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Résumé & Abstract

Résumé

Chez Arabidopsis thaliana, les genes d’ARNr 5S sont regroupés en blocs situés dans
I’hétérochromatine péricentromérique des chromosomes 3, 4 et 5. La transcription
des genes d’ARNr 5S est régulée par des facteurs épigénétiques altérant notamment
leur structure chromatinienne. Une étude a été menée durant les premieres étapes
du développement post-germinatif pour identifier les événements et des facteurs
conduisant a [I'élaboration de telles structures. Nous avons pu observer une
décompaction de I'ADNr 5S immeédiatement suivie d’'une recondensation. Ces
phénoménes impliquent respectivement ROS1 et 'ARN polymérase IV. L’étude des
formes Pol IVa et Pol IVb nous indique que Pol IVb, en plus de son activité
partenaire de Pol IVa, possede une action spécifique dédiée au locus d’ADNr 5S du
chromosome 4. Cette nouvelle activité de Pol IVb, qui est indispensable au silencing
et a la compaction de ce locus, semble indépendante de la voie classique de
méthylation de 'ADN dépendante des ARN.

Abstract

In Arabidopsis thaliana, 5S rRNA genes are found clustered at pericentromeric
heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5. 5S rRNA genes transcription is
epigenetically regulated through the formation of specific chromatin structure. In
order to determine the events that lead to the establishment of such structures, a
study during the first steps of post-germinative plant development was done.
Unexpectedly, we observed a decondensation followed by a rapid "re"condensation
of 5S rDNA chromatin. These two phenomenons are respectively dependent on
ROS1 and RNA polymerase IV activities. A more precise analyse on the two Pol IV
isoforms, i.e. Pol IVa and Pol IVb, revealed a new function for Pol IVb. Indeed, in
addition to its activity in a partnership with Pol IVa, Pol IVb has a specific role in the
silencing and the compaction of the 5S rDNA locus from the chromosome 4. This
activity seems to be independent of the Pol IVa activity and the RNA dependent DNA
methylation pathway.
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Synthése bibliographique - Introduction

La chromatine des noyaux eucaryotes se présente sous deux formes distinctes.
D’un c6té, I'euchromatine, peu condensée, contient la grande majorité des géenes. De
lautre, longtemps considérée comme  transcriptionnellement  inactive,
’hétérochromatine est composée principalement de séquences répétées, incluant
notamment les régions centromériques et péricentromériques ainsi que les centres
organisateurs nucléolaires. D’'un point de vue cytologique, I'hétérochromatine se
distingue du reste de la chromatine par une forte condensation observable tout au
long de linterphase. Les premiers travaux menés sur cette structure particuliere ont
pu mettre en évidence une forte méthylation de son ADN associée a des marques
histones répressives. Plus récemment, les recherches se sont tournées vers la mise
en place de I'hétérochromatine et plus particulierement sur linstauration de la
meéthylation ADN de novo des séquences hétérochromatiques. Les résultats obtenus
ont permis de démontrer que le phénomene d’hétérochromatinisation repose en
partie sur des mécanismes réversibles conférant ainsi une grande malléabilité a une
fraction de I'hétérochromatine.

Les genes d’ARN ribosomique 5S (ARNr 5S), du fait de leur localisation
péricentromérique, en dautres termes a la frontiere entre euchromatine et
hétérochromatine, constituent un modéle de choix pour I'étude de la mise en place et
de la plasticité de I'hétérochromatine. Précédemment, des travaux réalisés dans
notre équipe avaient démontré l'existence de remodelage de la chromatine
permettant l'installation d’'une conformation mature des loci d’ADN ribosomique 5S
(ADNr 5S) deés le début du développement de la plante Arabidopsis thaliana.

L'objectif de mes travaux de thése était d’approfondir les mécanismes
intervenant durant cette courte fenétre et de comprendre comment la cellule, a partir
d’'une structure de 'ADNr 5S trées compacte a la germination installe un contexte
chromatinien permissif a la transcription des géenes d’ARNr 5S. Il était notamment
essentiel de comprendre le réle de 'ARN polymérase IV dans ces remaniements de
la chromatine puisque des travaux d’autres groupes avaient démontré son
implication dans la méthylation ADN de novo et la compaction de 'ADNr 5S. En
guise d’introduction aux résultats obtenus, la synthése bibliographique s’articulera
autour de quatre chapitres. Le premier chapitre présentera le modéle ADNr 5S, le
deuxiéme décrit les mécanismes intervenant dans la méthylation de I'ADN et

certaines modifications post-traductionnelles impliquées dans le controle de






Synthése bibliographique - Introduction

'expression génique et de la structure chromatinienne. Le troisiéme chapitre sera
dedié a la mise en place de la méthylation ADN dépendante des ARN. Une part
importante de ce chapitre sera consacrée a 'ARN polymeérase IV. Enfin, le quatrieme
chapitre présentera quelques exemples de dynamique de la chromatine en réponse

a des contraintes physiologiques et développementales.






Chapitre 1:
L’ADN ribosomique 5S



ARNr 16S ARNr 18S

+
33 protéines

40S
ARNr 28S/25S
ARNr 5.8S
ARNr 5S
+
50 protéines

leucaryotes|

21 protelnes

ARNr 23S
ARNr 5S
+

31 protéines

|procaryotes

Figure 1: Compostion des ribosomes procaryotes et eucaryotes.
(Chez les plantes ’ARNr 28S est remplacé par ’ARNr 25S).



Synthese bibliographique - L’ADN ribosomique 5S

1.Le Ribosome

Au centre du processus de synthése protéique se trouvent les ribosomes. Ces
derniers coordonnent l'action de 'ARN messager (ARNm) a traduire, de divers
facteurs protéiques et des ARN de transfert (ARNt) portant les acides aminés a
assembler pour former la chaine polypeptidique. De par sa fonction essentielle, le
ribosome est retrouvé dans la cellule, tout au long de I'évolution, du procaryote
jusqu’aux eucaryotes supérieurs. Il est invariablement composé d’'une grande et
d’'une petite sous-unité assemblées lors de l'initiation de la traduction. Alors que la
petite sous-unité a un role dans le décodage de I'information portée par 'ARNm, la
grande sous-unité est impliguée dans les activités catalytiques. Malgré la forte
conservation de la fonction ribosomale, la composition en ARN et protéines, au sein
méme des sous-unités, varie entre procaryotes et eucaryotes. En effet, chez les
organismes eucaryotes, les sous-unités 40S et 60S forment l'unité ribosomale 80S,
intégrant au total 4 ARN ribosomiques (ARNr) différents et environ 80 protéines.
Chez les procaryotes, le ribosome est plus petit (70S). Il provient de I'association des
sous-unités 30S et 50S et comprend 3 ARNr distincts ainsi qu’'une cinquantaine de
protéines (Figurel).

Dans la cellule eucaryote les ARNr 28S (25S chez la plante), 18S et 5.8S
proviennent de la transcription par 'ARN polymerase I. L'ARNr 5S quant a lui est
produit par 'ARN polymerase Ill. Une fois produits, ARNr et protéines ribosomales
(codées par des genes transcrits par I'ARN polymérase II) sont associés en
particules pré-ribosomales dans le nucléole. Apres un passage par le nucléoplasme,
ces particules sortent du noyau pour étre assemblées en ribosomes matures dans le

cytoplasme.

2.L’ARNTr 5S : fonctions, structure et interactions

La plus petite composante ARN retrouvée dans les grandes sous-unités
ribosomales est 'ARNr 5S. Depuis de nombreuses années, 'ARNr 5S a été utilisé
comme modéle d’étude dans des recherches portant sur I'analyse des structures
ARN. De plus, 'ARNr 5S est largement utilisé comme marqueur phylogénétique.

Malgré 'accumulation de données produites par ces études, le rble intrinséque de
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Figure 2: Structure secondaire de I’ARNr 5S chez I’Homme.
D’aprés Szymanski et al. (2002).
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'ARNr 5S est mal défini. Des expériences de « cross-linking » ont tout de méme
permis de suggérer une fonction de transduction de signal entre les domaines
peptidyltransférase et translocase de la grande sous-unité ribosomale
(Dokudovskaya et al., 1996; Huber et al., 2001). Un r6le lui a également été attribué
dans la stabilisation de la grande sous-unité ribosomale (Holmberg et Nygard, 2000).

D’un point de vue structurel, 'ARNr 5S se présente sous la forme d’'une molécule
de 120 nucléotides qui adopte une structure secondaire comprenant 5 hélices et 5
boucles (dont une sert de charniére — région hinge). Au niveau tridimensionnel,
I'hélice | présente des similarités avec les ARNt (Betzel et al., 1994); I'hélice Il forme
un site de liaison pour les protéines ribosomales et le facteur de transcription TFIIA
(Xiong et Sundaralingam, 2000); I'hélice Il permet une liaison hautement spécifique
a la protéine ribosomale L5 (Huber et al., 2001) (Figure 2).

Du fait de sa taille réduite et de sa capacité a former des complexes avec des
protéines ribosomales hors du ribosome, 'ARNr 5S a servi de modele d’étude pour
les interactions ARN-protéines. De maniére évidente, les protéines ribosomales sont
les cibles privilégiées de 'ARNr 5S, mais il a également été montré qu’il est capable
d’interagir avec des protéines non-ribosomales et notamment TFIIIA. Le cas des
liaisons avec la protéine ribosomale L5 et le facteur de transcription TFIIIA sont
développés ci-dessous.

Hormis sa capacité a reconnaitre spécifiguement le promoteur des genes d’ARNr
5S, TFIIIA possede la particularité de lier le transcrit 5S. Dans I'ovocyte de Xenopus
laevis, une fois 'ARNr 5S transcrit, il est pris en charge par TFIIIA, formant ainsi le
complexe 7S RNP, pour permettre I'export de 'ARNr 5S vers le cytoplasme. La
particule 7S RNP est également considérée comme la forme permettant de stocker
'ARNr 5S dans le cytoplasme. En vue de I'assemblage du ribosome, 'ARNr 5S doit
étre dirigé vers le nucléole, or le retour dans le noyau n’est possible que sous la
forme 5S RNP, c’est-a-dire associé a la protéine L5 (Allison et al., 1991; Guddat et
al., 1990). Un échange entre TFIIIA et L5 est donc opéré dans le cytoplasme. TFIIIA,
ainsi libéré de 'ARNr 5S, peut retourner dans le noyau pour activer la transcription.
La biosynthése de 'ARNr 5S est donc étroitement liée a la quantité de protéine L5
présente dans le cytoplasme. Ce systeme de liaison différentielle (TFIIIA ou L5)
pourrait donc étre un moyen indirect de réguler la transcription de I'’ARNr 5S en
jouant sur la quantité de TFIIIA libre, donc disponible pour la transcription. Il a en

effet été rapporté chez le Xénope que la surexpression de L5 entraine une
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Figure 3: Interactions de I’ARNr 5S avec les protéines TFIIIA et L5 dans I’ovocyte de
Xenopus laevis. Les genes d’ARNr 5S sont transcrits par le complexe de
transcription ARN polymérase Il incluant notamment la protéine TFIIIA. Puis
TFIIIA lie spécifiguement ’ARNr 5S et assure son export vers le cytoplasme.
L’ARNTr 5S est ensuite pris en charge par la protéine L5 pour étre importé dans le
nucléole ou il sera associé a la grande sous-unité ribosomale 60S. D’aprés
Szymanski et al. (2003).



Synthese bibliographique - L’ADN ribosomique 5S

augmentation de transcription des genes d’ARNr 5S (Pittman et al., 1999; Brow,
1987) (Figure3).

3.Les génes d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana

3.1.Structure

Les genes d’ARNr 5S d’Arabidopsis thaliana sont organisés en unités de 500
paires de bases (pb) composées d’'une région transcrite de 120 pb et d’'une région
intergénique. Les séquences promotrices permettant de recruter le complexe ARN
polymérase IIl se trouvent a l'intérieur de la séquence transcrite, mais les séquences
intergéniques portent tout de méme des motifs nécessaires a une transcription

efficace.
3.1.1.Le promoteur interne

Les séquences promotrices internes du gene d’ARNr 5S sont constituées de
régions de controle distinctes séparées par des éléments non essentiels a la
transcription. Trois régions ont été décrites chez Xenopus laevis : une boite A, un
élément intermédiaire et une boite C. Ces trois éléments sont nécessaires et
suffisants au recrutement de I'’ARN polymerase Il et des facteurs de transcription
TFIIA, TFIIB et TFIIC (Pieler et al., 1987). Par analogie de séquence avec les
données obtenues chez Xenopus laevis (Bogenhagen et al.,, 1980; Sakonju et
Brown, 1982; Pieler et al., 1987), les éléments constituant le promoteur interne du
gene d’ARNr 5S d’Arabidopsis thaliana ont pu étre définis : la boite A se situe entre
les positions +51 et +62 par rapport au site d’initiation de transcription, I'élément
intermédiaire est retrouvé entre les positions +71 et +72, la boite C entre les
positions +81 et + 90 (Cloix et al., 2000).

Il est important de noter que cette organisation avec promoteur interne tripartite
n’est pas une constante chez les genes transcrits par I'ARN polymérase lll. En effet,
ce type de promoteur, dit de type I, est retrouvé exclusivement pour les genes
d’ARNr 5S. Parallelement, deux autres types de promoteur utilisés par cette

polymérase sont observes. Les promoteurs de type I, les plus couramment utilisés
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Figure 4. Organisation des trois types de promoteur utilisés par I’ARN

polymérase lll. Le site d’initiation de la transcription est indiqué par
+1 et le site de terminaison par Tr. Les séquences promotrices des
promoteurs de type | incluent les boites A et C ainsi qu’un élément
intermédiaire noté El. Dans les promoteurs de type I, la boite C est
substituée par une boite B. Enfin, les promoteurs de type Il sont
composés des éléments de séquence distal (ESD), proximal (ESP)
et d’une boite TATA. D’aprés Paule et White (2000).
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dans les systemes ARN polymérase lll, sont constitués de deux boites internes a la
séquence transcrite. Ces derniers sont notamment utilisés pour la transcription des
genes d’ARNt. Les promoteurs de type Il quant a eux sont beaucoup moins
frequents puisque retrouvés occasionnellement chez les vertébrés (le mieux décrit
d’entre eux étant le promoteur du géne U6 humain). Ici aussi, les séquences
promotrices sont tripartites, mais a la différence des promoteurs de type I, sont

situées en amont de la séquence transcrite (Figure 4).

3.1.2.Région intergénique en amont du site d’initiation de

transcription

De nombreuses expériences in vitro, réalisées notamment chez Bombyx mori
(Morton et Sprague, 1984), Caenorhabditis elegans (Nelson et al., 1998), Drosophila
melanogaster (Sharp et Garcia, 1988) ont permis de montrer que la région en amont
de la région transcrite est requise pour une transcription efficace des genes d’ARNr
5S. Chez Xenopus laevis, méme si ces séquences ne semblent pas étre un élément
nécessaire a la transcription in vitro, elles sont indispensables pour permettre une
initiation précise par 'ARN polymérase Ill. Une étude in vivo, toujours chez le
Xénope, a mis en évidence une implication de cette région dans I'établissement de
structures chromatiques distinctes permettant I'expression différentielle des génes
d’ARNr 5S somatiques et ovocytaires (Wolffe, 1994).

A la vue de ces résultats, il apparait que la transcription ARN polymérase |l
nécessite la présence d’'une région de 26pb contenant un motif TATAT ressemblant
a une boite TATA (motif « TATA-like »). Chez les mammiferes, le motif « TATA-like »
est remplacé par une région de 12 pb riche en G+C, hommeée boite D, également
nécessaire a une transcription efficace par 'ARN polymérase Il (Hallenberg et al.,
1994; Nielsen et al., 1993).

Chez Arabidopsis thaliana, les éléments régulateurs en 5’ de la région transcrite
ont été définis par homologie de séquence. Venkateswarlu et al. (1991) ont pu mettre
en évidence un motif « TATA-like » entre les positions -28 et -23, un dinucléotide GC
en -12 et un résidu C en -1 (Figure 5). Plus tard, des expériences de transcription in
vitro menées par Cloix et al. (2003) ont permis de démontrer la nécessité de ces

séquences et de confirmer leur positionnement. Plus particulierement, ces travaux
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Figure 5. Structure des génes d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana. (A) Les génes
d’ARNr 5S sont répétés en tandem. Les séquences transcrites de 120 pb sont
séparées par des sequences intergéniques de 380 pb. (B) Représentation de la
séquence transcrite et des régions amont et aval d’'un gene d’ARNr 5S. La séquence
promotrice interne est composée d’une boite A, d’'un élément intermédiaire (EI) et
d’une boite C.
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ont mis en évidence le réle essentiel du motif « TATA-like » dans la transcription et la
ré-initiation de la transcription des genes d’ARNr 5S.

3.1.3.Région intergénique en aval de la région transcrite

D’un point de vue quantitatif, cette région n'a pas réellement d’'impact sur la
production d’ARNr 5S. Chez Arabidopsis thaliana, immédiatement en aval de la
séquence transcrite, un motif est utilisé comme signal de terminaison de transcription
par 'ARN polymerase Ill. Cette séquence se compose d’'une répétition de résidus T
(ou stretch de T) de longueur et de composition variables (le stretch de T pouvant
étre en effet interrompu par la présence de résidus A, G ou C). De par cette
singularité, il est possible d’identifier clairement I'appartenance de n’importe quel
gene d’ARNr 5S a un locus puisque la composition du stretch de T est spécifique de
chaque locus (cf. chapitrel : 3.5.1) (Cloix et al., 2000; Cloix et al., 2002).

3.2.Le complexe de transcription des genes d’ARNr 5S

L’ARN polymérase Ill, comme I’ARN polymérase |, n’est dédiée qu’a un nombre
limité de génes. Alors que I’ARN polymerase | produit les ARNr (28S ou 25S chez la
plante, 18S et 5.8S), 'ARN polymeérase Ill synthétise les ARNr 5S, les ARNt, 'ARN
7SL, le petit ARN nucléaire U6 (ARNsn U6), difféerents petits ARN notamment
impliqués dans des processus de maturation, et des éléments transposables (Paule
et White, 2000). L’activité de ces deux polymérases, malgré la faible variété des
cibles, représente prés de 80% des transcrits produits dans les cellules en
croissance.

La transcription des genes d’ARNr 5S par 'ARN polymérase Ill nécessite
l'intervention de trois facteurs de transcription : TFIIIA, TFIIIB et TFIIC. La majorité
des informations disponibles sur le complexe de transcription des géenes d’ARNr 5S
ont été obtenues chez Xenopus laevis et Saccharomyces cerevisiae. Dans ces deux
organismes, les trois facteurs de transcription présentés ci-dessus interagissent de
maniére sequentielle. TFIIIA se lie spécifiquement au promoteur interne du gene puis
TFIIC et finalement TFIIIB sont recrutés, permettant ainsi le recrutement de 'ARN
polymérase Il (Bieker et al., 1985; Kassavetis et al., 1990; Setzer et Brown, 1985)
(Figure 6).
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3.2.1.Le facteur de transcription TFIIA

Originellement cloné et purifié chez Xenopus laevis (Engelke et al., 1980;
Ginsberg et al.,, 1984), TFIIIA est le facteur de transcription spécifique des genes
d’ARNr 5S. TFIIIA appartient a la super-famille des protéines a doigts de zinc. En
effet, le facteur TFIIIA de Xenopus laevis présente 9 doigts de zinc de type Cys2-
His2 (Miller et al., 1985) et un domaine nécessaire a l'activation transcriptionnelle
situé en position C-terminale (Mao et Darby, 1993).

Les doigts de zinc 1 a 3, en position N-terminale, permettent de lier la boite C du
promoteur des genes d’ARNr 5S (Clemens et al., 1992; Nolte et al., 1998). Les
doigts de zinc centraux, c’est-a-dire de 4 a 6, en adoptant une structure particuliére
couvrent la région située entre les boites A et C, mais seul le doigt 5 est en contact
direct avec 'ADN de I'élément intermédiaire (Nolte et al., 1998). Enfin les doigts 7, 8
et 9 lient la boite A (Clemens et al., 1992).

Depuis sa caractérisation chez le Xénope, TFIIIA a été identifie dans plusieurs
organismes incluant d’autres espéces d’amphibiens (Gaskins et Hanas, 1990;
Gaskins et al., 1992), 'Homme (Drew et al., 1995), la souris et le rat (Hanas et al.,
2002), Saccharomyces cerevisiae et pombe (Archambault et al., 1992; Schulman et
Setzer, 2003). Chez les plantes, ce facteur de transcription a été isolé
biochimiguement chez le mais (Wyszko et al., 1997) et la tulipe (Wyszko et
Barciszewska, 1997), cependant seul le TFIIA d'Arabidopsis thaliana a été
caractérisé (Mathieu et al., 2003b).

Comme vu précédemment, il a été montré que la protéine TFIIIA est capable de
lier les génes et les transcrits dARNr 5S (Polakowski et Paule, 2002; Wyszko et
Barciszewska, 1997; Mathieu et al., 2003b). Cette capacité de liaison aux ARNr 5S
permettrait notamment de coupler leur transcription a I'accumulation de protéines
ribosomales via un réseau d’interactions acides nucléiques-protéines (Pittman et al.,
1999).

3.2.2.Le facteur de transcription TFIIC

Du fait de sa faible affinité pour I'ADNr 5S, TFIIIC a besoin de la fixation
préalable de TFIIIA sur le promoteur pour pouvoir étre recruté (Conesa et al., 1993;

Parsons et Weil, 1992). TFIIIC est parmi I'un des facteurs de transcription les plus
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Figure 6: Assemblage du complexe de transcription sur un gene d’ARNr 5S.
La fixation de TFIIIA sur le promoteur interne permet la fixation de TFIIIC.
La présence de TFIIIA et TFIIIC permet de recruter TFIIIB. Enfin, TFIIIB

permet le recrutement de I'ARN polymérase Ill et donc l'initiation de la
transcription.
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complexes connus. Chez 'Homme, TFIIIC est composé de neuf sous-unités dont
trois d’entre elles possedent une activité histone acétyltransférase (Wang et Roeder,
1996; Yoshinaga et al., 1987; Kundu et al., 1999; Hsieh et al., 1999). TFIIIC est un
co-activateur puisqu’il fait le lien entre la protéine TFIIIA, liée au promoteur, et le
complexe protéique TFIIIB reconnu par I'’ARN polymerase lll.

