interviennent dans l’établissement de la pigmentation.  
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I) Régulation de l’établissement et la plasticité de la pigmentation 

abdominale par le complexe DotCom 
 

L’étude de l’implication du complexe DotCom dans l’établissement de la pigmentation a 

révélé que sa sous-unité catalytique, Gpp, joue des rôles différents dans la mise en place 

de la pigmentation en fonction du stade de développement. Ceci est corrélé avec le fait 

que l’action de Gpp pendant la vie larvaire induit une répression de yellow, et son action 

à la fin de la vie pupale induit une activation de tan. Aucun de ces gènes de pigmentation 

ne semble être une cible directe de Gpp. En effet, on observe une augmentation de 

l’expression de yellow, un gène qui s’exprime en fin de vie pupale, quand le RNAi gpp est 

induit dès le stade larvaire, avec le pilote pn-Gal4. Quant à tan, le niveau de la marque 

H3K479me3 sur son promoteur ne varie pas chez les individus RNAi gpp. Des expériences 

de RNA-seq dans des épidermes abdominaux d’individus RNAi gpp couplées à des 

expériences de ChIP-seq contre la marque H3K79me3 sont nécessaires pour identifier les 

cibles directes de Gpp aux différents stades du développement et les acteurs 

intermédiaires entre Gpp et les gènes de pigmentation.  

 

Comme expliqué dans l’introduction, les marques d’histones H2BK120ub et H4K16ac 

facilitent le dépôt de la marque H3K79me3. Chez D. melanogaster, ces marques sont 

déposées respectivement par Bre1 et MOF. Il serait intéressant d’étudier les effets d’une 

sous-expression de ces gènes sur la pigmentation abdominale et sa plasticité. On pourrait 

ensuite identifier les cibles communes à DotCom, MOF et Bre1 par RNA-seq et ChIP-seq.  

L’étude des normes de réaction d’un mutant hétérozygote perte de fonction pour gpp et 

alh montrent que le complexe DotCom est impliqué dans la plasticité thermique de la 

pigmentation. Afin de déterminer les mécanismes médiant l’effet de la température sur 
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l’action de ce complexe, il serait intéressant d’identifier, par ChIP-seq, les gènes dont le 

niveau de H3K79me3 varie entre 18°C et 29°C dans des épidermes pupaux. Cette liste, 

comparée aux résultats de transcriptome d’individus RNAi gpp et d’individus contrôles 

élevés à 18°C et 29°C, permettra d’identifier les cibles de Gpp impliquées dans la plasticité 

thermique de la pigmentation. 

Chez l’homme, l’enzyme KDM2B a été identifiée comme étant une déméthylase de 

H3K79me3. Son homologue fonctionnel chez D. melanogaster est Kdm2. Cependant les 

études biochimiques réalisées sur cette enzyme n’ont mis en évidence qu’une activité 

déméthylase pour les marques H3K36me3 et H3K4me3 qui est redondante avec l’activité 

déméthylase de Lid. Comme discuté plus bas, des individus RNAi kdm2 présentent une 

diminution de pigmentation similaire à celle d’individus RNAi gpp et RNAi lid. Ce résultat 

montre donc que kdm2 joue un rôle dans l’établissement de la pigmentation abdominale. 

L’analyse du niveau des marques H3K4me3 et H3K79me3 dans les épidermes 

abdominaux d’individus RNAi kdm2, comparé à celui d’individus RNAi lid, permettrait de 

déterminer si Kdm2 est également impliquée dans le retrait de la marque H3K79me3.  

 

II) Implication des protéines régulant la marque d’histone 

H3K4me3 dans la mise en place de la pigmentation et sa plasticité 
 

 

Les analyses des transcriptomes d’épidermes abdominaux d’individus RNAi pour lid et trx 

montrent que ces deux gènes partagent un nombre important de cibles communes, qu’ils 

régulent dans le même sens. Ainsi, bien que Lid et Trx aient une action antagoniste sur la 

même marque d’histone, ce résultat suggère qu’ils régulent ensemble l’expression de 

nombreux gènes.  Ce travail m’a également permis d’identifier, comme acteurs du réseau 
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de régulation des gènes de pigmentation, certains gènes de la voie des piRNA, comme piwi 

et aub. Cette observation est surprenante car les mécanismes liés aux piRNA ont 

longtemps été considérés comme exclusifs de la lignée germinale, dans laquelle ils régule 

les éléments transposables, et aucune régulation par des acteurs de la voie des piRNA n’a 

été décrite dans des épidermes. 

1) Par quels mécanismes aub et piwi sont-ils impliqués dans la mise en place de la 

pigmentation et sa plasticité ? 

 

Les résultats obtenus suite à l’analyse des candidats Aub et Piwi sont surprenants. En effet 

Piwi et Aub sont deux protéines impliquées dans la voie de biosynthèse des piRNA dans 

les ovaires, à la fois dans les cellules germinales et les cellules folliculaire, ces dernières 

étant des cellules somatiques tout comme les cellules de l’épiderme abdominale. Mes 

résultats ont été obtenus avec le pilote yGal4 qui s’exprime pendant la deuxième moitié 

du développement pupal. Il serait intéressant d’utiliser le pilote pnrGal4 et le système 

Gal80ts afin de mieux comprendre la temporalité de ce mécanisme de régulation. Le 

phénotype de baisse de pigmentation des individus RNAi aub et piwi doit être confirmé 

avec des mutants perte de fonction pour ces gènes, isogénisés en fond w11118. Ces mutants 

permettront aussi d’établir des normes de réaction afin de voir si piwi et aub sont 

impliqués dans la plasticité phénotypique. De façon intéressante, la quantité de piRNA 

dans les ovaires est plus faible à 18°C qu’à 29°C (Fast et al., 2017). 

Concernant le mécanisme d’action de Piwi et Aub au cours de l’établissement de la 

pigmentation abdominale, la première possibilité est qu’il fasse intervenir des piRNA. En 

effet, de plus en plus de travaux mettent en évidence leur présence dans des tissus 

somatiques chez des organismes variés, par exemple dans le système nerveux (Wakisaka 

et al., 2019). Des expériences de « small-seq » permettront de caractériser les petit ARN 
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présents dans l’épiderme abdominal pupal d’individus contrôles. Si nous mettons en 

évidence des piRNA, leur analyse permettra de déterminer s’il s’agit de piRNA primaires 

ou secondaires et d’identifier leurs cibles. Il existe peu d’exemples de piRNA régulant 

directement la transcription de gènes (Saito et al., 2009). Néanmoins la présence 

d’éléments transposables cibles de ces piRNA, localisés à proximité ou dans des gènes, 

pourrait avoir un effet sur l’expression de ces gènes. Dans un second temps, le séquençage 

des petits ARN pourra être réalisé dans les épidermes abdominaux d’individus perte de 

fonction ou RNAi pour piwi, aub et lid.  En plus de réguler l’expression de piwi et aub, Lid 

pourrait aussi intervenir directement dans la régulation de la production des piRNA. En 

effet, dans cellules folliculaires, les  piRNA « clusters » sont dits « uni-strand ». Ils 

possèdent un promoteur enrichi en H3K4me3 et sont transcrits par l’ARN PolII, ce qui 

n’est pas le cas des « clusters » germinaux (Czech et al, 2018). D’après le modèle de Lloret-

Linares et al. (Figure 35) (Lloret-Linares et al., 2012), Lid participerait à l’activation de la 

transcription en permettant le dépôt de H3K4me3 par le recrutement de ASH2 qui recrute 

ensuite l’ARN Pol II. Lid pourrait donc participer à l’activation des « clusters uni-strand » 

pour réguler la production des piRNA. 

Il est aussi possible que Piwi et Aub participent à l’établissement de la pigmentation par 

un mécanisme indépendant des piRNA. En effet, il existe plusieurs exemples de régulation 

de l’expression des gènes chez différents organismes impliquant ces protéines sans 

l’intervention de piRNA (Figure 48) (Rammat et Simonelig, 2021). Si nous ne détectons 

pas de piRNA dans l’épiderme abdominal, nous caractériserons les ARN et protéines 

interagissant avec Piwi et Aub grâce à des expériences d’immunoprécipitation à partir 

d’extraits protéiques d’épidermes abdominaux contrôles, suivies de la caractérisation par 

séquençage ou spectrométrie de masse des ARN et protéines co-immunoprécipitées avec 

Piwi et Aub. 
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2) Comment préciser la position de lid, piwi et aub dans le réseau de régulation des 

gènes de pigmentation ? 