3.2.3.Le facteur de transcription TFIIIB

TFIIIB, n'ayant pas la capacité de reconnaitre directement le promoteur de
’ADNr 5S, est recruté via des interactions protéines-protéines avec TFIIIA et TFIIC
(Paule et White, 2000). Caractérisé en détail chez Saccharomyces cerevisiae, TFIIIB
est un complexe polypeptidique formé de I'association de la protéine TBP (« TATA-
binding protein ») (Kassavetis et al.,, 1992) avec deux protéines TAF (« TBP-
associated factors ») : TAF90 et TAF70 (ou BRF pour « TFIIB-related factor »). TBP
a pour fonctions de se fixer a la boite « TATA-like » (Joazeiro et al., 1994) et de
stabiliser la fixation de BRF sur TFIIIC permettant ainsi le recrutement de TAF90
(Kassavetis et al., 1992). TAF90 participe a I'ouverture du promoteur en initiant la
séparation des brins d’ADN en amont de la bulle de transcription, et BRF permet sa
propagation (Kassavetis et al., 2001). Une fois lié a TFIIIC et au gene d’ARNr 5S,
TFIIIB permet le recrutement de 'ARN polymérase Il afin d’initier la transcription
(Kassavetis et al., 1990).

3.3.0rganisation des génes d’ARNr 5S

Les génes d’ARNr 5S sont généralement trouvés sous forme de blocs de
séquences répétées en tandem en orientation directe. Le nombre de génes est
variable, il peut aller de huit copies chez Escherichia coli (Condon et al., 1995) a plus
de 60000 chez Linum usitatissimum (Schneeberger et al., 1989), en passant par
guelques centaines chez 'Homme (Sorensen et Frederiksen, 1991). La localisation
et la distribution des genes d’ARNr 5S sont également variables selon les
organismes puisqu’ils peuvent étre regroupés en un seul locus ou dispersés en
plusieurs loci dans le génome. Chez les procaryotes (Condon et al., 1995) et certains

champignons, tels que Saccharomyces cerevisiae (Philippsen et al., 1978) ou Mucor
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Figure 7: Localisation des blocs d’ADNr 5S, d’ADNr 45S et des répétitions
centromeériques chez Arabidopsis thaliana, écotype Columbia. Les
genes d’ARNr 5S sont organisés en blocs trouvés sur les chromosomes 3,
4 et 5. Le chromosome 3 porte trois loci sur le bras gauche. Le
chromosome 5 porte deux loci: un sur le bras gauche et un sur le bras
droit. Les géenes d’ARNr 45S sont situés aux extrémités des bras courts
des chromosomes 2 et 4.
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racemosus (Cihlar et Sypherd, 1980), les genes d’ARNr 5S sont retrouvés associés
aux autres genes d’ARNr. A l'inverse, chez la plupart des eucaryotes supérieurs, les

genes d’ARNr 5S ne sont pas physiquement liés aux autres genes d’ARNr.

3.4.0rganisation et localisation des genes d’ARNr 5S chez

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana possede environ 1000 génes d’ARNr 5S par génome
haploide, organisés en bloc de répétitions en tandem, représentant 0,7% du génome
(Campell et al., 1992). Pour les différents écotypes, la répartition des blocs d’ADNr
5S ainsi que leur polymorphisme chromosomique a pu étre étudié grace a la
technique d’hybridation in situ de sondes fluorescentes (FISH). Dans tous les
ecotypes testés, les genes d’ARNr 5S sont retrouvés sur le bras court du
chromosome 4 et sur deux loci du chromosome 5: un grand locus sur le bras
gauche, et un petit locus sur le bras droit (Fransz et al., 1998; Murata et al., 1997).
Un autre bloc d’ADNr 5S est présent sur le chromosome 3 notamment dans les
ecotypes Columbia, Landsberg erecta ou Cape Verde Islands, mais absent de C24
et Wassileskija (Fransz et al., 1998). En ce qui concerne la localisation
chromosomique, les blocs d’ADNr 5S des chromosomes 4 et 5 se situent en position
péricentromérique, et ce quel que soit le contexte génomique. Le cas du bloc du
chromosome 3 (quand il est présent) est different puisque sa localisation est
polymorphique entre certains écotypes. Par exemple, dans I'écotype Columbia ce
locus 5S est situé dans la région péricentromeérique du bras gauche, alors qu’en
contexte Landsberg erecta il sera retrouvé au milieu du bras droit (Fransz et al.,
1998; Tutois et al., 2002) (Figure 7).

3.5.Les genes d’ARNr 5S sont hétérogéenes

Chez Xenopus laevis, il a été démontré que deux familles de genes d’ARNr 5S,
réparties sur des loci distincts coexistent: les familles somatique et ovocytaire
comprenant respectivement 20000 et 400 copies de genes d’ARNr 5S (Peterson et
al., 1980). Une hétérogénéité des transcrits a également été rapportée chez de

nombreux organismes comme, par exemple, les bactéries (Jarry et Rosset, 1971),
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Figure 8: Le “T-stretch” des genes d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana, écotype
Columbia. Les séquences signatures “T-stretch” sont constituées d’une
répétition de résidus T dont la longueur et les motifs (encadrés en jaune) qui
I'interrompent sont spécifiques a chaque locus.
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les champignons (Wildeman et Nazar, 1982), les oiseaux ou les mammiféres (Ro-
Choi et al., 1971).

3.5.1.Hétérogénéite inter-loci chez Arabidopsis thaliana

La cartographie de chromosomes artificiels de levure (YAC, « Yeast Artificial
Chromosome ») et de chromosomes artificiels de bactéries (BAC, « Bacteria Artificial
Chromosome ») contenant les différents loci génomiques d’ADNr 5S a été réalisée
(AGI, 2000; Cloix et al., 2000; Tutois et al., 1999). Afin d’étudier la nature des génes
d’ARNr 5S des différents loci génomiques, ces YAC ont été utilisés comme matrice
ADN pour des amplifications PCR utilisant des amorces établies selon la séquence
du gene d’ARNTr 5S initialement rapportée par Campbell et al. (1992). La séquence
des produits PCR obtenus a permis d’établir de nouvelles séquences consensus de
genes d’ARNr 5S spécifiques de chacun des différents loci génomiques d’ADNr 5S
(Cloix et al., 2000). Il apparait a la suite de cette étude que les séquences
intergéniques divergent plus vite d’'un bloc a I'autre que les séquences transcrites. La
différence la plus intéressante est I'existence du polymorphisme de stretch de T (« T-
stretch ») spécifique des loci 5S. La longueur du stretch de T ainsi que son
interruption par des résidus A, G ou C permet ainsi de connaitre I'origine d’un géne
(Figure 8).

De plus, a l'aide des réactions PCR décrites ci-dessus, Cloix et al. (2000) ont
révelé I'existence de deux types de génes d’ARNr 5S dans I'écotype Columbia. Les
genes retrouvés majoritairement ont une longueur d’environ 500 pb et des variants
plus courts sont représentés par des unités de 251 pb. Ces derniers, présentant une
délétion couvrant une partie de la séquence transcrite des genes d’ARNr 5S, ont
uniquement été détectés dans le petit locus du chromosome 5 (Cloix et al., 2000).

Enfin, d’'un point de vue transcriptionnel, il apparait que tous les loci ne
participent pas de la méme facon a l'accumulation d’ARNr 5S. En effet, des
expériences de transcription in vitro en cellules de tabac et d’analyses de transcrits
présents in vivo ont montré que les unités du chromosomes 3 et du petit bloc du
chromosome 5, de I'écotype Columbia, n'ont pas la possibilité d’étre exprimées. Ceci
étant sans doute di a la présence d’un trop grand nombre de mutations dans ces
unités (Cloix et al., 2002).
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Figure 9: Localisation des YAC 6A1l et 4E4 sur le bloc d’ADNr 5S du bras gauche du
chromosome 5. Les chromosomes atrtificiels de levure 6A1 et 4E4 (YAC 6A1,
YAC 4E4) ont éte cartographiés sur le bloc d’ADNr 5S. Le YAC 6AL1 correspond a
la fraction la plus euchromatique du bloc d’ADNr 5S et le YAC 4E4 a la partie la
plus hétérochromatique. Le nombre de mutations présentes au sein des genes
d’ARNr 5S augmente lorsque l'on se dirige vers la partie la plus
hétérochromatique du bloc.
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3.5.2.Hétérogénéite intra-locus chez Arabidopsis thaliana

Lors de I'étude de I'expression des genes d’ARNr 5S, des expériences de RT-
PCR spécifiques suivies de séquencage systématique ont été entreprises. Cette
étude a tout d’abord révelé I'existence d’'une hétérogénéité de la population d’ARNr
5S chez Arabidopsis se traduisant par la présence d’un ARNr 5S dit « majoritaire »,
et d’ARNr 5S hétérogenes, dit minoritaires, différant du transcrit majoritaire par une
ou deux substitutions nucléotidiques. Les transcrits minoritaires sont globalement
absents de la plante adulte sauvage et ne sont trouvés que dans certains tissus,
stades de développement ou contextes mutants (Mathieu et al., 2003a; Vaillant et al.,
2007). Au méme titre que les majoritaires, les transcrits minoritaires sont retrouves
dans les polysomes suggérant ainsi leur fonctionnalité (Cloix et al., 2002).

De méme, I'analyse des amplifications PCR réalisées sur les YAC portant les loci
génomiques d’ADNr 5S a permis de mettre en évidence une plus forte proportion
d’unités minoritaires/hétérogénes sur les YAC portant les régions d’ADNr 5S les plus
hétérochromatiques. Par exemple, les YAC 6A1 et 4E4 portent la séquence du bloc
5S situé sur le bras gauche du chromosome 5 (Figure 9). Alors que le YAC 6A1
couvre la partie la plus euchromatique de ce bloc, le YAC 4E4 comprend la partie la
plus hétérochromatique. Les séquences issues des amplifications PCR révelent que
les unités portées par le YAC 6A1 sont principalement des unités majoritaires ou
possédant une a deux mutations. Sur le YAC 4E4, la proportion d'unités majoritaires
diminue au profit des minoritaires. De plus les unités minoritaires trouvées sur ce
YAC 4E4 peuvent présenter de une a sept mutations. Il existe donc une répartition
non aléatoire des unités minoritaires le long d’'un bloc. Globalement, il existe un
gradient de mutations trouvées dans les genes d’ARNr 5S. En effet, une
augmentation du nombre de mutations est observée le long des blocs 5S lors de la
progression du cété euchromatique vers I'extrémité hétérochromatique.

Enfin, il existe probablement un gradient de méthylation des cytosines en position
asymétrique dans les blocs d’ADNr 5S. Une des modifications épigénétiques les
mieux caractérisées est la méthylation de 'ADN. Chez les plantes, cette méthylation
peut intervenir sur les cytosines en contextes symétriqgues CG, CNG (N pouvant étre
A, T ou C) et asymétriques CNN alors que chez les mammiféres elle n’est trouvée
d’'une fagon générale qu'aux positions CG. En comparant les séquences obtenues

par PCR a partir des YAC et en établissant la proportion de cytosines asymeétriques
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par rapport aux cytosines en contexte symetrique, il est apparu que le grand bloc
d’ADNr 5S (couvert par les YAC 6Al et 4E4) présentait plus de cytosines
asymetriques du c6té centromérique que du coté euchromatique (Vaillant et al.,
2008). Ceci est en accord avec I'observation faite auparavant qui révélait que les
unités non-transcrites, a priori les plus hétérochromatiques, possédaient un rapport
plus élevé en A+T / G+C que les séquences transcrites (Mathieu et al., 2002). Les
phénomenes observés concernant les rapports C asymétriques / C symétriques et
A+T | G+C peuvent étre expliqués par la relative instabilité des 5-méthylcytosines.
En effet, la méthylation des cytosines entraine, au fil des générations, I'apparition de
mutations de transition transformant les résidus C meéthylés en résidus T. Par
exemple, un site 5-CG-3’' méthylé pourra étre transformé en 5-TG-3’, et le brin
complémentaire deviendra donc 3-AC-5’. Les conséquences d’'un tel phénomene
sont la diminution de la proportion de sites CG et CNG par rapport aux sites CNN et
'augmentation de la fréquence des résidus A+T (et donc du rapport A+T / G+C).

3.6.Méthylation des genes d’ARNr 5S et transcription

Chez les plantes, I'utilisation d’enzymes de restriction sensibles a la méthylation
a permis de mettre en évidence que I’ADNr 5S est méthylé chez le mais (Mascia et
al., 1981), le lupin (Rafalski et al., 1982), le pois (Ellis et al., 1988), le lin
(Goldsbrough et al., 1982), le soja (Gottlob-McHugh et al., 1990), le tabac (Fulnecek
et al., 1998) et Arabidopsis thaliana (Finnegan et al., 1996; Vongs et al., 1993). Chez
Xenopus laevis, le méme type d’analyses a montré que les génes 5S somatiques et
ovocytaires sont fortement méthylés (Sims et al., 1983).

L'impact de la méthylation ADN sur la transcription par 'ARN polymérase Il a été
analysé pour deux types de genes transcrits par cette polymérase: un gene
d’ARNt**? de poulet et deux génes d’ARNr 5S de Xénope, I'un ovocytaire I'autre
somatique (Besser et al., 1990). L’ADN de ces genes a été méthylé artificiellement a
laide d'une méthyltransférase extraite a partir de foie de rat, méthylant
spécifiguement les cytosines en contexte CG, puis injecté dans des ovocytes de
Xénope. Les auteurs ont observé que si la méthylation entraine une diminution du

lys2

taux de transcription du gene d’ARNt”™“ d’environ 80% par rapport a un controle non

meéthylé, elle n'affecte pas le taux de transcription des genes d’ARNr 5S ovocytaires
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et somatiques. La meéthylation semble donc avoir des impacts différents sur les
genes transcrits par I’ARN polymérase Ill.

L’étude de la méthylation des génes d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana par
séquencage apres une modification de I'ADN au bisulfite de sodium a pu montrer
gue I’ADNr 5S est fortement méthylé sur les cytosines (79% en moyenne contre 6%
pour I'ensemble du génome) et ce quelque soit le contexte (CG, CNG ou CNN)
(Mathieu et al., 2002). L'impact direct de la méthylation ADN sur la transcription des
genes d’ARNr 5S a été testé in vitro. La méthylation des sites CG (obtenue par
I'action d’'une méthylase CG-spécifique) n’entraine pas d’inhibition de sa transcription
en extraits nucléaires de cellules de tabac. Inversement, la déméthylation de I’ADNr
5S, obtenue en cultivant les plantes sur un milieu contenant de la 5-aza-cytidine (un
inhibiteur de la méthylation des cytosines) n’induit pas d’augmentation du taux global
d’ARNr 5S (Mathieu et al., 2002). Il apparait donc que la méthylation de I'ADNr 5S ne

détermine pas, a elle seule, I'expression ou la répression des genes d’ARNr 5S.

3.7.Répression des génes d’ARNr 5S chez Arabidopsis thaliana

Chez Arabidopsis thaliana, les genes d’ARNr 5S sont présents a hauteur
d’environ 1000 copies répétées en tandem par génome haploide. Pourtant, malgré
ce nombre important de copies, seule une fraction est effectivement transcrite. Les
blocs d’ADNr 5S situés sur le chromosome 3 et le bras droit du chromosome 5
contiennent des unités comportant un grand nombre de mutations et qui ne sont
transcrites ni in vivo ni in vitro. L’étude des transcrits 5S a montré qu’ils provenaient
exclusivement des unités du chromosome 4 et du grand bloc du chromosome 5.

Les analyses de RT-PCR ont réveélé que parmi les différents genes d’ARNr 5S
théoriquement transcriptionnellement actifs, seule une fraction d'entre eux était
effectivement exprimée dans la plante adulte sauvage. En effet, la fraction des géenes
d’ARNr 5S minoritaires (présentant des mutations dans leur séquence transcrite) ne
semble pas en mesure de s’exprimer. Des expériences menées in vitro ont pu
démontrer la stabilité des transcrits minoritaires, de plus, leur présence in vivo dans
des contextes particuliers (notamment a certains stades de développement ou dans
certains tissus) montre que les génes d’ARNr 5S minoritaires possedent la capacité
d’étre transcrits. L’absence de transcrits minoritaires des ARNr 5S totaux chez la

plante adulte sauvage est donc due a une inactivation de I'expression des génes
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minoritaires. Ainsi, les travaux de I'équipe se sont tournés vers une possible
régulation épigénétique des genes d’ARNr 5S. Le positionnement péricentromeérique
des blocs d’ADNr 5S ainsi que leur organisation spécifique en tandem étaient a
'appui d’une telle hypothese.

La régulation épigénétique des génes d’ARNr 5S a pu étre prouvée en 2003 par
Mathieu et al. (2003). Dans cette étude, la transcription des genes 5S minoritaires a
eté analysée par RT-PCR en contextes génomiques hypométhylés, dans des plantes
traitées a la 5-aza-cytidine et dans le mutant ddm1 (decrease in DNA demethylation
1 — il est important de noter qu’au dela de son impact sur la méthylation, DDM1 est
avant tout une protéine de remodelage de la chromatine). Cette étude a montré, in
vivo, une corrélation inverse entre le niveau de méthylation de 'ADNr 5S et la
proportion d’ARNr 5S minoritaires. Ces résultats sont contradictoires, dans une
certaine mesure, avec ceux obtenus in vitro qui indiquaient que la transcription n’était
pas affectée par la seule méthylation. Cependant in vitro, les unités d’ADNr 5S ne
subissent pas les effets de la chromatine, ce qui est en revanche le cas in vivo. La
répression des genes d’ARNr 5S minoritaires pourrait donc étre en relation avec leur
état chromatinien, ce qui a été confirmé par une analyse cytologique. En effet, les
expeériences de FISH (« Fluorescent in situ Hybridization ») ont montré que 'ADNr
5S forme des structures en boucles qui émanent de I'hétérochromatine dans les
noyaux provenant de feuilles de plantes adultes. En immunocytologie, ces boucles
présentent un taux de méthylation de I'ADN et de la lysine 9 des histones H3
(méthylation H3K9) plus faibles que celui de I'ADNr 5S colocalisant avec
I’hétérochromatine. Dans le mutant ddm1, les boucles ont une taille plus importante
et des genes minoritaires additionnels sont transcrits. La présence de boucles plus
grandes est due a la décondensation de la chromatine engendrée par la mutation
ddml. En effet, Soppe et al. (2002) ont rapporté que des séquences
péricentromériques ne sont plus localisées dans les chromocentres dans le mutant
ddml, exception faite des éléments transposables, contenus dans les dites
séquences péricentromériques, qui demeurent associés a I'hétérochromatine. A
lintérieur de la fraction hétérochromatique (séquences centromériques et
péricentromériques) coexistent des séquences posseédant des degrés de répétitivités
différents. Selon Fransz et al. (2002), ces alternances de séquences plus ou moins
répétées permettraient de structurer la chromatine. Les éléments transposables

péricentromériques fortement meéthylés seraient les points d’ancrage dans
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Figure 10: Modéle des boucles d’ADNr 5S. Dans les noyaux de la plante sauvage, les
répétitions d’ADNr 5S forment des boucles émanant des chromocentres vers
'euchromatine. Les génes d’ARNr 5S minoritaires, séquestrés dans
I’hétérochromatine, ne peuvent étre exprimés contrairement aux genes
majoritaires qui adoptent des caractéristiques euchromatiques. En contexte
hypomeéthylé, comme dans un mutant ddm1l, les chromocentres sont de plus
petite taille et contiennent moins d’ADNr 5S. Dans ces conditions, les boucles
d’ADNr 58S, plus grandes qu’en contexte sauvage, permettent la sortie de genes
minoritaires et donc leur expression. D’apres O. Mathieu (Thése, 2003).



Synthese bibliographique - L’ADN ribosomique 5S

’hétérochromatine des séquences péricentromeriques moins méthylées ou des
régions riches en genes, définissant ainsi les boucles euchromatiques.

Par analogie, un modele (Figure 10) a été déduit pour I'organisation de I’ADNr
5S, dans lequel les génes 5S majoritaires formeraient des boucles qui sortiraient de
I’hétérochromatine mature et adopteraient une structure euchromatique afin d’étre
exprimés. Les genes 5S minoritaires seraient, quant a eux, en grande partie
séquestrés dans I'’hétérochromatine et donc réprimeés. En contexte ddml, les boucles
plus grandes contiendraient des génes minoritaires qui auraient la capacité d’étre

exprimes.
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Difféerentes modifications biochimiques peuvent modifier I'état de la chromatine.
Ces marques, qualifiees d’épigénétiques, n'alterent pas lintégrité de la séquence
nucléotidique et conferent a I'expression génique les potentialités de réversibilité ou
d’héritabilité au cours des générations cellulaires. La transmission d'un état
epigénétique passe principalement par la méthylation de I'’ADN et les modifications

post-traductionnelles des histones.

1.La méthylation de ’'ADN

La méthylation ADN et les ADN méthyltransférases (les protéines en charge de
cette méthylation) sont présentes chez la plupart des eucaryotes. Les 5-
méthylcytosines sont les bases modifiées les plus frequemment retrouvées. La
meéthylation des cytosines est impliquée dans une grande variété de phénomeénes
incluant la régulation de I'expression ou la répression des génes, le phénomene
d’empreinte parentale (ou « imprinting »), la formation de structures chromatiniennes,
le verrouillage transcriptionnel de transgenes et d’éléments transposables. Le taux
de méthylation des génomes est variable durant I'évolution. En effet, alors que les
génomes des vertébrés sont méthylés a hauteur de 3 a 8%, ceux des plantes se
situent dans une moyenne de 20 - 30%. Cependant la méthylation de 'ADN des
plantes est tres variable selon les especes puisque, par exemple, Arabidopsis
thaliana a un taux estimé a 6% contre 35% chez le tournesol (Wagner et Capesius,
1981). Enfin, la méthylation ADN est inexistante chez des organismes tels que
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccaromyces pombe et Caenorhabditis elegans.

1.1.Les ADN méthyltransférases

Chez les mammiféres, la méthylation de I'ADN est surtout restreinte aux
séquences symetriques CG, bien que d’autres contextes soient méthylés dans des
cellules souches embryonnaires de souris (Bird, 2002; Ramsahoye et al., 2000).
Chez les plantes, cette méthylation intervient dans des contextes symétriques CG et

CNG ou asymétriqgues CNN (ou N peut étre A, T, ou C).
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1.1.1.MET1 (METHYLTRANSFERASE1)

La premiere ADN méthyltansférase clonée chez les eucaryotes fut DNMT1
(DNA-METHYLTRANSFERASE1). Cibléee sur les fourches de réplication, elle
possede une forte affinité pour les sites hémiméthylés et intervient dans la
meéthylation de maintenance, mais elle posséde également une faible activité de
novo (Bestor, 1988; Yoder et al., 1997; Leonhardt et al., 1992).

METL1, le premier géne de plante codant pour une ADN méthyltransférase fut
isolé chez Arabidopsis thaliana par une approche PCR en utilisant des amorces
dessinées a partir des domaines conservés de DNMT1 et de méthyltransférases
procaryotes (Finnegan et al., 1993). L'étude de I'impact de MET1 sur la méthylation
ADN d’Arabidopsis thaliana, utilisant des mutants ainsi qu’'une stratégie antisens, a
permis de mettre en évidence une large implication de la méthyltransférase sur des
séquences uniques et répétées. MET1 possede une préférence pour les sites CG, et
dans une moindre mesure CNG (Finnegan et al., 1993; Ronemus et al., 1996;
Kankel et al., 2003). La difficulté a restaurer le patron de meéthylation apres
ségrégation de la construction antisens ainsi que les similarités de séquences entre
MET1 et DNMT1 suggerent que MET1 posséde une activité de maintenance de la
méthylation aux positions CG et CNG.

De plus, Aufsatz et al. (2004) suggerent que MET1 soit nécessaire a
I'établissement complet du patron de méthylation aux positions CG. Ceci impliquerait

une activité de novo en plus de l'activité de maintenance.

1.1.2.CMT3 (CHROMOMETHYLASE3)

La classe des méthyltransférases a chromodomaines n’est retrouvée que chez
les plantes. Le chromodomaine étant théoriquement dédié au ciblage des régions
hétérochromatiques (Platero et al., 1995), il est probable que ces méthyltransférases
aient un rble prépondérant dans la méthylation de ces séquences. Le génome
d’Arabidopsis thaliana code pour trois protéines de ce type, CMT1, CMT2 et CMTS3.
Dans I'écotype Columbia, la présence d’'une mutation dans la séquence transcrite du
gene CMT1 entraine la terminaison prématurée de la traduction de TARNm. A ce
jour, la protéine CMT1 est donc considérée non fonctionnelle (Henikoff et Comai,
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1998). Les genes CMT2 et CMT3 sont transcrits mais seule la fonctionnalité de
CMT3 a été déemontrée (Lindroth et al., 2001) (Bartee et al., 2001).

La caractérisation de la fonctionnalité de CMT3 a été réalisée a l'aide de deux
cribles distincts. Dans le premier crible, Lindroth et al. ont recherché des mutations
suppressives de l'inactivation du gene SUPERMAN, impliqué dans le développement
floral. Dans certains contextes génomiques, le gene SUP subit une hyperméthylation
de sa séquence conduisant a son inactivation. L’allele SUP hyperméthylé, aux
positions symeétriques (CG et CNG) et asymétriques, est alors dénommeé clark kent
(clk). La realisation d’'une mutagenése a permis d’identifier la mutation cmt3 comme
etant suppressive de lalléle clk stable (clk-st). L'allele clk-st a été créé par
lintroduction d’un locus SUP additionnel dans des plantes clk, le but étant de
contourner le phénomeéne de réversion observé pour l'allele clk. Il est apparu que la
mutation cmt3 entraine une démeéthylation massive des positions CNG du gene SUP
mais également de transposons (Athila et Ta3) ou des répétitions centromeériques
180 pb. cmt3 entraine également une démeéthylation variable des positions CNN
mais n’a aucun effet sur les positions CG (Lindroth et al., 2001).

Dans le second crible, des suppresseurs de «silencing» du géne PAI2
(PHOSPHORYBOSYLANTHRANILATE?2) ont été recherchés (Bartee et al., 2001).
PAI2 code pour une protéine intervenant dans la voie de biosynthése du
tryptophane. Dans certains écotypes d’Arabidopsis thaliana possédant quatre genes
PAI, le géne PAI2 est inactivé du fait d’'une forte méthylation des sites CG, CNG et
asymetriques. La mutation du gene CMT3, entrainant une déméthylation CNG et

CHH, permet la réactivation de PAI2.

1.1.3.DRM (« Domains Rearranged Methyltransferases »)

Les génes DRM1 et DRM2 d’Arabidopsis thaliana ont été décrits comme ayant
un fort taux de conservation de séquence avec DNMT3, une méthyltransférase de
novo de mammiféres (Cao et al., 2000). Afin de tester 'activité méthyltransférase de
novo des produits des génes DRM, des plants d’Arabidopsis ont été transformés
avec un transgene contenant le gene FWA. L’expression ectopique de FWA est
connue pour induire des retards dans le phénomene de floraison de la plante. La
meéthylation de deux séquences répéetées de type SINE (« Short Interspersed

Nuclear Element ») contenues dans le promoteur de FWA entraine son inactivation.
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Quand des plantes sauvages sont transformées avec un transgene apportant une
copie supplémentaire du gene FWA, les répétitions contenues dans le promoteur du
transgene deviennent méthylées de novo et I'expression du transgene est inactivée
(Soppe et al., 2000). Cependant, si ce méme transgene FWA est introduit dans une
plante en contexte drm1 drm2, la méthylation de novo n’a pas lieu et la méthylation
préexistante du promoteur endogéne n’est pas affectée (Cao et Jacobsen, 2002b).
La mutation drml seule n’est pas en mesure de bloquer la méthylation de novo
du transgéne. DRM2 est donc majoritairement responsable de [lactivité de
meéthylation de novo chez Arabidopsis thaliana, cependant un réle mineur de DRM1
n'est pas exclu. De plus, DRM2 intervient dans la maintenance de la méthylation des
positions CNG et CNN, mais la séquence satellite centromérique 180 pb ne semble
pas concernée par cette activité (Cao et Jacobsen, 2002b; Cao et Jacobsen, 2002a).
Cependant des petits ARN de 24 nt dépendants de RDR2 et DCL3
correspondant aux répétitions 180 pb ont pu étre mis en évidence (May et al., 2005).
Ce groupe de petits ARN étant connus pour diriger la méthylation par DRM, la
régulation d'une fraction des répétitions centromériques par DRM ne peut étre

exclue.

1.1.4.DDM1 (« Decrease in DNA Methylation 1 »)

Les plantes ddm1 présentent une méthylation réduite de 70% par rapport a la
plante sauvage. Cette hypométhylation touche aussi bien les positions CG que les
CNG, en revanche elle ne semble pas affecter la méthylation de novo. DDM1 code
une protéine de remodelage de la chromatine de la famille SWI/SNF2. Des études in
vitro ont permis de lui attribuer des activités ATPase et de repositionnement des
nucléosomes (Vongs et al., 1993; Jeddeloh et al., 1999; Brzeski et Jerzmanowski,
2003). Ainsi, l'effet de DDM1 sur la méthylation ADN serait indirect. Son role
consisterait en effet a faciliter 'accés des méthyltransférases a 'ADN. Ces résultats
suggerent également une implication de DDM1 aux co6tés des systéemes de
meéthylation de maintenance et une indépendance vis-a-vis de la méthylation de novo

instaurée par la voie des petits ARN.
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2.Modifications post-traductionnelles des histones

Dans le noyau, l'association de I'ADN et des histones sous forme de
nucléosomes constitue la chromatine. Deux types de chromatine sont distingués :
leuchromatine présentant une structure peu compacte et [I'’hétérochromatine
représentant les régions fortement condensées. Chaque nucléosome est constitué
de 146 pb d’ADN enroulées autour d’'un octameére d’histones, lui-méme formé de
'association de quatre protéines histones différentes : un tétramere H3-H4 et deux
diméres H2A-H2B. Les histones sont formées d'un domaine globulaire et d’'une
partie N-terminale, la « queue » d’histone, émergeant du nucléosome. Les queues
d’histones sont primordiales a la régulation de I'architecture chromatinienne puisque
les informations qu’elles portent sont responsables de la modulation des interactions
ADN-histones, et donc de la dynamique de remodelage de la chromatine. Ces
informations sont basées sur des modifications covalentes établies de maniére post-
traductionnelles. Ces modifications incluent [l'acétylation, la méthylation,
'ubiquitinylation, la sumoylation ou bien encore I'’ADP-ribosylation (Strahl et Allis,
2000; Turner, 2000).

2.1.L’acétylation des histones

L’'acétylation des histones est réalisée par les histone acétyltransférases (HAT) et
survient principalement sur les lysines (K) en position 9, 14, 18 et 23 de 'histone H3,
et sur les lysines 5, 8, 12 et 16 de l'histone H4. L’'acétylation des histones est
réversible, cette modification est retirée par les histones déacétylases (HDAC). Alors
gue I'hyperacétylation est associée a une structure ouverte de la chromatine et une
activation de I'expression des génes, I'hypoacétylation induit une compaction et la
répression de la transcription (Turner, 2000; Bird et Wolffe, 1999). L’acétylation
pourrait affaiblir I'interaction histone-ADN en modifiant la charge électrostatique des
histones, déstabilisant ainsi le nucléosome et permettant donc aux facteurs de
transcription d’accéder a I'ADN. Il est également proposé que l'acétylation agisse
comme un signal spécifique pour le recrutement de protéines diverses par les

histones.
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Chez les plantes, on distingue quatre familles de HAT (GNAT/MYST, p300/CBP,
TAF;250, GCNS5) et trois familles de HDAC (RPD3/HDA, SIR2, HD2) (Pandey et al.,
2002; Bertrand et al.,, 2003). HDAG6, de la famille des HDAC RPD3/HDA, est
notamment impliquée dans le renforcement du « silencing » de séquences répétées
et le maintien de la méthylation CG en partenariat avec MET1 (Aufsatz et al., 2002b;
Probst et al., 2004). De méme, une hypomeéthylation de 'ADNr 5S ainsi qu’une
dérépression de genes d’ARNr 5S minoritaires ont pu étre observeés lors de travaux
réalisés par I'équipe (Vaillant et al., 2007).

Le cas HDAG6 est un exemple d’interconnection entre la méthylation et la
déacétylation des histones, mais ce n’est pas le seul. En effet, chez les vertébreés, il a
été décrit que les protéines MBD (« Methyl Binding Domain ») et MeCP (« Methyl-
CG-binding Protein ») servent d'adaptateurs entre la méthylation ADN et les
complexes histones déacétylase (Ng et al., 1999; Jones et al., 1998). Les complexes
MBD/MeCP-HDAC identifies dans les cellules de mammiféres agissent localement
sur I'acétylation des histones en se guidant grace a la méthylation ADN (Dobosy et
Selker, 2001). Toujours chez les mammiferes, le complexe multiprotéique NoRC
(« Nucleolar Remodeling Complex ») recrute les ADN méthyltransférases DNMT1 et
DNMT3 ainsi que HDAC1 sur les génes d’ARNr 45S inactivés (Santoro et al., 2002).
Enfin, l'utilisation de la trichostatine A, un inhibiteur des HDAC, entraine une
déméthylation ADN des genes d’ARNr 45S (Santoro et al., 2002).

2.2.Méthylation des histones

Chez les eucaryotes, de nombreux mécanismes sont responsables de la
formation et de la maintenance des structures hétérochromatiques, et parmi eux la
meéthylation des histones est d’'une importance toute particuliére.

La méthylation des histones est dirigée par différentes enzymes possédant des
activités histones méthyltransférases (HMT). Les premiers genes identifiés codant
pour des protéines a activitt HMT furent les genes de mammiféres SUV39hl et
SUV39h2, homologues du gene suppresseur de variégation chez la drosophile
SU(VAR)3-9 (Rea et al., 2000). A ce jour, dix genes codant pour des homologues de
SU(VAR)3-9 ont été identifies chez Arabidopsis thaliana (Baumbusch et al., 2001).
Les histones H3 et H4 peuvent étre mono-, di- ou tri-méthylés (mel, me2 ou me3)

sur les lysines (K) de la queue N-terminale. Les méthylations des histones
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Méthylation Euchromatine Hétérochromatine
histone
H3K4 mel, me2, me3
H3K9 me3 mel, me2
H3K27 me3 mel, me2
H4K20 me2, me3 mel

Tableau 1: La méthylation des histones chez Arabidopsis thaliana. Les
histones peuvent étre mono-, di- ou triméthylés (respectivement
mel, me2 et me3). Ces marques
’euchromatine, soit de I’'hétérochromatine.

sont spécifiques soit de
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interviennent aux positions H3K4, H3K9, H3K27 ou H4K20 et ont des impacts
différents selon le niveau de méthylation (mel, me2 ou me3), la position de la lysine
touchée ou I'organisme concerné. Par exemple, chez les mammiferes, la méthylation
H3K9me3 (dirigée par SUV39hl et SUV39h2) est trouvée dans les régions
hétérochromatiques péricentromeériques et dans des séquences
transcriptionnellement inactives (Lehnertz et al., 2003). Chez Arabidopsis thaliana,
c’est la méthylation H3K9me2 qui est associée a la formation de I'hétérochromatine
alors que la méthylation H3K9me3 est quant a elle considérée comme une marque
euchromatique (Fuchs et al., 2006).

Chez Arabidopsis thaliana, la méthylation H3K9me2 est mise en place
notamment par les HMT KRYPTONITE (SUVH4), SUVH5 et SUVH6. La génération
d’un triple mutant kyp/suvh4 suvh5 suvh6 conduit a une perte de méthylation ADN
(notamment de '’ADNr 5S), de méthylation H3K9 et a une réactivation d’éléments
transposables (Jackson et al., 2002; Ebbs et al.,, 2005; Ebbs et Bender, 2006;
Jasencakova et al., 2003). Tout comme l'acétylation, la méthylation des histones est
donc connectée a la méthylation ADN. Pour exemple, la méthylation CNG a étée
décrite comme étant liée a la méthylation H3K9me2. En effet, la mutation du géne
KYP induit une réduction des méthylations histone H3K9mel1-H3K9me2 et ADN aux
positions CNG; la méthylation H3K9me3 n’est en revanche pas affectée (Jackson et
al.,, 2004). Le meécanisme qui permet a la méthylation H3K9me2 de contrbler la
meéthylation CNG n’est pas clairement décrit, mais pourrait impliquer le recrutement
direct de CMT3 sur les histones méthylées grace a l'intervention du chromodomaine
de CMT3 (Lindroth et al., 2004). In vitro, la fixation de CMT3 aux histones via le
chromodomaine nécessite la présence simultanée des méthylations H3K9 et H3K27,
suggérant donc également une implication de la méthylation H3K27 dans le
recrutement de CMT3 (Lindroth et al., 2004). Inversement, in vitro, KYP semble en
mesure d’'étre recrutée par la méthylation CNG via son domaine SRA, ce qui indique
que KYP pourrait étre recrutée directement sur TADN méthylé in vivo (Johnson et al.,
2007). Ces résultats suggerent donc I'existence d’'une boucle de renforcement entre
les activites de KYP et de CMT3 permettant ainsi la maintenance efficace des
meéthylations H3K9 et CNG. Le lien méthylation ADN-histone n’est cependant pas
systématique, par exemple chez Arabidopsis thaliana, la distribution des
méthylations H3K27mel et H3K27me2 est indépendante de la méthylation ADN
(Mathieu et al., 2005) (Tableau 1).
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1.Le phénomene de RADM ou la méthylation ADN dirigée
par les ARN

Chez les eucaryotes, et notamment Schizosaccharomyces pombe, Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, les mammiferes ou les plantes, des petits
ARN générés par le phénoméne dinterference ARN (RNAI) peuvent guider de
maniére spécifique les modifications épigénétiques entrainant la répression génique
a de nombreux loci. Cette spécificité est basée sur 'homologie de séquence existant
entre un petit ARN donné et le locus a cibler. La méthylation ADN dirigée par des
ARN ou RdADM (« RNA directed DNA Methylation ») a été découverte chez les
plantes par Wassenegger et al. (Wassenegger et al., 1994) durant leurs travaux sur
les viroides infectant le tabac. Les viroides sont des pathogenes des plantes
constitués uniquement d’'un ARN circulaire non codant de quelques centaines de
paires de bases. L’étude a été réalisée en intégrant des viroides transgéniques dans
le génome du tabac puis en infectant ces plants par des viroides autonomes. Lors de
la réplication de 'ARN des viroides, Wassenegger et al. ont observeé la mise en place
de méthylation sur 'ADN des viroides transgéniques. Ces résultats indiquent que
'ARN issu du processus de réplication du viroide est en mesure d’induire la
meéthylation de novo des séquences ADN homologues. Cette découverte constitua le
premier exemple de modification épigénétique induite par une composante ARN et
renforga par la méme un concept prévalant a I'époque. En effet, l'initiation de la
répression génique était supposee reposer sur des homologies ADN-ADN, ADN-
ARN ou ARN-ARN. Plus tard, il est apparu que la RdDM nécessitait I'intervention de
petits ARN provenant d’ARN double brins (ARNdb) plus grands (Mette et al., 2000;
Sijen et al., 2001).

Chez les plantes, une marque caractéristique de la RdDM est la présence de
meéthylation ADN sur des cytosines situées en tous contextes, que ce soit en CG,
CNG ou CNN (n pouvant étre une base A, T ou C) (Pelissier et al., 1999). Il est
important de noter qu’il existe une différence dans la transmission de la méthylation
durant la mitose selon le contexte ou se trouvent les cytosines. Les méthylations
symeétriques, CG et CNG, peuvent étre copiées sur le brin ADN néosynthétisé en
absence d’ARN inducteur. Ceci est assuré par les ADN méthyltransférases de
maintenance MET1 (METHYLTRANSFERASEZ1) pour les sites CG (Finnegan et al.,
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Figure 11: Mécanisme général de la méthylation de ’ADN dépendante des ARN
(RdDM). Dans le noyau, des ARNdb peuvent étre produits par RDR2 ou par
transcription de répétitions inverses. Les ARNdb sont ensuite découpés en
SsiRNA de 24 nt par 'enzyme a activité DICER DCL3. Les siRNA fixés par AGO4
permettent de guider DRM2 vers la séquence a méthyler.

Les méthylations CG et CNG peuvent ensuite étre maintenues par les actions
respectives de MET1 et CMT3. Le maintien de la méthylation des sites CG
nécessite également la participation de I'histone déacétylase HDA6 et de la
protéine de remodelage de la chromatine DDM1. La maintenance de la
méthylation par CMT3 est accompagnée de la méthylation des histones en
position H3K9 déposée par SUVH4/KYP. Les ADN glycosylases DME et ROS1
sont en charge de la déméthylation de ’ADN.

Ce schéma, simplifié, du mécanisme de RdDM ne tient pas compte hotamment
des actions de Pol IVa, Pol IVb, DRD1, DML2 et ROS3. D’apres Matzke et
Birchler (2005).
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1996) et CMT3 (CHROMOMETHYLASES3) pour les sites CNG (Bartee et al., 2001).
Contrairement a la méthylation CG et CNG, la méthylation CNN n’est pas maintenue
au cours des divisions cellulaires et requiert la présence d’'une composante ARN
pour rétablir le patron de méthylation asymétrique de novo sur I’ADN néosynthétisé a
chaque cycle de réplication (Jones et al., 2001; Aufsatz et al., 2002a). De ce point de
vue, la méthylation CNN peut-étre considérée comme un événement continu tant
gu'une composante ARN est présente. La méthylation CNN est de ce fait réversible
puisqu’elle est perdue a la premiere division en I'absence d’ARN inducteur.

Une seconde voie, qui est a distinguer de la RADM spécifique des plantes, est la
formation d’hétérochromatine guidée par les petits ARN. Ce processus, initialement
décrit chez Schizosaccharomyces pombe, fait intervenir les composants de la
machinerie RNAI (petits ARN, protéines Dicer, Argonaute et ARN polymérase ARN
dépendante dans certains organismes) pour empaqueter les répétitions
péricentromériques en tandem dans I'hétérochromatine constitutive (Grewal et Jia,
2007). Schizosaccharomyces pombe ne possedant pas de systéme de méthylation
ADN, ce processus passe donc en grande partie par de la méthylation histone. Chez
cet organisme, le phénomene d’hétérochromatinisation dépendante des siRNA
passe par une propagation de proche en proche des marques histones répressives a
partir du point d’initiation par les petits ARN, et ce sur plusieurs centaines de paires
de bases (Grewal et Jia, 2007).

1.1.Les composants de la RdDM chez Arabidopsis thaliana

La RADM permet le « silencing » transcriptionnel et I'hétérochromatinisation de
séquences grace a la mise en place de méthylation ADN et Ia
meéthylation/déacétylation des histones guidées par des petits ARN. De fait, elle
nécessite lintervention d’ADN methyltransférases, d’histones méthylases et
deacétylases ainsi que de protéines de la voie RNAI (Figure 11).