 

Nos travaux ont montré que lid est impliqué dans la régulation de l’expression du gène de 

pigmentation tan, et que cette régulation pourrait se faire notamment par l’intermédiaire 

du facteur de transcription Bab1. De nouveaux gènes en aval de lid dans le réseau de 

régulation ont été identifiés grâce aux analyses de transcriptomes.  Afin de positionner 

ces gènes et d’identifier les cibles directes de Lid, il faudrait étudier par ChIP-seq la 

distribution de la marque H3K4me3 dans des épidermes abdominaux contrôles, et 

comparer ces données avec les transcriptomes des épidermes d’individus RNAi-lid. Il 

serait également intéressant d’identifier par ChIP-seq les sites de fixation à la chromatine 

de Lid. La comparaison des gènes enrichis en H3K4me3 et en Lid pourrait nous renseigner 

sur les mécanismes d’action de Lid dans notre modèle. En effet, nous avons montré que 

l’activité déméthylase de Lid est impliquée dans la mise en place de la pigmentation. 

Cependant, le phénotype de diminution de pigmentation induit par la sur-expression 

d’une forme de Lid dépourvue d’activité déméthylase n’est pas complètement identique à 

celui induit par un RNAi dirigé contre lid.  Cette différence pourrait s’expliquer par le fait 

que certains mécanismes d’actions de Lid sont indépendants de son activité déméthylase 

(Li et al. 2010 ; Drelon et al., 2018 ; Liu et al., 2014 ; Liu et Secomb 2015). De plus, Lid 

interagit avec le complexe histone déacétylase SIN3 (Torres-Campana et al., 2020, Torres-

Campana et al., 2022). La recherche des partenaires physiques de Lid dans les protéomes 

de têtes de D. melanogaster a permis d’identifier de nouveaux interacteurs physiques 

comme des membres des complexes de remodelage SWI/SNF et NURF, le complexe NSL 

et plusieurs protéines insulatrices (Yheskel et al., 2023). Il serait intéressant d’étudier si 
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le complexe SIN3 ainsi que les partenaires de Lid identifiés dans les protéomes de têtes 

participent, avec Lid, à l’établissement de la pigmentation abdominale. 

L’identification des cibles directes de Lid dans l’épiderme abdominal permettra 

également de déterminer si piwi et aub en font partie. Si ce n’est pas le cas, il sera 

intéressant d’identifier les facteurs de transcription médiant l’effet de Lid sur l’expression 

de ces gènes. J’ai réalisé une analyse préliminaire de recherche de motifs de fixation pour 

des facteurs de transcriptions dans les séquences en amont des gènes de la voie des piRNA 

dérégulés dans le transcriptome RNAi lid et j’ai comparé les motifs enrichis aux motifs 

enrichis issus de l’analyse de tous les gènes sous-exprimés dans le RNAi lid (STREME, 

MEME suite 5.5.0). Parmi la liste des facteurs de transcription ainsi identifiés se trouvent 

Bab1 (motif de fixation sur piwi) et Aef (motif de fixation sur aub et spn-E).  Il faudra 

poursuivre cette analyse bio-informatique, puis analyser par des expériences 

d’interaction génétique, d’étude d’expression et de fixation à la chromatine, si les facteurs 

de transcription identifiés jouent un rôle dans l’établissement de la pigmentation en 

amont de piwi et aub.   

3) L’histone déméthylase Kdm2 est-elle redondante fonctionnellement avec Lid 

dans l’établissement de la pigmentation et sa plasticité ? 

 

Chez D. melanogaster, il existe deux déméthylases spécifiques de H3K4me3, Lid et Kdm2. 

Des résultats préliminaires du laboratoire montrent que les individus RNAi kdm2 

présentent le même phénotype de baisse de pigmentation que les individus RNAi lid et lid 

et kdm2 ont un effet additif sur la pigmentation abdominale. Par ailleurs kdm2, comme lid, 

active tan. Enfin, la perte de fonction totale de kdm2, qui est viable contrairement à celle 

de lid, modifie la plasticité thermique de la pigmentation. Ces résultats suggèrent donc 

que lid et kdm2 pourraient agir de manière redondante dans l’établissement et la 
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plasticité de la pigmentation. Une telle redondance a déjà été mise en évidence dans le 

contrôle du développement (Li et al., 2010).  Cette redondance pourrait expliquer le fait 

que le mutant hétérozygote lidk06801 n’ait pas un effet significatif sur la pigmentation et sa 

plasticité. L’analyse du transcriptome d’épidermes abdominaux d’individus RNAi pour lid 

et kdm2 permettrait de confirmer les cibles déjà identifiées et peut être d’en découvrir de 

nouvelles.  
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