Trois protéines nucléaires appartenant a la voie RNAI sont utilisées par la cellule
pour produire les petits ARN nécessaires au guidage de la RdDM (Xie et al., 2004).
RDR2, l'une des six ARN polymérase ARN dépendante codées par le génome
d’Arabidopsis thaliana, produirait les ARN double brins (ARNdb) indispensables a la
RdDM a partir d’ARN simple brin. Le découpage des ARNdb en petits ARN de 24

nucléotides fait intervenir une des protéines a activité DICER-LIKE (DCL). Il existe
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guatre protéines DCL chez Arabidopsis, la synthése des siRNA de 24 nt (dits
hétérochromatiques) intervenant dans la RdDM sont obtenus par I'action de DCLS3.
Enfin, la protéine AGO4 (parmi les dix protéines Argonaute codées par le génome
d’Arabidopsis thaliana) semble prendre en charge les siRNA produits par DCL3. En
effet, des travaux récents ont démontré qu’AGO4 est capable de lier des petits ARN
provenant de transposons et autres sequences répétees (Qi et al., 2006; Xie et al.,
2004), cependant AGO4 semble pouvoir agir de deux fagons distinctes. A certains
loci, AGO4 utilise son activité catalytique pour cliver des ARN ciblés et de ce fait
produire une seconde vague de petits ARN qui vont venir renforcer le silencing. Dans
d’autres cas, AGO4 participe, au sein du complexe RISC, au recrutement des
acteurs de la méthylation ADN indépendamment de son activité catalytique.

Bien que les protéines de la voie RNAiI (RDR, AGO et DCL) soient requises pour
la RADM, dans certains cas I'un ou l'autre des ces partenaires peut étre remplacé
voire absent. Par exemple, lorsque que les ARNdb sont générés par la transcription
de séquences répétées en orientation inverse RDR2 ne semble plus indispensable
(Lu et al., 2006). A certains loci AGO4 pourrait étre substituée par (ou agir en
partenariat avec) une autre protéine de la famille AGO (AGO6, AGO8 ou AGQ9).
Une étude récente a d’ailleurs permis de mettre en avant I'implication d’AGO6 dans
le « silencing » transcriptionnel (Zheng et al., 2007). Il semblerait également que les
fonctions DCL puissent étre en partie redondantes puisque la disparition des siRNA
24 nucléotides dans un mutant dcl3 laisse apparaitre des siRNA de 21-22nt produits
par DCL4 et DCL2. Cependant I'impact de ces siRNA sur les modifications de la
chromatine est inconnu (Kasschau et al., 2007).

La principale ADN méthyltransférase en charge de la méthylation de novo est
DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) (Cao et al., 2003) ;
son homologue, DRM1, tres faiblement exprimée, semble jouer un réle négligeable
dans ce processus (Cao et Jacobsen, 2002b). Une protéine homologue de DRM2, la
méthyltransférase Dnmt3, est retrouvée chez les mammiféres, cependant
I'organisation des différents domaines protéiques n’est pas conserveée. Il est probable
gue ce soit cette organisation particuliere qui confere a DRM2 la capacité de
meéthyler les cytosines en tous contextes chez les plantes (Cao et al., 2000), Dnmt3
étant principalement dédiée a la méthylation CG chez les mammiferes.

Deux protéines impliquées dans la modification des marques histones agissent
dans la voie RdDM, il s’agit de HDA6 et KYP (KRYPTONITE aussi connue sous le
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nom SUVH4). HDAG6 est une histone déacétylase qui vient renforcer la méthylation
induite par une composante ARN (Aufsatz et al., 2002b; Probst et al., 2004). KYP
guant a elle est une histone méthyltransférase H3K9 indirectement impliquée dans la
maintenance de la méthylation ADN notamment aux positions CNG (Jackson et al.,
2002). Deux autres histone méthyltransférases, SUVH5 et SUVHG6, participent
indirectement a la maintenance de la méthylation ADN aux positions CNG et CNN de
certains loci (Ebbs et al., 2005; Ebbs et Bender, 2006).

Enfin, des travaux récents ont pu mettre en évidence des partenaires essentiels
de la RdADM : 'ARN polymérase 1V, sous ses formes Pol IVa et Pol IVb, et DRD1
(« Defective in RNA-directed DNA methylation 1 ») appartenant a la famille des

protéines de remodelage de la chromatine SWI-SNF2.

1.2.Les petits ARN héetérochromatiques chez les plantes

La découverte que les petits ARN étaient capables d’inactiver des géenes durant
le développement ou d’empécher les évenements d’invasion du génome par des
virus ou des éléments transposables a profondément changé 'idée que I'on se faisait
de la régulation génique. La quantité et la diversité des petits ARN trouvés chez ces
organismes suggerent que ce type de régulation n’est pas ponctuel mais au contraire
largement utilisé par la cellule pour gérer les modifications épigénétiques.

Des expériences de séquences a grande échelle ont permis de mettre en
évidence approximativement 340 000 petits ARN différents chez Arabidopsis
thaliana. Plus de la moitié d’entre eux se sont révelés étre des siRNA 24nt provenant
essentiellement de transposons, de séquences répétées ou de séquences
intergéniques en contextes hétérochromatiques (Henderson et al., 2006; Kasschau
et al., 2007; Mosher et al., 2008; Rajagopalan et al., 2006). Tous ces siRNA peuvent
potentiellement diriger la méthylation ADN et/ou histone vers leurs cibles
génomiques. La synthése de la grande majorité de ces siRNA nécessite I'action de
Pol IVa, RDR2 et DCL3 (Kasschau et al., 2007; Zhang et al., 2007).

La biosynthése des siRNA nécessite une étape supplémentaire indispensable a
leur stabilite. Apres la catalyse réalisée par DCL3, les siRNA doivent subir une
meéthylation en position 2’0OH du ribose terminal-3’ qui est réalisée par la petite ARN
méthyltransférase HEN1 (HUA ENHANCER1). Le mutant henl présentant une

hétérogénéité dans la taille des siRNA, il est proposé que la 2’-O-méthylation protége
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Modele de déméthylation de I’ADN par ROS1. Grace a son activité
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par I'action d’une endonucléase. Une nouvelle cytosine, non méthylée, pourrait
étre installée par les actions concertées d’'une ADN polymérase et d’'une ADN

ligase. D’apres Kapoor et al. (2005)
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les siRNA d’'une oligo-uridylation et donc d’'une dégradation prématurée (Yang et al.,
2006). Il est probable que dans un futur proche d’autres réles soient attribués a cette
2’-O-méthylation. Compte tenu du fait que cette méthylation est capable d’affecter les
interactions siRNA — protéines, a priori, tous les mécanismes faisant intervenir les

siRNA pourraient étre affectés par la présence/absence de cette modification.

1.3.La déeméthylation de 'ADN

A la difféerence de la méthylation ADN ou une foule d’informations ont été
recueillies au fil des années, le mécanisme de démeéthylation est peu connu. La
déméthylation de I'ADN est passive quand elle est due a une inhibition ou a un
défaut de la méthylation de maintenance, elle est donc progressivement perdue au
cours des cycles cellulaires. Les mécanismes actifs de démeéthylation supposent
lintervention d’activités enzymatiques qui sont assurées par quatre protéines chez
Arabidopsis thaliana : DME (DEMETER), DML2 et DML3 (DEMETER-LIKE), ROS1
(REPRESSOR OF SILENCING). Pour retirer la méthylation des cytosines, DME,
DML3 et ROS1 utilisent leurs fonctions glycosylase/lyase, le mode d’action de DML2
étant encore incertain. Dans un premier temps, L'’ADN glycosylase enléve de
maniére spécifique la 5-methylcytosine en cassant la liaison N-glycosidique puis
l'activité lyase coupe I'ADN libérant ainsi le ribose abasique. Le reste du processus
pourrait utiliser des partenaires du systeme de réparation de 'ADN par excision de
base (« base excision DNA repair») comme une endonucléase générant une
extrémité 3'OH permettant ainsi a une ADN polymérase de réparation et une ligase
de placer une cytosine non méthylée (Figure 12) (Agius et al., 2006; Choi et al.,
2002; Gong et al., 2002; Kapoor et al., 2005; Morales-Ruiz et al., 2006; Penterman et
al., 2007).
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1.3.1.DEMETER et DEMETER-LIKE

DEMETER (DME) a été identifiee lors d’'un crible visant a isoler des mutations
entrainant des effets d’origine parentale sur la viabilité des graines (Choi et al.,
2002). DME s’est révélée étre nécessaire a I'expression de l'allele maternel MEDEA
(MEA). Initialement, I'expression de DME était considérée comme restreinte a la
cellule centrale du gamétophyte femelle, précurseur de I'endosperme ou sont
instaurées les empreintes parentales qui régulent le développement de la graine. Il a
été déemontré que la méthylation ADN jouait un role primordial dans le contréle de
'empreinte du gene MEA ainsi que dans la viabilité des graines. Il a également été
montré que la mise en place correcte de la méthylation lors de ces processus résulte
de I'antagonisme fonctionnel existant entre MET1 et DME (Xiao et al., 2003). Enfin, il
semblerait que DME puisse avoir d’autres roles que ceux associés aux empreintes
parentales comme le suggere la récente détection de transcrits DME dans des
feuilles de plantes adultes (Mathieu et al., 2007).

A la différence de DME, DML2 et DML3 sont présentes dans quasiment tous les
organes de la plante avec cependant une plus forte concentration dans la fleur.
DML3 possede une activité glycosylase/lyase identique a celle de DME, ce qui n'a
pas pu étre clairement démontré pour DML2 méme si celle-ci possede un réle
indéniable dans la déméthylation. De facon intéressante,certains loci normalement
meéthylés en contexte sauvage sont déméthylés dans les mutants dmi2 et dml3, ceci
étant a priori contradictoire avec le role de démeéthylation associé aux protéines
DEMETER-LIKE. Il semble donc que, en plus de leur activit¢ de déméthylation,
DML2 et DML3 aient un impact sur le positionnement de la méthylation ou
directement sur la mise en place de cette méthylation (Ortega-Galisteo et al., 2008).

1.3.2.REPRESSOR OF SILENCING 1

La protéine glycosylase/lyase ROS1 a été identifiee dans un crible visant a isoler
des mutants ayant une expression dérégulée du transgene LUCIFERASE placé sous
le contréle du promoteur du gene RD29A (transgene RD29A::LUC). La mutation ros1
entraine le « silencing » de ce transgéene et du gene endogene RD29A, en induisant
'hyperméthylation des promoteurs RD29A (transgénique et endogéne). Le

« silencing » du transgene est levé par la mutation ddml ou l'utilisation de la 5-aza-
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cytidine, un inhibiteur de la méthylation des cytosines (Agius et al., 2006; Gong et al.,
2002).

ROS1 semble entretenir des liens particuliers avec les partenaires de la voie
RdDM. En effet, I'expression de ROS1 est réduite dans les mutants pol IV, rdr2, drdl
(Huettel et al., 2006) et drm2 (Penterman et al., 2007). Cette dérégulation apparait
spécifique de la voie PollV/RDR2/DCL3/AGO4 puisque la mutation du géne RDRS6,
egalement impliquée dans la voie des petits ARN, n’entraine aucune variation de
'expression de ROS1. Ces résultats suggeérent donc I'existence d’une relation étroite
entre I'expression de ROS1 et la voie PollV/RDR2/DCL3/AGO4/DRM2 (décrite
ultérieurement) dans sa globalité plutét qu'avec I'un de ses acteurs en particulier. De
plus, lactivit¢é méme de ROS1 semble intimement liee a Ila voie
PollV/RDR2/DCL3/AGO4/DRM2. D’une part, dans les mutants drm2 et rdr2, les loci
normalement déméthylés par ROS1 accumulent de la méthylation aux positions CG.
D’autre part, des alléles hyperméthylés hérités sont deméthylés par ROS1 dans la
génération suivante si elle possede les copies sauvages de RDR2 mais restent
hyperméthylées en condition rdr2 (Penterman et al., 2007).

Ce phénomene pourrait étre en partie expliqué par la récente caractérisation de
ROS3 (Zheng et al., 2008). Mise en évidence avec le méme systeme transgénique
RD29A::LUC utilisé pour l'identification de ROS1, ROS3 semble en outre agir dans la
méme voie que ROS1. La capacité de ROS3 a lier de petits ARN in vitro comme in
vivo suggere que ROS3 pourrait guider la déméthylation assurée par ROS1 via
I'utilisation de petits ARN. Cependant, ROS3 pourrait également inhiber la mise en
place de la méthylation dépendante des ARN en séquestrant les siRNA guidant cette
méthylation (Zheng et al., 2008). La fonction exacte de ROS3 reste donc a

caractériser.
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2.L’ARN polymérase IV

2.1.ldentification de 'ARN polymérase IV

Chez les eucaryotes, trois ARN polymérase ADN dépendante permettent la
transcription de 'ADN en ARN. L'’ARN polymérase | transcrit les génes d’ARN
ribosomiques (Grummt, 2003); 'ARN polymérase Il transcrit la majorité des genes et
notamment ceux codant pour des protéines (Woychik et Hampsey, 2002). Enfin,
'ARN polymérase Il est en charge de la transcription d’ARN fonctionnels comme les
ARNTt ou les ARNr 5S (Schramm et Hernandez, 2002).

Une des caractéristiques de I’ARN polymérase Il est I'existence d’'un motif répéte,
essentiel a la survie cellulaire, trouvé dans I'extrémité C-terminale de la grosse sous-
unité RPB1 (motif CTD) (Corden, 1990) et pouvant subir des cycles de
phosphorylation/déphoshorylation (Carlson, 1997; Dahmus, 1996; Greenblatt, 1997).
Il a été montré gqu’'en vertu de I'état de phosphorylation de ce motif CTD, I'ARN
polymérase Il peut recruter des protéines lui permettant de réguler de nombreuses
étapes de la transcription, allant de l'initiation a la terminaison (Greenblatt, 1997; Kim
et al., 2004; Otero et al., 1999) en passant par le recrutement de protéines
impliquées dans le remodelage de la chromatine (Hampsey et Reinberg, 2003), ou
encore dans la maturation des ARN pré-messagers (Bentley, 1999; Hirose et
Manley, 2000). De fait et compte tenu du rble central de 'ARN polymérase I, il
apparait évident que le motif CTD est essentiel a la survie cellulaire.

En 2005, l'analyse des séquences disponibles pour le génome d’Arabidopsis
thaliana (AGlI, 2000) a permis au groupe de C. Pikaard d’identifier quatre sous-unités
protéiques appartenant a une nouvelle classe d’ARN polymérase (Onodera et al.,
2005). En effet, I'étude phylogénétique réalisée indique que ces 4 sous-unités
forment des groupes distincts des ARN polymérase |, Il et Ill, des ARN polymérases
mitochondriales et chloroplastiques, et des ARN polymérases ARN dépendantes.
Cette nouvelle classe a été désignée ARN polymeérase IV.

L’ARN polymérase IV (pol 1V) peut étre retrouvée dans le noyau sous deux
formes, Pol IVa et Pol IVb, toutes deux ayant en commun la sous-unité NRPD2a
(« Nuclear RNA Polymerase D2a ») (Onodera et al., 2005; Pontier et al., 2005). La

différence entre ces deux formes se fait donc sur I'association de NRPD2a avec lI'une
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des grandes sous-unités NRPDla ou NRPD1b, formant respectivement les ARN
polymérase IVa et Vb (Pontier et al., 2005). L’analyse des séquences d’Arabidopsis
révele que le gene NRPD2b codant pour une putative quatrieme sous-unité
semblerait dans l'incapacité de produire une protéine fonctionnelle puisqu’il présente
un codon stop dans le premier exon.

NRPDla et NRPD1b posséedent des structures équivalentes avec notamment la
présence d'un domaine C-terminal CTD. Cependant, le CTD de NRPD1b contient
une répétition hydrophile riche en glycine et tryptophane (répétitions WG-GW) (El-
Shami et al., 2007; Li et al.,, 2006) absente de NRPDla. NRPDla et NRPD1b
présentent également un motif DCL (« Defective Chloroplasts and Leaves ») dont la
fonction au sein de 'ARN polymérase IV n’a pas été caractérisée mais qui pourrait

eventuellement étre impliqué dans des interactions avec les ARN.

2.2.L’ARN polymérase IV et le « silencing » transcriptionnel via
les siRNA.

Chez Arabidopsis thaliana, Dalmay et al. avaient identifié le mutant sde4
(« silencing defective 4 ») induisant une perte transitoire de «silencing» de
transgenes GFP (Dalmay et al., 2000). Par la suite, il a été montré que la mutation
sde4 induit une diminution des méthylations ADN aux positions CNN et CNG de
différentes cibles, et empéche I'établissement, mais pas la maintenance, de la
méthylation CG (Chan et al., 2004). SDE4 correspond en réalité a la grande sous-
unité  NRPDla de I'ARN polymérase IV (Herr et al., 2005). Une fois I'ARN
polymérase IV caractérisée, ces défauts dans [I'établissement des patrons de
méthylation CNN et CNG ont été confirmés et étendus a d’autres cibles dans quatre
etudes parues entre 2005 et 2006. En effet, les genes d’ARNr 5S, les transposons
AtSN1, les séquences LTR («Long Terminal Repeat») ou bien encore les
répétitions SINE présentes autour du promoteur du géne FWA, sont fortement
déméthylés dans les mutants nrpdla, nrpd1lb et/ou nrpd2a (Herr et al., 2005; Huettel
et al., 2006; Onodera et al., 2005; Pontier et al., 2005). La dérépression de la plupart
des séquences montrant une forte déméthylation a également été rapportée, a
commencer par le gene FWA dont I'expression ectopique provoque un retard dans la

floraison. En effet, Pontier et al. ont rapporté que la déméthylation des SINE se
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trouvant en amont du géne FWA induit leur expression mais également celle du géne
FWA (Pontier et al., 2005). De la méme facon, en contexte nrpdla, le groupe de D.
Baulcombe a observé la dérépression d’éléments transposables AtSN1 et d'un
transgene GFP (réprimé en contexte sauvage) (Herr et al., 2005).

La réactivation des cibles mentionnées ci-dessus est accompagnée dans tous les
cas par une diminution significative ou une compléte disparition des SiRNA
correspondants dans les mutants nrpdla, nrpd2a et de maniere moins systématique
dans le mutant nrpdlb. En effet, les sSiRNA AtSN1 et FWA disparaissent dans les
mutants nrpdla, nrpdlb, nrpd2a ou le double mutant nrpdla-nrpd1lb (Onodera et al.,
2005; Pontier et al., 2005) ; ceux dirigés contre le transgene GFP sont réduits dans
le mutant nrpdla (les données en contexte nrpdlb et nrpd2a ne sont pas
disponibles). Huettel et al. rapportent une disparition des siRNA LTR dans nrpdla et
nrpd2a mais ils restent présents dans nrpdlb. Quant aux SiRNA dirigés contre
'espaceur intergénique des génes d’ARNr 5S, la situation est moins évidente
puisque certains rapportent leur disparition compléte dans les mutants nrpdla et
nrpd2a (Herr et al., 2005; Onodera et al., 2005) alors que d’autres ne voient qu’'une
diminution dans les trois mutants (Pontier et al., 2005). Ces résultats mettent en
evidence le role des ARN polymérase IVa et IVb dans la biogenése des siRNA mais
suggerent également des implications différentes selon les séquences ciblées.

Au niveau chromatinien, il apparait que 'ARN polymérase IV est impliquée dans
la condensation des génes d’ARNr 5S et dans la mise en place (ou la localisation
adéquate) de la méthylation des histones en H3K9me2 et H3K27mel (Huettel et al.,
2006; Onodera et al., 2005).

Au vu de ces resultats, il apparait évident que 'ARN polymérase IV a un réle
important dans le «silencing» des transposons et des séquences répétées.
Pourtant, et de maniére étonnante, les répétitions centromériques ne semblent pas
sous l'influence de cette polymérase : ni déméthylation ni décondensation n’ont été
observées dans les mutants. Onodera et al. (2005) ont donc proposé que I'ARN
polymérase IV aurait pour cible des genes dont I'état oscille entre des états
euchromatique et hétérochromatique.

Ces quatre premiéres études ont permis de poser les bases des recherches
autour de I'ARN polymérase IV. Ceci a surtout permis d’ouvrir des pistes pour la
résolution d'un paradoxe existant a [I'époque: comment un «silencing »

transcriptionnel impliquant les ARN peut étre maintenu alors que par définition les
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sites réprimeés sont censés ne pas produire d’ARN ? (Vaughn et Martienssen, 2005).
A ce jour, la matrice utilisée par 'ARN polymérase IV n’est toujours pas connue,
mais son mécanisme d’action est mieux compris, notamment en ce qui concerne les

réles distincts qu’ont a jouer les formes Pol IVa et IVb.

2.3.Laforme ARN polymérase IVa

2.3.1.NRPD1la: caractérisation et modes d’action proposés

Les premiéres études citées plus haut (Herr et al., 2005; Huettel et al., 2006;
Onodera et al., 2005; Pontier et al., 2005), bien que basées sur un petit nombre de
loci, ont permis de mettre en avant une réelle implication de I'’ARN polymérase IV
dans la voie RADM. Ce fait a été entériné par une étude récente montrant que 94%
des 4600 loci chez Arabidopsis thaliana produisant des petits ARN le font de maniére
dépendante de Pol IVa (Mosher et al., 2008). Ces petits ARN regroupent des micro
ARN (miRNA) et des siRNA majoritairement de 24nt. Une étude de Kanno et al.
(2005) montre des comportements difféerents de Pol IVa et Pol IVb en termes de
fonction et d’entrée en action dans la voie RdDM : Pol IVa semble agir en amont de
la synthese des siRNA alors que Pol IVb agirait tardivement dans le processus de
RdDM. Il a donc été proposé que Pol IVa permettrait de fournir le substrat nécessaire
a la production de siRNA, a savoir des transcrits simple brin issus de régions
péricentromériques ou d’autres séquences hétérochromatiques. A I'appui de cette
hypothése, des expériences d’immunolocalisation ont montré que Pol IVa colocalise
avec des loci dont sont issus un grand nombre de siRNA 24nt (connus pour guider
les modifications chromatiniennes) et, en condition nrpdla, des composantes de la
voie RADM telles que RDR2, DCL3 ou NRPD1b sont délocalisées. La fonction de Pol
IVa se trouverait donc dans les étapes initiales du processus RdDM, sans doute
avant I'entrée de RDR2 (Pontes et al., 2006).

Les premiers modéles impliqguant 'ARN polymérase IV dans le processus RdDM
suggéraient une transcription directe d’ADN méthylés (Herr et al., 2005; Onodera et
al., 2005; Pontier et al., 2005) ou une transcription d’ARN a partir d’'une matrice ARN
par la Pol IVa (Huettel et al., 2006). Les transcrits ainsi obtenus seraient ensuite

dirigés vers RDR2 pour étre amplifiés et transformés en ARNdb. Cependant, Pontes
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Figure 13: Deux modeles impliquant ’ARN polymérase IVa sur des
matrices ARNdb. (A) Un ARNdb formé par I'appariement de deux
transcrits en orientation inverse servirait de matrice a I'’ARN
polymérase IVa. L’ARN produit serait pris en charge par une RDR
pour former de nouveaux ARNdb qui seraient ensuite transformés en
SsiRNA par une protéine a activité Dicer. (B) Un ARNdb créé par
I'action d’'une RDR servirait de matrice a ’ARN polymérase IVa. Le
transcrit ainsi généré serait transformé en ARNdb par une RDR puis
en siRNA par une protéine a activité Dicer. D’aprés Pikaard (2008).
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et al. (2006) ont rapporté que Pol IVa est délocalisée lorsque, in vitro, les noyaux
sont mis en présence de RNAse. En revanche et a la difféerence de I'ARN
polymérase ll, lors d’'un traitement DNAse la localisation de Pol IVa est maintenue. Il
apparait donc plus probable que Pol IVa utilise une matrice ARN. Il ne s’agirait pas
d’'un cas unique chez les ARN polymérases ADN dépendantes puisque, par
exemple, les génomes ARN du Delta Virus Hépathique et des viroides de plantes
sont répliqués par I'ARN polymérase Il (Ding et Itaya, 2007; Greco-Stewart et al.,
2007). Ceci suggéere que les ARN polymérases ADN dépendantes sont capables,
dans une certaine mesure, d’utiliser une matrice ARN.

De maniére alternative, C. Pikaard (Pikaard et al., 2008) (Figure 13) propose
deux modeles dans lesquels Pol IVa occupe des places différentes au sein de la voie
RdDM : avant et apres les protéines RDR. Dans le premier cas, Pol IVa utiliserait
comme matrice des ARNdb formés a partir de I'appariement de transcrits simple brin
(sens et antisens) pour générer un transcrit utilisable par RDR2. Ici, I'action de Pol
IVa serait antérieure a celle des RDR. Dans le second cas, Pol IVa se trouverait en
aval d'une premiere action réalisée par une des protéines du groupe RDR. Des
transcrits sens et antisens, appariés sur une partie de leurs séquences respectives,
déclencheraient la production de petits ARN correspondant a I'appariement, et ce en
faisant intervenir les protéines DICER. Les petits ARN ainsi produits permettraient la
reconnaissance de l'un et/ou l'autre des transcrits initiaux et permettraient de le(s)
diriger vers les protéines RDR pour subir une transformation en ARNdb. Puis Pol IVa
utiliserait les ARNdb nouvellement synthétisés comme matrice pour fournir des
transcrits au processus de RdDM. Ce systeme permettrait, a partir d’'un appariement
initial de faible longueur, de générer des siRNA complémentaires au transcrit initial
sur toute sa longueur, et donc d’induire un silencing transcriptionnel plus efficace
(Figure 13).

2.3.2.RDR2 et CLSY : partenaires privilégiés de Pol IVa

RDR2 code pour une ARN polymérase ARN dépendante qui est requise pour la
synthése de siRNA endogenes (Xie et al., 2004). La synthése de siRNA doit passer
par la génération d’ARNdDb et il parait peu probable que Pol IV a soit en mesure de
les produire. De ce fait, RDR2 semble étre le candidat idéal pour la synthése des

ARNdb a partir des transcrits qui seraient produits par Pol IVa. Ceci est appuyé par
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des expériences de séquencage a grande échelle montrant que les mutations
nrpdla et rdr2 ont des conséquences similaires sur la synthése des siRNA 24nt (la
plupart des loci produisant ces siRNA 24nt étant sous le controle de Pol IVa et
RDR2) (Kasschau et al., 2007; Zhang et al., 2007). De la méme maniére, des
expériences dimmunolocalisation montrent, en condition nrpdla, la perte de
localisation des autres composants de la voie RADM, et notamment de RDR2.

Plus réecemment, une expérience de mutagénése a I'éthyl méthanesulfonate
(EMS) a permis d’identifier CLASSY1 (CLSY1), une nouvelle protéine appartenant a
la famille des SWI-SNF nécessaire a la synthese de siRNA. L’étude microscopique
indigue que CLSY1l et RDR2 partagent une localisation nucléolaire, de plus la
mutation clsyl entraine la perte de localisation nucléolaire de RDR2. NRPD1la est
egalement délocalisée dans le mutant clsyl. Il semblerait donc que CLSY1 serve
d’interface entre Pol IVa et RDR2 facilitant ainsi la production d’ARNdb par RDR2 a
partir des transcrits Pol IVa (Smith et al., 2007).

2.4.La forme ARN polymérase IVb

2.4.1.NRPD1b : caractérisation et mode d’action proposé

NRPD1b a été mise en évidence parallélement par deux groupes (Kanno et al.,
2005; Pontier et al., 2005). En cherchant des mutations induisant des défauts de
meéthylation, Kanno et al. (2004 ; 2005) ont identifie DRD1 (une protéine de type
SWI-SNF spécifique des plantes), DRD2 (qui s’est révélée étre NRPD2a) et DRD3
(qui est en fait NRPD1b). Pontier et al. (2005) en reprenant les données de
séquences AGI (« Arabidopsis Genome Initiative », 2000) ont caractérisé la totalité
des sous-unités ARN polymérases IV, et notamment NRPD1b.

Ce dernier groupe a pu prouver l'existence de la forme Pol IVb en réalisant des
expériences de co-stabilisation avec la protéine NRPD2a. Il apparait également que
NRPD1b est plus abondante que NRPD1a et que NRPD2a s’associe principalement
avec NRPD1b. Pris ensemble, les résultats obtenus nous indiquent que les formes
Pol IVa et Pol IVb agissent de manieres non redondantes pour la méthylation de
I’ADN et pour la synthese de siRNA sur différentes cibles (FWA, AtSN1, ADNr 5S).
En effet, aucun effet additif n’a été observé sur la méthylation ADN lorsque les
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expériences sont menées avec le double mutant nrpdla-nrpd1b. Ces faits suggerent
donc que Pol IvVa et PollVb ont des réles distincts: si les deux formes sont
impliqguées dans le phénomeéne de RdDM, Pol IVa semble en amont de la synthese
des siRNA et Pol IVb en aval.

Compte tenu du fait que Pol IVb parait étre en aval de la synthese de siRNA et
qgue le but de la voie RADM est d'installer de la méthylation asymeétrique afin
d’instaurer le « silencing » d’un site cible, il a été proposé que Pol IVb dirige cette
meéthylation via les siRNA alors que Pol IVa contribue a leur production. Ceci est
appuyé par la présence des répétitions hydrophiles potentiellement phosphorylables
du domaine CTD de Pol IVb. En effet, le domaine CTD de la grande sous-unité de
'ARN polymérase I, constitué d’un nombre variable de répétitions heptapeptidiques
(Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser) selon les organismes, sert de plateforme entre autres
pour le recrutement de protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine
(Hampsey et Reinberg, 2003). Il est dailleurs probable que le CTD de I'ARN
polymérase |l puisse recruter des enzymes intervenant dans la modification des
marques épigénétiques. Par exemple, chez Saccharomyces cerevisiae, deux résidus
sérine de cette polymérase ont la capacité d’étre phosphorylés permettant de ce fait
le recrutement d’histone methyltransférases (Setl et Set2) entrainant ainsi une
meéthylation d’histone caractéristique de la chromatine permissive a la transcription
(Hampsey et Reinberg, 2003). De la méme fagcon, mais dans les cellules humaines,
de nombreuses protéines, dont des protéines de remodelage de la chromatine, sont
proposées comme partenaires fonctionnels de I'ARN polymérase Il via une
association avec le domaine CTD (Carty et Greenleaf, 2002). Pour revenir a 'ARN
polymérase 1V, compte tenu de son implication dans le processus de RdDM il serait
tentant d’'imaginer une interaction entre le domaine CTD de NRPD1b et des ADN
meéthyltransférases, ou d’autres enzymes impliquées dans des modifications

epigénetiques.
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Figure 14: Les constructions “target” et “silencer” utilisées par le groupe
de M. Matzke. La construction “target” est composée de 257 pb du
promoteur a’ contrdlant I'expression d’'un géne GFP. La construction
“silencer” possede deux fragments du promoteur a’ en orientation
inverse placés sous le contréle d’un promoteur 35S (35S pro),
produisant ainsi un ARNdb. D’apres Kanno et al. (2005).
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2.4.2.Les partenaires de NRPD1b : AGO4, DRM2 et DRD1

2.4.2.1.DRD1

Le crible réalisé par Kanno et al. (2004; 2005) a permis, comme vu
précédemment, d’identifier simultanément DRD1, DRD2 et DRD3 (DRD2 et DRD3
étant, respectivement, NRPD2a et NRPD1b). Cette étude, fait intervenir deux
constructions distinctes : d’'un c6té, une construction dite « target » composée entre
autres d’'une séquence enhancer virale et d’'une séquence GFP sous promoteur
minimum. De l'autre c6té la construction dite « silencer » comporte la séquence de
'enhancer organisée en répétitions inverses et sous le contréle d’un promoteur 35S,
ceci permettant la synthése d’'un ARN double brin de type « hairpin » (Figure 14). Le
mutant drdl présente une forte baisse de méthylation CNN de la construction
« target » normalement réprimée en présence de la construction dite « silencer »
mais pas des sites CG, ce qui suggere une implication de DRD1 dans la méthylation
de novo. Cette hypothese a été testée en réalisant des expériences permettant de
clairement différencier méthylation de maintenance et de novo. Il apparait que seule
la méthylation CNN provoquée par la composante ARN issue de la construction
« silencer » est perdue en condition drdl. DRD1 est donc nécessaire a la
meéthylation de novo ARN dépendante sur la construction ciblée. De maniére
surprenante, DRD1 est aussi impliquée dans I'effacement complet de la méthylation
des sites CG de la construction « target » quand elle n’est plus en présence de la
séquence « silencer ». DRD1 semble donc faciliter la régulation dynamique de la
meéthylation ADN de novo.

Le genome d’Arabidopsis thaliana posseéde une quarantaine de genes codant
pour des protéines de remodelage de la chromatine de type SWI-SNF2. DRD1
appartient a une sous-famille de protéines de type SWI-SNF2 spécifique des plantes
comprenant au moins six membres. Une analyse bioinformatique a permis de
rapprocher DRD1 du groupe de protéines « Rad54-like », qui en plus de contenir la
protéine Rad54, comprend les sous-familles ATRX et JBP2 (Flaus et al., 2006). Chez
’Homme notamment, la mutation du gene ATRX (« a-thalassemia, mental
retardation, X-linked ») entraine de nombreuses modifications du patron de

meéthylation des séquences hétérochromatiques (Gibbons, 2006).
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DDML1 (Decrease In DNA Methylation 1), une autre protéine de type SWI-SNF2,
est également impliquée dans la régulation de la méthylation chez les plantes
(Jeddeloh et al., 1999). DDM1 a un rble dans la maintenance de la méthylation et
notamment des sites CG alors que DRD1 semble dédiée a la méthylation de novo en
tous contextes (CG, CNG ou CNN).

Le phénoméne de dépendance de la RdADM vis-a-vis de DRD1 indique que ce
processus nécessite un remaniement de la chromatine, cependant, le mécanisme
d’action de DRD1 dans cette voie demeure inconnu. Aucune activité de remodelage
de la chromatine ne lui a été attribuée, a la difféerence de DDM1 qui a la capacité de
modifier le positionnement des histones in vitro (Brzeski et Jerzmanowski, 2003).
Kanno et al. ont proposé que DRD1 puisse étre impliguée dans le ciblage de
séquences a meéthyler en utilisant des homologies de séquences petits ARN-ADN,
cependant, cette hypothese reste a confirmer expérimentalement (Kanno et al.,
2004).

2.4.2.2. ARGONAUTE (AGO4 et AGO6)

Les protéines ARGONAUTE sont impliquées dans de nombreuses régulations
transcriptionnelles et post-transcriptionnelles du fait de leur capacité a lier les petits
ARN et a guider les mécanismes de régulation.

ARGONAUTE4 (AGO4) est une protéine nucléaire (Xie et al., 2004) qui, avec les
autres composantes de la machinerie RNAIi, participe a I'établissement de la
meéthylation de répétitions en tandem situées dans le promoteur d’'un transgene
codant pour FWA et conduisant a son « silencing » (Chan et al., 2004). Mais AGO4 a
aussi un role dans la maintenance de la méthylation ADN et de la méthylation des
histones (positions H3K9) de plusieurs répétitions endogenes et transgéniques ainsi
gue dans I'accumulation des siRNA correspondant a ces séquences (Xie et al., 2004;
Zilberman et al., 2003; Zilberman et al., 2004). Le fait que la mutation ago4 affectait
principalement la méthylation non-CG et la maintenance de siRNA endogénes
suggerait une implication de AGO4 dans la RADM.

Concernant la participation de AGO4 dans une voie Pol IV, Li et al. (2006) ont pu
mettre en évidence une interaction spécifique d’AGO4 avec le CTD (« C-Terminal
Domain ») de NRPD1b. Comme vu précédemment le CTD de NRPD1b contient un
motif particulier constitué de répétitions WG-GW qui sont absentes de NRPDla. EI-
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Shami et al. (EI-Shami et al., 2007) ont testé le réle de ces répétitions propres a
NRPD1b dans l'interaction spécifique avec AGO4. Il apparait que cette séquence est
nécessaire et suffisante a la liaison d’AGO4. En effet, I'introduction du géne NRPD1b
dans un mutant nrpdlb restaure le patron de méthylation qui avait été perdu. En
revanche, si I'on introduit une copie NRPD1b dont les répétitions WG-GW ont été
retirées, la méthylation n’est pas récupérée. Le motif WG-GW de NRPD1b permet
donc de recruter AGO4, ces deux protéines étant nécessaires pour les dernieres
etapes de la RADM.

Le recrutement de protéine AGO par un motif de type GW n’est pas un cas
unique. Par exemple, la sous-unité Tas3 du complexe nucléaire RITS de
Saccharomyces pombe posséde egalement des répétitions GW qui lui permettent de
contacter directement AGOL1 et ainsi de guider le « silencing » transcriptionnel des
séquences centromériques et du locus « mating type ». Les protéines de la famille
ARGONAUTE sont connues dans le « silencing » post-transcriptionnel pour lier les
siRNA (Qi et al., 2006) et les utiliser pour cibler un ARN en particulier. Cependant le
réle quUAGO4 joue en partenariat avec NRPD1b n’'est pas clairement défini: on
pourrait imaginer qu’AGO4 module les fonctions de NRPD1b ou, a linverse,
NRPD1b pourrait agir sur la régulation des fonctions de AGO4 (Till et Ladurner,
2007).

Une autre protéine de la famille ARGONAUTE, AGOG6, a fait I'objet d’'une étude
récente montrant notamment que la mutation ago6 engendrait une diminution de
SiRNA endogenes et de la méthylation ADN associée d'un certain nombre de loci
(AtSN1, MEA-ISR par exemple) (Zheng et al., 2007). Ceci révéle qu'AGO6 est
spécifiqguement impliquée dans le processus de « silencing » transcriptionnel, et de
maniére directe ou indirecte, dans la synthése de siRNA hétérochromatiques. La
fonction d’AGO6 est donc partiellement redondante avec celle d’AGO4, cependant a
ce jour aucune évidence expérimentale ne supporte un éventuel partenariat avec
NRPD1b.

2.4.2.3.DRM
Chez Arabidopsis thaliana, la mise en place de la méthylation de novo dépend
exclusivement de l'intervention de la protéine DRM2 (Cao et al., 2003; Cao et

Jacobsen, 2002b). Les études réalisées sur 'ARN polymérase IV ont démontré une
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perte de la méthylation asymétrique de 'ADNr 5S, des séquences LTR et AtSN1
(Herr et al., 2005; Kanno et al., 2005; Onodera et al., 2005; Pontier et al., 2005) mais
eégalement de séquences transgeéniques (Herr et al., 2005). DRM2 utilise tres
probablement les siRNA liés par les protéines AGO pour cibler son action, la
méthylation de novo étant en effet totalement abolie dans un mutant drm2 (Cao et
al., 2003; Cao et Jacobsen, 2002b). Le fait que le silencing ne soit pas total dans un

mutant ago4 pourrait venir de la redondance d’activité des protéines AGO.

2.4.2.4.DMS3

Lors d’'un récent crible visant a identifier des protéines responsables de perte de
« silencing » meéristématique, Kanno et al. (2008) ont pu mettre en évidence que la
mutation dms3 entraine une baisse de la méthylation de I'ADNr 5S et d'une
séquence LTR présente dans une construction rapportrice. Le patron de méthylation
de dms3 est similaire a celui observé dans drd1, nrpdlb et nrpd2a. Dans le mutant
dms3 les siRNA hétérochromatiques siRNA1003 (ciblant les séquences
intergéniques de I’ADNr 5S) sont retrouveés dans des quantités proches de ce qui est
observé en contexte sauvage, indiqguant donc que DMS3 n’est pas impliqué dans la
synthese de ces siRNA mais aurait plutdét un réle dans les dernieres étapes du
processus de « silencing ».

Le gene DMS3 code pour une protéine inconnue de 420 acides aminés
possédant un domaine de type « hinge ». Les domaines « hinge » sont nhotamment
retrouveés chez les protéines SMC (« Structural Maintenance of Chromosome ») qui
sont des ATPases trés conservées durant I'évolution. Les protéines authentiques
SMC, plus grosses que DMS3, possedent un domaine « hinge » central encadré par
deux domaines « coiled-coil ». Chez les eucaryotes, les protéines SMC, au nombre
de six, sont capables de s’hétérodimériser et sont intégrées dans des complexes
impliqués dans la cohésion des chromatides sceurs, la compaction et la ségrégation
des chromosomes, la réparation de 'ADN ou bien encore dans les phénomenes de
check-point intervenant dans le cycle cellulaire. Il a été démontré que les régions
« hinge » de I'hétérodimere SMC1-SMC3 et une portion de domaines « coiled-coil »
sont suffisants a la dimérisation et a la fixation de 'ADN. Le réle de DMS3 dans la

RdDM est pour linstant inconnu, mais a la vue de sa petite taille, les auteurs
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Figure 15: Localisation de partenaires de la voie ARN polymérase IV dans le nucléole
et a deux cibles génomiques: I’ADNr 5S et I’ADNr 45S. Cette représentation
est basée sur des résultats d’analyses cytologiques. Les encadrés en pointillés
indiquent une localisation des différents partenaires aux loci d’ADNr 5S et d’ADNr
45S. Les colocalisations de DRM2 et AGO4 avec '’ADNr 5S n’ont pas encore été
démontrées.
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suggerent que DMS3 puisse former des homodimeéres ayant pour but de stabiliser
des complexes siRNA/ADN ou siRNA/ARN (Kanno et al., 2008).

2.5.Localisation nucléaire des protéines intervenant dans la voie
Pol IV

Afin de mieux comprendre les mécanismes de RdDM impliquant I'ARN
polymérase IV, Pontes et al. ont réalisé une série dexpériences
d’immunolocalisation. Les résultats obtenus nous renseignent sur les dépendances
mutuelles des partenaires ainsi que sur la chronologie des événements entrainant le
« silencing » et les modifications de la chromatine (Pontes et al., 2006) (Figure 15).

Dans un premier temps, il était nécessaire de connaitre le lieu de synthése et de
maturation des siRNA. Pour la plupart des cibles étudiées (ADNr 45S, ADNr 5S et
elément transposable Copia) les siRNA correspondants se trouvent localisés au sein
du nucléole. Seuls les siRNA AtSN1 montrent une localisation nucléoplasmique et
nucléolaire. Le nucléole est surtout connu comme étant le site de synthése des pré-
ARNr 45S et d’assemblage des ribosomes. Cependant de nombreux évenements de
maturation s’y déroulent comme, par exemple, la pseudouridylation, la méthylation et
le clivage des pré-ARNr ; la maturation des ARNt par la RNAse P et la maturation de
certains ARNm (Bertrand et al., 1998; Kiss et al., 2002; Pederson, 1998). De maniére
intéressante, les siRNA localisés dans le nucléole en contexte sauvage en sont
absents chez les mutants nrpd2a, nrpdla, nrpdlb, rdr2, dcl3 et ago4.

L'immunolocalisation des protéines intervenant dans la RADM nous apprend que
RDR2, DCL3, AGO4 sont principalement présentes dans le nucléole. NRPD1b,
retrouvée dans le nucléole et le nucléoplasme, présente une forte colocalisation
nucléolaire avec RDR2, DCL3, AGO4 et les siRNA étudiés. Les auteurs ont donc
proposé que le nucléole serait un centre de maturation pour les siRNA dans lequel
RDR2 fabriquerait les ARNdb pris en charge et clivés par DCL3. Les siRNA ainsi
obtenus seraient chargés dans le complexe RISC (« RNA Induced Silencing
Complex » formé d’AGO4 et NRPD1b). Puis le complexe RISC sortirait du nucléole
pour s’associer a NRPD2a, dont la localisation est exclusivement nucléoplasmique,

et qui montre de la colocalisation avec NRPD1b. NRPD1l1a et NRPD2a sont exclues
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Figure 16: Un modele d’action de I’ARN polymérase IV. Un ADN méthylé ou un ARN
serait transcrit par TARN polymérase IVa. Le transcrit généré serait transféré dans
le nucléole pour étre transformé en ARN db par RDR2 puis en siRNA 24nt par
DCL3. Les siRNA seraient ensuite intégrés au complexe AGO4-NRPD1b. Le
complexe AGO4-NRPD1b sortirait du nucléole et s’associerait avec NRPD?2a.
Enfin, DRD1 et DRM2 seraient recrutés pour installer la méthylation de novo sur
la cible.
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du nucléole et colocalisent en formant des foci disparates au sein du nucléoplasme
(Pontes et al., 2006).

La combinaison de la technique FISH et de I'immunolocalisation a permis de
détecter des foci NRPD1a, NRPD1b ou NRPD2a colocalisant avec 'ADNr 5S et
'ADNr 45S. De la méme fagcon, DRD1 colocalise avec les chromocentres, qui
incluent notamment ’ADNr 5S et 'ADNr 45S. Ceci suggére que Pol IVa, Pol IVb et
DRD1 sont présents aux répétitions endogenes probablement pour participer a la
synthese des siRNA ou agir en aval de cette synthese.

Une étude récente, plus orientée vers AGO4, a permis de préciser sa
localisation. En effet, Li et al. (2008) ont pu mettre en évidence la double localisation
d’AGO4, dans les corps de Cajals, d’'une part, et dans les « AB-bodies » d’autre part.
Les corps de Cajal sont des compartiments nucléaires qui ont la capacité d’entrer et
sortir du nucléole et sont impliqués dans la maturation de nombreux complexes
ribonucléoprotéiques (Boudonck et al., 1999; Cioce et Lamond, 2005). Les « AB-
Bodies » quant a eux sont des points de localisation de AGO4 et NRPD1b a
proximité des séquences d’ADNr 45S contenant également des protéines comme
NRPD2a et DRM2. Le fait de retrouver les « AB-Bodies » a la périphérie de 'ADNTr
45S et notamment le fait qu’ils integrent DRM2 suggére qu’ils soient les sites de la
mise en place du « silencing » de ces séquences. Des copies actives d’ADNr 45S
pourraient étre une cible pour la RdDM, ce qui pourrait permettre une modulation fine
de l'activité de ces génes.

2.6.Deux exemples d’actions probables pour

I’ARN polymérase IV

Sur la base des recherches menées ces dernieres années, deux modéles
ressortent quant au mode d'action de 'ARN polymérase IV. Plusieurs questions
demeurent non résolues notamment concernant le substrat de Pol IVa. En effet Pol
IVa pourrait utiliser TADN méthylé (Herr et al., 2005; Onodera et al., 2005; Pontier et
al., 2005) pour produire des transcrits utilisables par RDR2 ou prendre en charge des
transcrits aberrants produits par une autre polymérase (Huettel et al., 2006).
Alternativement, Pol IVa pourrait utiliser des transcrits double brins (Pikaard et al.,
2008).
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Figure 17: Modele d’action de I’ARN polymeérase IV sur les séquences solo LTR. Ce
modele propose la production de deux vagues de siRNA successives. Un transcrit
synthétisé par ’ARN pol Il serait pris en charge par RDR2. L’ARNdb formé
permettrait la production par DCL3 d’une premiere vague de siRNA. Ces siRNA
dirigeraient la méthylation de novo de la séquence LTR par le complexe Pol
IVb-AGO4-DRD1-DRM2. La séquence LTR méthylée pourrait ainsi étre transcrite
par '’ARN pol IVa. Ces transcrits dépendants de ’ARN pol IVa permettraient la
production d’'une deuxieme vague de SiRNA par les actions consécutives de
RDR2 et DCL3. Ces siRNA seraient utilisés par le complexe Pol
IVb-AGO4-DRD1-DRM2 pour renforcer et maintenir la méthylation de la
séquence LTR ciblée. D’aprées Matzke et al. (2006).
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Dans le premier modéle (Figure 16), Pol IVa trancrit un ADN méthylé ou un ARN.
Ce transcrit est ensuite dirigé vers le nucléole ou il est transformé en ARNdb par
RDR2. Cet ARNdb est clivé par DCL3, les siRNA ainsi générés sont pris en charge
par un complexe AGO4-NRPD1b. Le complexe sSiRNA-AGO4-NRPD1b sort du
nucléole et NRPD1b s’associe a NRPD2a. Les protéines DRD1 et DRM2 sont
ensuite recrutées pour agir sur le locus initialement ciblé par Pol IVa. Il est probable
gue la méthylation installée par DRM2 puisse activer de nouveau les fonctions Pol
IVa sur le locus ciblé. 1l a en effet été montré que la méthylation agissait positivement
sur la production des siRNA (Onodera et al., 2005; Pontier et al., 2005). Hormis
DRM2, il est egalement possible que Pol IVb soit capable de recruter d'autres
protéines de modification de la chromatine telles que par exemple des histones
méthyltransférases.

Un autre modele proposeé par le groupe de Matzke (Kanno et al., 2008; Matzke et
al., 2006) suggere l'intervention de deux vagues successives de siRNA ainsi qu’'un
positionnement différent de Pol IVa dans la voie RADM (Figure 17). Leur modele,
basé sur I'analyse du « silencing » de séquences LTR privilégierait une transcription
par 'ARN polymérase Il et une prise en charge directe de ces transcrits par RDR2.
L'intervention de DCL3 permettrait la création d’'une premiére vague de siRNA qui
seraient incorporés dans le complexe Pol IVb-AGO4-DRD1-DRM2 pour diriger la
meéthylation du locus cible. Cette méthylation nouvellement installée activerait la
transcription par Pol IVa et la prise en charge de ces transcrits par RDR2 et DCL3
générant de ce fait une deuxiéme vague de siRNA. Une nouvelle fois, le complexe
Pol IVb-AGO4-DRD1-DRM2 viendrait mettre de la méthylation spécifiquement sur le
locus grace aux siRNA. Ici aussi, la production de siRNA serait renforcée par la
présence de meéthylation sur la séquence ciblée. Les deux modéles présenteés ici
sont de I'ordre du probable et il serait hasardeux de les appliquer a toutes les cibles
potentielles de I'ARN polymérase IV au vu des dépendances variables
gu’entretiennent les loci vis-a-vis de Pol IVa et/ou Pol IVb (Mosher et al., 2008).

2.7.Implications physiologiques de I’activité ARN polymérase IV

Bien que I'ARN polymérase IV ne soit pas essentielle en termes de survie, elle
apparait néanmoins impliguée dans de nombreux évenements liés au

développement et aux systemes de défense de la plante. Des roles Ilui sont
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notamment attribués dans la floraison, la réponse aux stress biotiques/abiotiques et

la propagation des signaux de « silencing ».

2.7.1.L’ARN Pol IV et la floraison

Dans des conditions de croissance en jours courts, un retard de floraison est
observé dans les mutants nrpdla et nrpdlb ainsi que dans les mutants rdr2, dcl3,
ago4 ou drm2 (Chan et al., 2004; Pontier et al., 2005). Les genes FCA et FPA,
régulateurs de la synchronisation florale, semblent étre également impliqués dans la
voie RADM méme s’ils ne sont actifs qu’a un nombre limité de loci (Baurle et al.,
2007). Deux autres génes impliqués dans la floraison, FWA et FLC, sont des cibles
du « silencing » dirigé par 'ARN polymérase IV (Chan et al., 2004; Swiezewski et al.,
2007).

2.7.2.L’ARN Pol IV et laréponse au stress: les voies nat-siRNA et
|-siRNA

L’ARN polymérase IV joue un réle important dans la production des nat-siRNA
(« natural antisense transcript SIRNA »). Les nat-siRNA dérivent d’ARNdb créés par
'appariement des transcrits d’'une paire de génes. L'un des deux genes est exprimé
constitutivement mais le deuxiéme ne I'est qu’en condition de stress. C’est le cas,
par exemple, pour le couple P5CDH-SRO5 ou SRO5 n’est actif qu’en réponse a un
stress salin. L'appariement des produits de P5CDH et SRO5 forme un ARNdb qui est
ensuite transformé en nat-siRNA de 24 nt par un processus incluant les activités de
Pol IVa, RDR6, SGS3 et DCL2. Les nat-siRNA générés vont servir de guide pour le
clivage des transcrits PSCDH et engendrer la production de siRNA 21 nt par DCL1.
Cette régulation post-transcriptionnelle permet de diminuer la quantité d’ARNm
P5CDH dans la cellule entrainant, par la méme, lI'accumulation de proline qui
constitue une réponse physiologique conférant a la plante une plus grande
résistance face au stress salin (Borsani et al., 2005).

La voie des nat-siRNA est également appliguée a la réponse aux stress
biotiques. Par exemple l'infection d’Arabidopsis thaliana par Pseudomonas syringae

provoque I'apparition de nat-siRNA de 22 nt selon un processus impliquant Pol IVa,

52






Synthése bibliographique - Régulation de I'expression génique par les ARN

RDR6 et SGS3. Ici DCL2 est remplacée par les activités des protéines DCL1, HYL1
et HEN1 qui sont généralement associées a la voie des miRNA (Katiyar-Agarwal et
al., 2006).

Récemment, il a été démontré que l'infection par Pseudomonas syringae était
egalement capable d’induire I'expression d’ARN de 39 a 41 nt baptisés I-siRNA
(«long SiRNA »). Les I-siRNA produits présentent de 'homologie pour la région a
'origine de lappariement des transcrits SRRLK et AtRAP induisant ainsi la
dérégulation d’AtRAP (AtRAP étant un régulateur négatif de la réponse a un
pathogene). La voie |-siRNA fait notamment intervenir Pol 1Va, Pol IVb, RDR6, DCL1,
DCL4, AGO7 (Katiyar-Agarwal et al., 2006).

2.7.3.Pol IV et propagation du « silencing »

Une fois le phénomene de « silencing » déclenché, il peut étre transmis a toute la
plante. L’ARN polymérase IV est nécessaire a la transduction des signaux de
« silencing » a courte échelle, c’est-a-dire de cellule a cellule via les plasmodesmes,
mais aussi a plus grande échelle en utilisant le phloeéme. En effet, la transduction a
courte échelle semble étre dépendante de Pol IVa, RDR2 et DCL4, DCL1, HEN1 et
AGOL1. Des siRNA de 21 et 24nt sont impliqués mais il apparait que ce sont les
siRNA de 21 nt, résultant de I'action de DCL4, qui représentent le signal mobile de la
transmission du « silencing » (Dunoyer et al., 2005; Dunoyer et al., 2006; Smith et
al., 2007).

A I'échelle de la plante, la propagation du « silencing » nécessite la présence de
Pol IVa, RDR2, RDR6, DCL3 et AGO4. Cependant aucune de ces protéines ne
semble impliquée dans la genese du signal, dont la nature reste a préciser, mais
seraient impliquées dans la réception du signal (Brosnan et al., 2007). Les petits
ARN produits par la famille DICER ne semblent pas jouer de rdle dans cette
propagation, c’est pourquoi il a été proposé que la mobilité du « silencing » repose
sur des ARN de grande taille. Une possibilité serait que des ARNdb transitent

directement par le phloeme a l'instar de certains ARNm (Kim et al., 2001).
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Dynamique de la chromatine
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Les travaux de Heitz (Heitz, 1928) chez les mousses lui ont permis de décrire
une structure chromosomique particuliere restant condensée tout au long du cycle
cellulaire. Cette structure aux propriétés particulieres fut nommeée hétérochromatine.
Depuis cette premiere description, le terme « hétérochromatine » est largement
utilisé pour désigner des régions de la chromatine condensées ou contenant des
genes dont I'expression est réprimée. Nous avons vu que des régions
hétérochromatiques pouvaient subir des réorganisations, par exemple, dans des
mutants de la voie RADM ou de remodelage de la chromatine. Cependant la
réorganisation des structures hétérochromatiques n’intervient pas seulement lors de
manipulations génétiques. La dynamique de I'hétérochromatine, et de facon plus
large de la chromatine, est utilisée par la cellule durant divers événements
physiologiques notamment pendant le développement ou en réponse a des facteurs
environnementaux. Le but de ce chapitre est de présenter quelques aspects de cette

propriété mais n’est absolument pas exhaustif.

1.Réorganisation de la chromatine liée a des facteurs

environnementaux (le complexe eNoSC)

La synthése des ARN ribosomiques, et donc la production des ribosomes, est
régulée par les capacités nutritionnelles du milieu. La cellule établit de ce fait un
equilibre entre I'énergie disponible et la synthése protéique.

D’'une maniére générale, chez les mammiferes, seulement la moitié des génes
d’ARNr 45S sont considérés comme actifs (Grummt, 2003). Pour une régulation a
court terme de la quantité de transcrits (en réponse par exemple a un stress, a la
guantité de nutriments disponibles, a des facteurs de croissance) la cellule augmente
le taux de transcription des unités d’ADNr actives. Pour une régulation a long terme
(par exemple pour modifier le ratio d’unités actives/inactives), la transcription de
I’ADNr est redéfinie sur la base de modifications épigénétiques, entrainant donc des
modifications de la chromatine. Les unités actives sont caractérisées par la présence
de marques typiquement associees a I'euchromatine comme I'’hypomeéthylation de
leur séquence promotrice, l'acétylation des histones H3 et H4 et la méthylation
H3K4. A contrario, les unités considérées comme inactives présentent des

caractéristigues hétérochromatiques comme la présence de méthylation histone
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H3K9me2, H3K9me3 et H3K27me3 ou la méthylation CG de leur promoteur (Santoro
et al., 2002). Pour une régulation a long terme, le passage des unités d’'un état actif a
un état réeprimé est assuré par le complexe NoRC (« Nucleolar Remodeling
Complex »). Le complexe NoRC, qui inclut une activité SNF2, recrute des histones
déacétylases et des ADN  méthyltransférases, induisant de fait
I’hétérochromatinisation et le «silencing» des séquences ciblées (Santoro et
Grummt, 2005).

Récemment, Murayama et al. (Murayama et al., 2008) ont pu mettre en évidence
dans des cellules humaines la mise en place d’'une régulation épigénétique en
réponse a la quantité de nutriments disponibles. En effet, I'identification du complexe
eNoSC (« energy-dependent Nucleolar Silencing Complex ») relie la carence en
glucose a la mise en place de marques épigénetiques réepressives. eNoSC est
composé de SIRT1, une histone déacétylase activée par le NAD® (nicotinamide
adénine dinucléotide), I'histone méthyltransférase SUV39hl, et la protéine NML
(NUCLEOMETHYLIN) qui a la capacité de lier la méthylation H3K9me2 mais dont la
fonction précise est inconnue. Privée de glucose, la concentration d’ATP disponible
pour la cellule diminue et le ratio NAD+/NADH augmente. L’'augmentation de NAD"
provoque l'activation du complexe eNoSC via SIRT1, entrainant ainsi
I’hétérochromatinisation par déacétylation et méthylation des histones. Ce processus
permet de réprimer la synthése d’ARNr, et donc la synthese protéique, dans des

conditions ou il est nécessaire pour la cellule d’économiser de I'énergie.

2.Réorganisation de la chromatine et développement

2.1.Durant la phase embryonnaire précoce

Pendant la féecondation, les génomes haploides male et femelle se trouvent
réunis au sein du méme cytoplasme. Ces derniers possedent des organisations
chromatiniennes trés différentes. Chez les mammiferes, alors que le génome
ovocytaire possede une structure proche de ce qui est trouvé dans les cellules
somatiques, le génome male est quant a lui fortement compacté notamment en
raison du remplacement des histones par les protamines (Santos et al., 2005). Le but

du premier cycle cellulaire est de constituer un zygote en mesure de subir la méiose,
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Figure 18: Réorganisation de la chromatine durant les phases précoces de
I’lembryogenése chez la souris. (A) Dans l'ovocyte fertilisé, les
génomes male et femelle sont tres condensés. Un marquage FISH (en
rouge) permet de visualiser les séquences péricentromériques. (B) Les
séquences péricentromériques, durant la phase-S du stade une cellule,
présentent une structure décondensée sous forme d’anneaux. (C) Au
début du stade deux cellules, les séquences péricentromériques
commencent a adopter une forme compacte (fleche) pour obtenir les
noyaux avec des chromocentres disctincts trouvés dans les stades
embryonnaires ultérieurs (D). D’apres Probst et al. (2008).
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pour cela, les deux génomes doivent subir une restructuration de la chromatine
centromérique afin d’obtenir des centromeres fonctionnels (Figure 18). Durant cette
premiere étape, les deux pronoyaux restent dissociés pour subir réplication de 'ADN
et condensation des chromosomes. L’hétérochromatine centromérique adopte alors
une structure en anneaux qui ne sera résolue quau stade 2 cellules. Enfin,
chromosomes males et femelles s’alignent sur une ligne métaphasique commune
avant de ségréger vers les deux cellules filles (Probst et al., 2007). A ce jour, les

mécanismes en charge de la restructuration sont inconnus.

2.2.Durant le phénomene de dédifférenciation cellulaire

Chez les plantes, le traitement de cellule de mésophile en vue dobtenir des
protoplastes induit une dédifférenciation. Chez Arabidopsis thaliana, Tessadori et al.
(Tessadori et al.,, 2007) ont pu montrer que cette dédifférenciation s’accompagne
d’'une forte réorganisation de la chromatine. En effet, les auteurs ont observé une
diminution de la fraction hétérochromatique caractérisée par une réduction de la taille
et du nombre des chromocentres. Cet évenement est accompagné d’une
décondensation de 'ADNr 5S et des répétitions centromériques 180 bp ainsi que
d’'une dispersion des transposons Athila. L’ADNr 45S quant a lui reste partiellement
condensé. De maniere étonnante, ce remaniement de I'hétérochromatine n'est pas
accompagné de déméthylation ADN ou H3K9me2 ni de réactivation d’éléments
transposables. Cependant aucune donnée sur la transcription des genes d’ARNr 5S
et I’ARNr 45S n’est disponible pour ce systeme.

Puis, laissés en culture, les protoplastes montrent de nouveau des structures
hétérochromatiques. Le phénoméne de recondensation est progressif et corrélé au
degré de répétitivité des séquences puisqu’il commence par 'ADNr 45S suivi des
répétitions centromériques et de 'ADNr 5S. En effet, la taille des loci pour 'ADNr
45S, les répétitions 180 pb et 'ADNr 5S est respectivement de 3-4 Mb, 1 Mb et 100-
300 kb (AGI, 2000; Cloix et al., 2000; Copenhaver et Pikaard, 1996). En revanche,
méme apres plusieurs jours de culture, les éléments répétés tels que les
transposons demeurent localisés hors des chromocentres.

Ces reésultats mettent en avant la dynamique de la chromatine, et la mise en

place des structures hétérochromatiques par la cellule. De plus, ils indiquent qu'il
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6eme jour aprées 13éme jour apres
floraison floraison

Figure 19: Condensation des loci 1Ax1 transgéniques au 6eme et 13éme jours apres
floraison chez le mais. Les deux loci 1Ax1 sont visualisés par la méthode FISH
dans les noyaux triploides de I'endosperme. Les noyaux sont délimités par une
ligne bleue. Au 6eme jour apres la floraison, la transcription des transgenes 1Ax1
n‘est pas encore effective et les loci sont condensés. Au 13eme jour aprés
floraison, aprés linitiation de la transcription des transgenes 1Ax1, les loci
apparaissent fortement décondensés. D’aprés Wegel (2005).
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existe une hiérarchie au sein des séquences répétées, puisqu’il semble exister une

corrélation entre la taille de la famille répétée et la chronologie de condensation.

3.Réorganisation de la chromatine et transcription

Nous avons vu que dans de nombreuses situations, les modifications de la
chromatine régulent l'activité transcriptionnelle des génes. Par exemple, il est
souvent rapporté que la perte de marques eépigénétiques répressives et la
décondensation de la chromatine sont corrélées a une réactivation de séquences
normalement réprimées. Cependant, les deux cas présentés ci-dessous suggerent
gue la situation inverse est également possible, puisqu’ici [l'activation
transcriptionnelle semble a I'origine des modifications de la chromatine.

Chez le ble, la synthese des protéines HMW (« High Molecular Weight »),
impliquées dans la production du gluten, intervient vers le 8™ jour aprés la floraison
et leurs transcrits sont détectés jusqu’au 38°™ jour (Shewry et Halford, 2002). La
transformation de plants de blé par une construction incluant le gene 1Ax1 codant
pour une protéine HMW a eu pour conséquence la création d’'un locus possédant 20
copies répétées en tandem de ce transgene. La construction possédant le promoteur
natif, la transcription des genes 1Ax1 transgénigues est soumise a la méme
régulation que les genes HMW endogenes. Le groupe de P. Shaw a utilisé cette
construction atypique pour mettre en évidence l'influence de la transcription sur la
compaction de la chromatine.

Au 6°™ jour avant floraison, le locus 1Ax1 transgénique, du fait du grand nombre
de répétitions, se présente sous la forme d'un ou deux foci condensés lors de
I'observation cytologique. Mais au 13°™ jour aprés floraison, en d'autres termes
apres linduction de la transcription des genes HMW endogenes et donc des
transgenes, le locus 1Ax1 transgénique présente une forte décondensation.
L’analyse transcriptionnelle révéle que les transcrits 1Ax1 sont détectables dés le
8%™ jour post-floraison alors que seulement une faible décondensation du locus est
observée, suggérant donc que la transcription a précédé la décondensation. Dans ce
cas, la transcription serait a l'initiative du remaniement de la chromatine (Wegel et
al., 2005).
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Une étude similaire menée par le groupe de D. Spector (Janicki et al., 2004) a
permis de mettre en évidence la réorganisation d’'un locus fortement induite par
induction de sa transcription. Une construction composée de 24 répétitions du gene
MS2 de bactériophage placées sous le contréle d’'un promoteur CMV inductible a été
introduite de fagon stable dans des cellules humaines. La construction est retrouvée
a hauteur de 200 copies organisées en un locus unique. Lors de lanalyse
cytologique en absence d’induction du promoteur, les copies CMV-MS2 sont
trouvées sous la forme d’un foci unique et condensé, associées a de la méthylation
H3K9 et a la protéine HPla. Deux heures aprés l'induction du promoteur, une
décondensation du locus CMV-MS2 transgénique est observée ainsi qu’une perte de
la méthylation histone H3K9 et de I'association avec HP1a. De maniere identique a
ce qu'ont observé Wegel et al., la détection des transcrits transgéniques précede
I'observation de la décondensation. Il serait d’ailleurs probable que la transcription du
locus CMV-MS2 intervienne avant la disparition de la méthylation H3K9 et de la
protéine HP1a. Ces marques hétérochromatiques seraient donc enlevées apres la

mise en place de la transcription.
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Des travaux réalisés au laboratoire ont pu mettre en évidence une
décondensation des loci d’ADNr 5S, entre le 2°™ et le 4°™ jour de développement
post-germination, supposée intervenir dans la mise en place de la transcription des
genes d’ARNr 5S (Mathieu et al., 2003a). Un de mes projets de recherche était
d’affiner cette observation et de déterminer ou et quand la transcription devenait
effective.

Nous nous attendions a une décondensation progressive de 'ADNr 5S associée
a l'apparition de boucles euchromatiques permettant I'expression des genes d’ARNr
5S. Afin de tester cette hypothése, il nous a paru intéressant d’établir la cinétique
permettant l'installation de la structure chromatinienne, partant dun état tres
condensé au 2°™ jour pour arriver & une situation mature 2 ou 3 jours plus tard.

La description du phénotype mutant pour I'ARN polymérase IV (Herr et al., 2005;
Onodera et al., 2005) nous a amené a nous intéresser a cette nouvelle classe de
polymérase. En effet Onodera et al. (2005) ont observé en condition pol IV (nrpd2a)
des noyaux présentant une décondensation anormale de I’ADNr 5S. De plus Herr et
al. (2005) ont pu démontrer que I'’ARN polymérase IV était active des la premiere
semaine de développement de la plante. Nous avons donc décidé de mener une
cinétiqgue de compaction de 'ADNr 5S dans le mutant nrpd2a parallélement a celle
gue nous realisions chez la plante sauvage. Ceci nhous a permis de démontrer un
rble majeur de I'ARN polymérase IV sur la mise en place des structures
hétérochromatiques matures de '’'ADNr 5S au début du développement.

Ces résultats ont jeté les bases de la suite de mes travaux de recherche : utiliser
'ADNr 5S pour approfondir nos connaissances sur I'établissement des patrons
chromatiniens d’'une séquence hétérochromatique. Plus particuliéerement, le but de
ces recherches était de mieux caractériser le r6le de 'ARN polymérase IV dans ces
evéenements, et notamment, comprendre le role de ses deux formes distinctes Pol
IVa et Pol IVb.
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Le but de cette revue était d'une part de faire le point sur I'ensemble des
informations disponibles sur la régulation eépigénétique de I'ADNr 5S chez
Arabidopsis ; d’autre part de montrer les ressemblances de cette régulation
epigénétique dans un organisme animal : Xenopus laevis et un organisme végétal :
Arabidopsis thaliana.

Cette revue fait le point sur les données structurales et transcriptionnelles de
’ADNr 5S mais aussi sur les régulations épigénétiques s’exercant sur le 5S. Une
table recense les mutants épigénétiques agissant sur les génes 5S d’Arabidopsis, et

notamment les mutants de la voie RADM que j’ai utilisés pour mes expeériences.
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Transcription of the 5S rRNA heterochromatic
genes is epigenetically controlled in Arabidopsis
thaliana and Xenopus laevis

] Douet and S Tourmente

Unité Mixte de Recherche CNRS 6547 BIOMOVE, Université Blaise Pascal, Aubiére Cedex, France

58S ribosomal DNA is a highly conserved tandemly repeated
multigenic family. As suggested for a long time, we have
shown that only a fraction of the 55 rRNA genes are
expressed in Arabidopsis thaliana. \n Xenopus laevis, there
is a developmental control of the expression of the 58
rRNA genes with only one of the two 5S rDNA families
expressed during oogenesis. For both Arabidopsis and
Xenopus, the strongest transcription of 55 rRNA, respec-
tively in the seed and during oogenesis is correlated with

heterogeneity in the transcribed 5S rRNAs. Epigenetic
mechanisms such as modification of the chromatin structure
are involved in the transcriptional regulation of the 5S rRNA
genes in both organisms. In Arabidopsis, two silencing
pathways, methylation-dependent (RNAi) and methylation-
independent (MOM pathway), are involved in the silencing of
a 58 rDNA fraction.

Heredity (2007) 99, 5-13; doi:10.1038/sj.hdy.6800964;
published online 9 May 2007

Keywords: 5S rDNA; epigenetic; transcription; Arabidopsis thaliana, Xenopus laevis

Introduction

Higher eukaryotes contain thousands of rRNA genes,
and it has been believed for some time that only a
fraction of rRNA genes are active, since the number of
these genes far exceeds that expected to be required to
supply ample cytoplasmic TRNA (reviewed in Rogers
and Bendich, 1987).

Eukaryotes regulate the effective dosage of their 455
TRNA genes with fewer than half of the genes being
transcribed by polymerase I at any one time. rRNA gene
dosage control utilizes a common mechanism with
nuclear dominance, a phenomenon in which genetic
hybrids transcribe the rRNA genes inherited from one
parent, whereas the rRNA genes of the other parent are
inactive (Pikaard, 2000). Central to this mechanism is an
epigenetic switch in which concerted changes in promo-
ter cytosine methylation density and specific histone
modifications dictate the on and off states of rRNA genes
(Lawrence et al., 2004).

In most cukaryotes, the 55 rRNA genes are organized
as separate clusters of tandem repeats transcribed by
RNA polymerase 11l There is a substantial literature on
55 rDNA but most reports concern the size of the repeat,
its copy number and chromosomal localization obtained
from in situ hybridizations. In the yeast model, consider-
able work concerns the characterization of polymerase 111
transcription machinery components (Geiduschek and
Kassavetis, 2001; Ducrot et al., 2006). The first results on
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the regulation of 55 rDNA transcription were obtained in
Xenopus laevis, where a developmental control of the 55
TRNA genes expression occurs. The somatic gene family
(400 copies organized in tandem) is expressed in both
oocytes and somatic cells, whereas the oocyte-type genes
(20000 copies, tandemly arranged on several chromo-
somes) are only expressed during oogenesis and early
embryogenesis when the larger amount of 55 rRNA is
synthesized (Peterson ef al., 1980). Both families encode a
120 nucleotides (nt) 55 rRNA with a five-nucleotide
difference between the oocyte and somatic 55 rRNAs
(Ford, 1973; Wolffe, 1994).

In the plant kingdom, results obtained in rice suggest a
developmental control of the 55 rRNA genes expression.
Two species of 55 rRNA were recovered in 48h
germinated embryos whereas only one was present in
ungerminated embryos (Hariharan ef al., 1987). In
Arabidopsis thaliana, different species of 55 rRNA were
recovered in tissues like seeds and roots, but this
heterogeneity is absent in adult leaves and stems
(Mathieu et al., 2003a) implying silencing of the corre-
sponding genes.

For several years our work has focused on the
transcriptional regulation of 55 rDNA in A. thaliana. This
review demonstrates that 55 rDNA is highly regulated at
different levels and that epigenetic mechanisms are
involved in both A. thaliana and X. laevis.

Arabidopsis 5S rDNA loci

A. thaliana has approximately thousands of 55 rRNA
genes per haploid genome and these occur in tandem
arrays (Campell et al., 1992), localized in the pericen-
tromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5 in
the Columbia ecotype (with a large locus on the left arm
and a small locus on the right arm of chromosome 5)
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(Murata ef al., 1997; Fransz ef al., 1998; Tutois ef al., 1999;
Cloix ef al., 2000). A typical 55 tDNA unit is 0.5kb long
(Figure 1). It contains a 120 bp transcribed sequence, with
an internal promoter and an approximately 380 bp
intergenic spacer. The latter contains a TATA-like motif
28bp upstream the franscribed region, necessary for
transcription, and a simple cluster of T residues down-
stream the transcribed region, used as terminator signal
(Cloix et al., 2003). Transcription by RNA polymerase III
gives rise to a 120nt 55 TRNA (Cloix ef al., 2002).

In A. thafiana, only two 58 rDNA arrays are transcribed

Our in vive and in vitro results have revealed that 55
TRNA genes from chromosome 3 and from the small
locus of chromosome 5 are not expressed (Figure 2). The
presence of numerous mutations in the internal promoter
of these genes probably prevents their transcription
(Cloix ef al., 2003). 55 TRNA genes from chromosome 3
are dispensable since some ecotypes lack these loci
without deleterious effects for the plant (Fransz ef al.,

1998; Tutois ef al., 2002).
In vivo and in vitro experiments have shown that only

two 55 rDNA loci are transcribed in the cell: the locus on
chromosome 4 and the large locus on the left arm of
chromosome 5 (Figure 2; Cloix ef al., 2002, 2003). These
two 55 blocks are around 150 kb, each containing around
300 tandemly repeated 55 rDINA units.

58 rRNA genes and 58 rBNA heterogeneity

In Arabidopsis, we identified two types of 55 TRNA
genes in each of the two transcribed 55 loci (chromosome
4 and large locus on the left arm of chromosome 5). The
first class corresponds to the major genes (which
represent 15-20% of the potentially franscribed 5S genes)
coding for one 55 rRNA species, whereas the second
class contains what we have named the minor 55 rRNA
genes (80-85% of the potentially transcribed 55 genes;
Figure 2). These latter genes harbor one to three

5S rDNA unit (500 bp)

nucleotide substituions in their transcribed region
compared to the major genes (Cloix ef al, 2002). We
observed that only the major 55 rRNA genes are
transcribed in  wild-type (WT) 3-week-old leaves
(Mathieu ef al., 2003a). Since in vitro experiments have
demonstrated that minor genes have the potential to be
transcribed, their silent state must result from an active
process. This indicates that inside the two transcribed
55 blocks, only a fraction of the 55 rRNA genes are
transcribed (the major genes) with therefore a silencing
of the rest of the genes (the minor genes) in WT leaf
nuclei.

In the Xenopus model, 55 gene heterogeneity results
from the presence of two distinct, physically separated,
55 gene families: the constitutively expressed somatic
one and the oocyte one whose expression is restricted to
oogenesis. They encode a 120nt 55 rRNA with a five-
nucleotide difference (Ford, 1973).

When the greatest quantities of 55 TRNA are accumu-
lated, that is in the seed and during oogenesis, in
Arabidopsis and Xenopus respectively, 55 rRNA hetero-
geneity is observed. The 55 rRNA heterogeneity depends

on tissues and/or developmental stages and implies
mechanisms which dictate the on and off states of the

corresponding 55 genes.

Methylation of 58 rRNA genes
DNA methylation is one of the major events causing

ene repression. In plants, 5-25% of all cytosines are
methylated (Rangwala and Richards, 2004).

The tandemly repeated 55 TDINA has been shown to be
highly methylated in different plant species: maize
(Mascia et al., 1981), wheat (Grellet and Penon, 1984),
lupin (Rafalski ef al., 1982), pea (Ellis ef al., 1988), flax
(Goldsbrough et al., 1982) and tobacco (Fulnecek ef al.,
1998). Using genomic sequencing, we studied the
methylation of A. thaliana 55 TDNA and found it to be
highly methylated (79% of methylated cytosines) at CpG,
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Figure 1 Structure of A. thaliana 55 rDNA units. (a} Two tandemly organized 55 rDNA units. (b} One 55 rDNA unit with the 120bp-
transcribed sequence containing the internal promoter composed of box A (A}, intermediate element (IE} and box C (C). The upstream region

contains three motifs necessary for transcription at —28, —13 and —

terminator.
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Figure 2 Localization of transcribed and not transcribed 55 rDNA loci. 55 laci {red} are localized in the pericentromeric region (enlarged on
the figure} of chromosomes 3, 4 and 5 composed of the 180 bp-satellite (yellow) and other sequences (blue}. The loci 1, 2, 3 of chromosome 3
and the small locus of chromosome 5 are not transcribed (crossed arrow}. The 55 locus of chromosome 4 and the large locus of chromosome 5
are the only transcribed lod (red arrow). Both contain major and minor 55 genes, which have the ability to be transcribed.

CpNpG and asymmetrical contexts. We also identified
a small fraction of less methylated 55 rDNA units
(Mathieu et al., 2002), thought to be the transcribed
fraction (see later). However, we did not find any
nonmethylated 55 genes, suggesting that all 55 genes
contain methylated cytosines, probably at degrees
depending on their transcriptional activity. We found
an inverse correlation between 55 rDNA methylation,
studied with methylation-sensitive enzymes, and the
proportion of minor 55 rRNA. Minor 55 rRNAs were
recovered in roots (13%), in plants treated with the
cytosine methylation inhibitor compound 5-azacytidine
(22.7%) and in ddml mutant plants (22%, see later),
where 55 rDNA is hypomethylated (Mathieu ef al.,
2003a).

DNA methylation is a stable epigenetic mark for
transcriptional gene silencing (TGS). Miller ef al. (1978)
reported that Xenopus oocyte-type 55 rDNA is highly
methylated in erythrocytes where it is repressed,
although no direct correlation between methylation and
transcription has been made. To assess whether methyla-
Hon impaired transcription, the expression of an in vitro
methylated 55 gene was checked after injection into
Xenopus oocytes. However, the absence of transcription
inhibition (Besser ef al., 1990) probably revealed that
methylation alone was not sufficient to repress transcrip-
tion, rather than an absence of influence of the methyla-
Hon on Xenopus 55 1DNA transcription. According to
Santoro and Grummt (2001), no transcription repression
was observed presumably because the DNA was not
properly packaged into nucleosomes. Similarly, i vitro
transcription of an Arabidopsis naked 55 tDNA gene or
mouse 455 rDNA gene was not impaired by DNA
methylation (Santoro and Grummt, 2001; Mathieu ef al.,
2002). This suggests the requirement for a specific

chromatin state for the repression of these genes in the
cell.

The RNAI pathway is proposed to be involved in the
silencing of 58 rBNA genes in Arabidopsis

Like almost every eukaryote, plants have the potential to
neutralize invading nucleic acids and to repress repeti-
tive sequences to prevent deleterious effects on genome
stability and expression. These sequences can be
repressed transcriptionally (TGS) through DNA methy-
lation, histone methylation and/or chromatin remodel-
ing. Short interfering RNAs (siRNAs) of 21-24nf,
processed from double-stranded RNAs (dsRNAs) de-
rived from the controlled sequences, have a key role in
determining the mode and sequence specificity.

In A. thaliana, silencing at endogenous repeat loci
involves histone H3 lysine 9 (H3K9) methylation and
RNA-directed DNA methylation (RADM) (Pelissier ef al.,
1999; Mathieu and Bender, 2004). RADM is accomplished
by the de novo cytosine methyltransferase domains
rearranged methylase 2 (DRM2) (Cao ef al., 2003) and
defective in RN A-directed methylation 1 (DRD1) (Kanno
et al., 2004), a SWI2/SNF2-related protein. RADM is
correlated with the production of homologous siRNAs.
55 siRN As are detected in WT plants (Xie ef al., 2004) and
55 1DNA is highly methylated at CNN (Mathieu et al.,
2002), which is a hallmark of RADM.

Recent works have proposed the following model for
the maintenance of the heterochromatic state at Arabi-
dopsis pericentromeric sequences such as AfSN1 (small
retroelements), 455 and 55 1DNA: transcripts trailing
from polymerases (I or III in these cases) that are stalled
or slowed by DRM-mediated de novo methylation are
sensed as aberrant and directly or indirectly become

—
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templates for RNA polymerase [Va (Pol [Va), one of the
two forms of the plant-specific nuclear RNA polymerase
IV (Pol IV) (Herr ef al., 2005; Kanno et al., 2005; Onodera
et al., 2005; Ponter ef al., 2005; Vaucheret, 2005). Pol [Va
would generate precursor RNA at the endogenous
repeats and these transcripts then move to the nucleolus
where their complements are generated by RNA-depen-
dent RNA polymerase 2 (RDR2) transcription. The
resulting double-stranded RNA are then diced by
dicer-like 3 (DCL3) and loaded into an argonaute 4
(AGO4)-containing effector complex or RNA-induced
silencing complex (RISC) within the siRNA processing
centers in the nucleolus. Then a subunit of the second Pol
IV form, Pol IVb, would associate with AGO4-RISC
(Pontes ef al., 2006).

How AGO4-RISC-Pol IVb complexes mediate their
effect on chromatin modification at target loci is unclear.
The resulting compacted chromatin is methylated at
DNA, methylated and deacetylated at histones. De novo
DNA methylation by DRM2, which is predicted to
contribute to aberrant RNA production, would provide
for positive feedback (Pontes et al., 2006). Although this
model is highly probable (55 siRNA accumulation is
decreased in pol IV, rdr2, dcl3 mutants), it needs to be
checked for 55 rDNA transcription level (derepression of
minor genes in RNAi pathway mutants). In addition,
if RNAi mediates silencing, the initiating trigger RNA
needs to be identified. Recently, Mayer et al. (2006)
reported that long intergenic spacer transcripts, which
are processed into smaller intermediate RNAs, are
required for heterochromatin and silencing of a subset
of mouse 455 rDNA arrays. Whether such transcripts
have similar function for 55 rDNA needs to be
investigated.

Finally, it is reasonable to assume that the 21-24 nt 55
siRNAs cannot discriminate the major and minor 55
TRNA genes. However, we postulate the existence of a
chromatin condensation gradient along the 55 1DNA
arrays. It remains to be found whether some structural
features of the loci can favor this model and explain the
selective repression of the minor 55 TRNA genes.

Involvement of the chromatin structure

Both in vitro transcription experiments (Mathieu ef al,
2002) and the Pol [V model (Onodera ef al., 2005; Pontes
et al, 2006) suggest the involvement of the chromatin
structure in 55 rDNA regulation.

WT 3 weeks

In Arabidopsis, the involvement of chromatin struc-
ture in the transcriptional regulation of 55 genes was
demonstrated by cytological experiments using the ddml
mutant. The decrease in DNA methylation 1 gene (DDM1)
encodes a SWI/SNE2-like chromatin remodeling protein
(Jeddeloh ef al., 1999; Brzeski and Jerzmanowski, 2003).
The ddml mutation is known to cause a substantial
demethylation of the genome and a striking decondensa-
tion of the chromocenters (Soppe et al., 2002). In leaf
nuclei of 3-week-old WT plants, fluorescent in situ
hybridization (FISH) with a 55 rDNA probe revealed
that a fracion of 55rDNA forms loops that emanate from
the chromocenters (Figure 3). In this tissue, only the
major 55 TRNA was recovered and the transcribed major
55 genes presumably reside in the 55 loops. The 55 1DNA
fraction residing in the heterochromatic chromocenters is
considered to be silent. In the ddml mutant, larger 55
1DNA loops were observed and some 55 minor genes
were expressed with 22% minor 55 rRNA tfranscripts
recovered in 3-week-old leaves (minor 55 rRNAs contain
1-2 nudleotide substitutions compared to the major 55
rRNAs; Mathieu ef al., 2003a).

In Xenopus, the involvement of chromatin structure
was shown by the appearance of the linker histone H1 in
embryonic chromatin, which correlates with the estab-
lishment of repression of oocyte-type 5S genes. Histone
Hl1 is available during embryogenesis but not during
oogenesis where it is replaced by the B4 variant. Histone
H1 may direct the correct positioning of nucleosomes
over the oocyte promoter (Chipev and Wolffe, 1992),
which suggests significant phasing of nucleosomes
influencing transcription factor IIIA (TFIIIA) binding
over the promoters (Gottesfeld and Bloomer, 1980; Hayes
and Clemens, 1992; Lee ef al, 1993; Yang and Hayes,
2003). Changes in chromatin composition, as embryo-
genesis proceeds, resulting in a compacted chromatin in
the presence of histone H1 and leading to the final
repression of the oocyte 55 TRNA genes, had a major role
in differential gene activity between the two 5S gene
families (Wolffe, 1989; Dimitrov ef al., 1993; Bouvet ef al.,
1994; Sera and Wolffe, 1998). It is likely, in plants, that
chromatin condensation might be influenced by the
position of nucleosomes along the DNA fiber (Martinez-
Balbas ef al., 1990). In tobacco, 55 rDNA units can be
wrapped in a number of alternative nucleosome frames;
thus potentially varying accessibility of franscription
factors across the 55 tDNA tandem array (Fulnecek et al.,
2006).

Figure 3 55 tDNA loops emanate from chromocenters in nuclei of 3-week-old plants. The heterochromatic chromocenters are DAPI-stained
structures {green arrow). FISH with a 55 rDNA probe (red signal} on 3-week-old nuclei from WT plants. Bar =5 gm. A fraction of the 55
1DNA signal is located in the heterochromatic chromocenters, while the other fraction forms loops within euchromatin (white arrows).
Counterstaining with DAPI (left), FISH with the 55 rDNA probe (middle}, and the merge of both (right} are shown.
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55 rDNA histone modifications

The combination of DNA and histone modifications
(methylation, acetylation, etc.) specifies chromatin struc-
ture and determines its transcriptional competence
(Jenuwein and Allis, 2001). Transcribed and silent 58
rDNA fractions are therefore expected to contain
different histone modifications specific for active and
inactive transcriptional states, respectively.

Acetylation of the N-terminal domain of histones
weakens the interaction of histones with DNA and
facilitates the recognition of binding sites by transcrip-
tion factors. In Xenopus, in vitro experiments from Tse
et al. (1998) showed that high levels of acetylation
completely inhibited higher order folding of 12-mer
nucleosomal arrays assembled onto a DNA template
consisting of twelve 55 tandem repeats. This was
correlated with a large enhancement in the ability of
RNA polymerase Il to transcribe through the 12-mer
nucleosomal arrays. Chromatin immunoprecipitation
(ChIP) experiments conducted by Howe et al. (1998)
confirmed that the upstream, non-transcribed region of
the transcriptionally active Xenopus-somatic 55 genes is
packaged with acetylated histone H4, whereas repressed
oocyte 55 genes were not.

As already mentioned, silencing at endogenous repeat
loci in A. #haliana involves RADM and histone modifica-
tions. Lysines of histones H3 and H4 can appear in
mono-, di- and trimethylated states (Paik and Kim, 1971;
Tumner, 2005), which have been recently proposed to
reflect functional differences (Dutnall, 2003). In general,
methylation of histone H3 lysine 4 has been associated
with transcriptionally active genes (Sims et al., 2003).
Conversely, methylation of H3K9 has been linked to
heterochromatin and gene silencing (Lippman and
Martienssen, 2004). Immunocytology has shown that
Arabidopsis 55 loops, expected to contain the transcribed
fraction, have euchromatic features such as dimethyla-
tion of lysine 4 of histone H3 (H3K4me2) and acetylation
of lysine 9 of histone M3 (H3K9Ac), compared to the
heterochromatic status (5-methylcytosine and H3K9me2)
of the silenced 55 rDNA units colocalizing with the
chromocenters (Mathieu et al., 2003a). ChIP experiments
have shown that 55 rRNA genes become enriched in the
euchromatic marks H3K4me2 and trimethylation of
lysine 27 of histone H3 (H3K27me3) in ddmi, resulting
from loss of CpG methylation and correlating with the
release of silencing of some minor 55 rRNA genes and
the larger 5S loops (Mathieu et al., 2003a, 2005) (Table 1).

ChIP experiments revealed that 55 rDNA is also
associated with the heterochromatic marks H3K27mel
(monomethylation) and H3K27me2. However these 55
rDNA methylation patterns were both unaffected by CG
hypomethylation in ddmi and metl (CG maintenance
DNA methyltransferase) mutants, demonstrating their
independence of CG methylation (Mathieu et al., 2005).

Table 1 Histone modifications at A, thaliana 55 IDNA

Euchromatin Heterochromatin
H3Kdme2 H3K9me2"
H3K27me3 H3K27me1®
H3K9AC H3K27me2®

CG methylation directly restrains H3K27me3 (Mathieu ¢t af., 2005),
*CG methylation-dependent (Tariq ¢! al., 2003).
"CG methylation-independent (Mathieu et al., 2005).
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The silenced 55 rDNA fraction is expected to be
preferentially associated with these medifications.

Histone methylation depends on histone methyltrans-
ferases and the Arabidopsis genome encodes nine H3K9
methyltransferases (Baumbusch et al., 2001), referred as
SuvH proteins. Chromomethylase3 (CMT3)-mediated
non-CG maintenance methylation (see later) depends
on H3K9 methylation. Ebbs and Bender (2006) have
shown that the SuvH proteins 4, 5 and 6 make different
relative contributions to the maintenance of H3K9 and
DNA methylation at different loci, suggesting locus-
specific mechanisms for their recruitment or activation.
Al 5S repeats, SuvH4/kryptonite, SuvH5 and SuvHé
together control CMT3-mediated DNA methylation with
the hierarchy SuvH4 > SuvHS5 and SuvH5 = SuvHe6. They
are therefore believed to methylate histones H3 at 55
rDNA, although histone methylation patterns have not
been studied in the mutants.

Proteins considered to be involved in epigenetic
pathways acting on 55 rDNA are presented in Table 2.
In most of the cases, the impact of the proteins has been
tested through the analysis of 55 rDNA methylation or
accumulation of 55 siRNAs in the corresponding
mutants. In some of them, we have alse studied the
impact of the mutation on 55 rDNA transcription. This is
an accurate way to show the impact of a protein when
DNA methylation and siRNA accumulation are unaf-
fected in the corresponding mutant.

A new 5S8-210 transcript arises from 5S rDNA
CG-hypomethylation

In plants, DNA methylation patterns at CG sites are
maintained by methyltransferase 1 (MET1), while CMT3
is the major methyltransferase that maintains non-CG
methylation at transposable elements and centromeric
repeats (Finnegan and Kovac, 2000; Bartee et al., 2001;
Lindroth et al., 2001; Tompa et al., 2002; Lippman et al.,
2003; Tran et al., 2005). We have investigated 55 rRNA
gene silencing in mutants of MET1 and CMT3. The
release of 55 gene silencing was tested through the
detection of 210nt-long 55 transcripts (named 55-210).
This extends beyond the 120bp-transcribed sequence
and contains part of the spacer, up to now considered as
nontranscribed. The sequencing of 55-210 transcripts
revealed that they only originate from the transcription-
ally active 55 repeat clusters (chromosome 4 and large
locus on chromosome 5). 55-210 is observed in metl but
not in the cmt3 mutant, indicating that it is mainly under
the control of MET1-mediated CG methylation whereas
non-CG methylation has little or no influence (Table 2;
Vaillant et al., 2006). We actually do not know the
function of this transcript and whether the 55 siRNAs
derive from this longer transcript.

Surprisingly, combination of metl and ¢mt3 mutations
in the double-mutant releases 55 gene silencing (at 55-
210) to a lesser extent than the metl mutation alone,
although 55 rDNA methylation was strongly reduced at
both CGs and non-CGs (Vaillant et al., 2006). This result
points to the existence of additional regulatory pathways
acting on 55 rDNA transcription.

58 rDNA is a target of the methylation-independent MOM

pathway
Previous studies have identified Morpheus” molecule 1
(MOM1) as a component of a silencing mechanism

V<)
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Table 2 Mutants of epigenetic pathways acting on 55 rDNA methylation, accumulation of 55 siRNAs or 55 rDNA transcription
Protein/function 55 rDNA methylation 55 siRNA Minor 55[210-55 References
accumulation TRNA
Pol IVa (RNA polymerase V) Reduced at CG, CNG, CNN Decreased ND Onodera ¢t al. (2005),
Pontes et ai. (2006)
RDR2 (RNA-dependent RNA Reduced at CG, CNG, CNN Decreased ND Xie et al. (2004),
polymerase) Pontes et al. (2006)
DCL3 (dicer-like) Reduced at CG, CNG, CNN Decreased ND Xie et al. {2004),
Pontes et al. (2006)
AGOM {argonaute) Reduced at CG, CNG Decreased ND Xie ! al. {2004),
Zilberman et al. (2004),
Zilberman et al. (2003)
Pol IVb {RNA polymerase [V)  Reduced at CG, CNG, CNN Decreased ND Onodera ¢! al. (2005),
Pontes ¢t al. (2006)
DRM2 {domains rearranged Reduced at CG, CNG, CNN Decreased ND Elmayan et al. (2005),
methylase) Zilberman et al. (2004),
Onodera ¢t al. (2005)
SuvH 4, 5, 6 (histone H3K9 Reduced at CNG Increased (1) ND Ebbs and Bender (2006),
methyltransferase) Unchanged (2) {1) Elmayan et al. {2005),
{2) Zilberman et al. {2004)
MET1 (DNA Reduced at CG, CNG Increased® 55210 increased Onodera ¢t ai. (2005),
methyltransferase) Vaillant ¢t al. {2006),
Elmayan et al. (2005)
CMT3 Reduced at CNG Increased 55210 unchanged Elmayan et af, (2005),
(chromomethyltransferase) Vaillant et al. (2006)
DDM1 {chromatin Reduced at CG, CNG Increased® 55210 increased, Mathieu et ai. (2003a,b),
remodelling) minor 55 RNA Vaillant ¢t al. (2006)
increased
HDAG6/SIL] (histone Reduced at CNG Increased ND Elmayan et al. (2005)
deacetylase)
MOM (chromatin Unchanged Unchanged 55210 increased, Onodera et al. (2005),
remodelling) minor 55 RNA Vaillant ¢t al. {2006),
increase Elmayan et al. (2005)
Abbreviation: NI, not determined.
*Derepression of 55-repeal transcription resulls in the amplification of 55 siRNAs in these mutants.
independent of DNA methylation marks (Amedeo et al,,  met1 at 55 genes. In contrast to the situation observed for
2000; Steimer ef al.,, 2000; Mittelsten Scheid ef al.,, 2002; 55 genes, the TSI and the 180bp (two MOMI targets)
Probst ef al., 2003). They indicated that MOM1 is essential ~ transcripts accumulate to higher levels in netl cmi3 than
for silencing of heterochromatic genes and that the  in either single mutant, indicating a synergistic effect of
methylation-independent silencing MOM1 mechanism  the mutations on release of silencing at these repeats and
reinforces the methylation-based system and prevents  therefore a specific behavior of 55 rRNA genes (Vaillant
extremely rapid epigenetic deregulation in plants with et al., 2006).
DNA methylation deficiencies (Mittelsten Scheid ef al.,
2002). Other forms of A. thaliana 5§S rDNA regulation
The MOMI mutation releases silencing of transcrip- These epigenetic mechanisms as well as other mechan-
tionally silent information (TSI) repeats at chromocenters isms participate in the control of 55 rDNA transcription.
without altering their DNA methylation status (Steimer
et al., 2000). The impact of mom1 on 55 gene silencing was ~ TFIIIA is a limiting factor for 58 rDNA transcription:
tested and confirmed by the higher proportion of both  TFIIA is a 55 rDNA-specific transcription factor
minor and 55-210 transcripts in mom1 than in WT plants,  (Engelke et al., 1980). 55 rRNA, subsequently integrated
although the dense cytosine methylation of 55 genes  in the large ribosomal subunit, needs to be produced in
remained unaffected (Table 2). Nor were the heterochro- stoichiometric amounts with 455 rRNA. Our results
malic-specific (H3K9me2, H3K27me2) and euchromatic-  revealed a good correlation between levels of AtTFIIIA
specific (H3K4me2, H3K27me3) histone H3 marks at mRNA and 55 rRNA (Mathieu et al., 2003b). TFITIA could
5S rDNA modified in mom1 plants (Vaillant et al., 2006). act as a limiting factor; for example, the transcription of
Reverse transcription-polymerase chain reaction and  additional minor 55 genes in ddmi does not result in
RNA gel blot analyses revealed that the MOMI1  enhanced quantities of the 120nt 55 rRNA. Therefore,
transcript was slightly upregulated in cmi3 and metl  TFIIIA seems to be an additional level of 55 rDNA
cmit3 but not in metl, suggesting that MOMI transcrip-  transcriptional regulation (Mathieu ef al., 2003a).
tion is influenced by non-CG methylation. Given that
MOM1 participates in the control of 55 gene silencing,  Facilitated recycling pathway for RNA polymerase
we hypothesized that the upregulation of MOMI inmetl  lll: The t(RNA and 55 rDNA transcription complexes
cmi3 might counteract the release of silencing induced by~ are known to be highly stable and can initiate multiple
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rounds of transcription (Sprague, 1995). In yeast, Dieci
and Sentenac (1996) have shown that the terminator
clement appears to be required for polymerase 1
to enter the reinitiation pathway. Polymerase Il
preferentially recycles on the same template, in a way
that allows it to complete new cycles more rapidly than
the initial one. Accordingly, Jahn et al. (1987) provided
some evidence that human Pol III is retained in the
original transcription complex during the normal
reinitiation  process. Using in  vifro  transcription
experiments, we (Cloix et al., 2003) and Yukawa el al.
(2000) have shown that the 5" TATA motif is important
for reinitiation of respectively 55 rRNA and tRNA genes
both transcribed by the RNA polymerase III. Whether
this is also the case in vivo is not yet known.

Conclusion

In conclusion, this review shows that 55 rDNA is a
subject of specific epigenetic regulations. The high
conservation of the 55 genes in terms of repetitivity,
structure, DNA methylation, etc. suggests that epigenetic
mechanisms are also involved in 55 rDNA regulation in
other organisms.

Numerous experiments remain to be done to char-
acterize new regulating pathways acting on 55 rDNA.
The DNA repair pathway is one of them. Proteins acting
in DNA repair pathway are required for maintenance of
TGS at targets like Athila and TSI retrotransposons. The
proteins BRU1, RPA2, FASI and 2 (chromatin-associated
factors) do not affect DNA methylation, but brul, fasi
and fas2 mutants increased 55 siRNA accumulation
suggesting they may participate in 55 gene silencing
(Elmayan ef al,, 2005). The finding that methyl-CpG-
binding domain proteins (MBDs) associate with histone
deacetylases in plants (Zemach and Grafi, 2003) suggests
that MBDs may induce heterochromatin formation by
coordinating the activities of histone deacetylases and
histone methyltransferases. Experiments need to be
carried out to show the binding of MBD proteins on 55
rDNA (at least the repressed heterochromatic fraction).
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Afin de mettre en évidence la dynamique de la chromatine intervenant dans les
etapes précoces du développement d’Arabidopsis thaliana, des expériences de FISH
(« Fluorescent in situ Hybridization ») utilisant une sonde d’ADNr 5S ont été réalisées
entre les 2°™ et 5°™ jour aprés germination. De maniére inattendue, il s’est avéré
que les loci d’ADNr 5S subissent une forte décondensation suivie d’une
recondensation pour obtenir une compaction proche de ce qui est observé dans les
noyaux de feuilles adultes. Ce phénomeéne est accompagné de I'apparition puis de la
disparition de foci hétérochromatiques dont l'origine, malgré nos efforts, demeure
inconnue.

La réalisation d’expériences similaires dans le mutant nrpd2a nous a révelé que
'ARN polymérase IV est largement impliquée dans I'événement de recondensation
puisque dans ce mutant ’ADNr 5S reste décondenseé.

L'utilisation de I'enzyme de restriction sensible a la méthylation Haelll indique
gue les séquences d’ADNr 5S subissent une déméthylation active qui est attribuable
en partie a l'activité de la démeéthylase ROS1. De plus, dans le mutant rosl la
décondensation des genes d’ARNr 5S n’a pas été observée.

Ces résultats demontrent la nécessité d'un remodelage de 'ADNr 5S dans les
jours suivant la germination pour permettre la mise en place d'une structure
chromatinienne mature permettant vraisemblablement une expression optimale des
genes d’ARNr 5S. Ce remodelage repose sur les activités quasi simultanées de
'ARN polymérase IV et de la déméthylase ROS1.
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Interplay of RNA Pol IV and ROS1 During Post-Embryonic 5S rDNA

Chromatin Remodeling

Julien Douet ', Bertrand Blanchard "2, Claudine Cuvillier ! and Sylvette Tourmente Lo
YCONRS, UMR 6247 GReD, Clermont Université, INSERM . 24 Avenue des Landais, 63177 Aubiere Cedex, France

We have investigated the chromatin structure of 5S
rDNA, a heterochromatic pericentromeric tandemly repeated
family, at 2, 3, 4 and 5 days post-germination. Our results
revealed a large-scale reorganization of 5S rDNA chromatin
that occurs during the first days of development. Unexpect-
edly, there is a decondensation followed by a ‘re’condensation
of 5S rDNA chromatin, to obtain almost mature nuclei 5d
post-germination. The reorganization of 5S rDNA chromatin
is accompanied by a rapid and active demethylation of 5S
rDNA mediated by the ROSI1 (repressor of silencing 1)
demethylase, whereas the plant-specific RNA polymerase 1V
(Pol 1V) is essential to the 5S chromatin ‘re’condensation.
In conclusion, Pol IV and ROSI1 collaborate to unlock the
5S rDNA chromatin inherited from the seed, and establish
adult features.

Keywords: Arabidopsis thaliana — Chromatin — RNA
polymerase IV — ROSI — 5S rDNA.

Abbreviations: BAC, bacterial artificial chromosome;
CC, chromocenter; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole;
FISH, fluorescence in situ hybridization; NOR, nucleolar
organizing region; Pol IV, RNA polymerase IV; RNAI,
RNA interference; ROSI, repressor of silencing 1; siRNA,
small interfering RNA; TSI, transcriptionally silent infor-
mation; WT, wild type.

Introduction

In mammals, heterochromatin displays distinct char-
acteristics in different cell types, reflecting the identity of
the cell and the developmental stage (Probst and Almouzni
2007). The cell type-specific behaviors underline the partic-
ular plasticity of the heterochromatin domain and show
that differentiation is associated with changes in hetero-
chromatin features (Keohane et al. 1996, Kobayakawa et al.
2007, Puschendorf et al. 2008). The RNA interference
(RNAI) machinery and unidentified RNAs (Maison et al.
2002, Kanellopoulou et al. 2005) have been implicated in
the assembly of mammalian centromeric heterochromatin.

Recent work, especially in fission yeast, has shown that
a low level of transcription and a functional RNAI pathway
are required to maintain heterochromatin (Grewal and
Jia 2007). Similarly, the plant-specific RNA polymerase IV
(Pol 1V) has recently been reported to contribute to small
interfering RNA (siRNA) production and shown to be
essential to RNA-directed DNA methylation (Herr et al.
2005, Kanno et al. 2005, Onodera et al. 2005, Pontier et al.
2005, Zhang et al. 2007). RNA-directed DNA methylation
is the prominent nuclear silencing pathway which guides
formation of transcriptionally silent heterochromatin at
repeated loci (Brodersen and Voinnet 2006). Arabidopsis
thaliana contains approximately 1,000 copies of 5S rRNA
genes per haploid genome. 5S rDNA is arranged in tandem
arrays (Campell et al. 1992) and is located within the
pericentromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4 and
5 (with a large locus on the left arm and a small locus on the
right arm of chromosome 5) in the Columbia accession
(Murata et al. 1997, Fransz et al. 1998). In a model pro-
posed by Onodera et al. (2005), the AGO4-containing
effector complex RISC (RNA-induced silencing complex) is
guided by siRNA to drive DNA methylation and chromatin
compaction at Arabidopsis pericentromeric sequences such
as 5S rDNA (Pikaard 2006). The phenotypes observed in
pol IV mutant nuclei, lacking 5S siRNA, revealed that 5S
genes are typically decondensed, hypomethylated and show
significantly less co-localization with heterochromatic
centromeres.

We have reported that at 2d post-germination, the
heterochromatin fraction in nuclei of leaves is much smaller
than in wild-type (WT) 3-week-old nuclei, i.e. the hetero-
chromatin fraction is composed of pre-chromocenters
(pre-CCs) that are much smaller than the CCs observed in
3-week-old nuclei. Fluorescence in situ hybridization
(FISH) revealed that 2days post-germination, the 5S
rDNA co-localizes with pre-CCs. In 3-week-old nuclei,
part of the 5S rDNA is located within heterochromatic CCs,
whereas the other fraction forms loops with euchromatic
features that emanate from CCs and were proposed to
contain the transcribed 5S rRNA genes (Mathieu et al.
2003). This provides evidence that chromatin needs to be
reorganized during development to obtain mature pericen-
tromeric and constitutive heterochromatin.
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The plant epigenome, like mammals or other epigen-
omes, responds to developmental cues (Madlung and
Comai 2004). It is likely that dynamic changes in DNA
methylation status are a key to the plasticity and inheritance
of the epigenome. Two opposing pathways, DNA methyla-
tion and demethylation, converge at numerous loci scat-
tered throughout the genome (Penterman et al. 2007). This
dynamic control may be important in keeping the plant
epigenome plastic (Zhu et al. 2007). In Arabidopsis, hetero-
chromatic repeated sequences such as 45S rDNA and many
transposons represent loci affected by the DNA demethy-
lase ROSI (repressor of silencing 1) that has a role in
erasing DNA methylation and preventing transcriptional
gene silencing (Gong et al. 2002, Kapoor et al. 2005, Agius
et al. 2000).

Here we have studied the 5S rDNA chromatin
behavior between 2 and 5d post-germination. A deconden-
sation followed by a ‘re’condensation of the 5S chromatin is
observed.The reorganization of the 5S rDNA chromatin is
associated with an active demethylation, at asymmetrical
cytosines, mediated by the demethylase ROSI1, and the
plant-specific Pol IV is essential to the 5S chromatin
‘re’condensation.

Results

5S rDNA
development

We were interested in investigating the remodeling
events that lead to the progressive establishment of a
mature heterochromatin  organization. We therefore
decided to investigate the CC fraction and the chromatin
structure of 5S rDNA at 2, 3, 4 and 5d post-germination.

In agreement with our previous results, in 2-day-
old nuclei from cotyledons, the heterochromatic
[4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-stained] CCs were
smaller than those in corresponding 3-week-old nuclei
(Mathieu et al. 2003) and were considered to represent
pre-CCs (Fig. 1A). In 2-day-old nuclei, the 5S rDNA probe
predominantly hybridized to the heterochromatic pre-CCs.
The 58S signals were compact (Fig. 1A) in 69% of the nuclei
(Fig. 1C). Surprisingly, at 3d post-germination, the 5S
signals were strongly decondensed and clearly showed less
co-localization with CCs compared with 2-day-old nuclei
(Fig. 1A). Only 48% of the nuclei displayed compact 5S
signals at this stage (Fig. 1C). At 4d post-germination, 5S
rDNA has begun to ‘re’condense, giving more compact
FISH signals, and the fraction of nuclei which displayed
compact 5S signals increased to 54% (Fig. 1A, C). 58
rDNA compaction at 5d post-germination (Fig. 1C) was
similar to that observed in 3-week-old nuclei (Mathieu et al.
2003), signifying that 5S rDNA chromatin structure is
roughly fully developed at 5d post-germination. At this

chromatin  remodeling occurs during early
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stage, part of the 5S signal co-localizes with heterochroma-
tin whereas the other fraction forms decompacted loops
(supposed to contain the transcribed 5S rRNA genes) that
emanate from CCs.

Whereas we were expecting a progressive decondensa-
tion (from a compacted 5S rDNA chromatin 2d post-
germination to a less compacted one in 5-day-old plants),
the results show that starting from 2-day-old nuclei,
heterochromatin, and 5SS rDNA in particular, undergo a
considerable decondensation followed by the ‘re’condensa-
tion of a 5SS rDNA fraction to obtain almost mature nuclei
5d post-germination.

Pol 1V is required for 58 rDNA ‘re’condensation

Compared with WT adult leaf nuclei, the pol IV
mutant shows an increased number and decreased size of
DAPI-positive heterochromatic foci associated with a 5S
rDNA decondensation (Onodera et al. 2005). In order to
identify pathways implicated in the reorganization of
heterochromatin observed in the WT plants, we have
investigated the nrpd2a Pol IV mutant (NRPD2A is the
subunit common to the two Pol IVa and Pol IVb forms).
We therefore analyzed remodeling of 5S rDNA repeats and
heterochromatin in the nrpd2a mutant at 2, 3, 4 and 5d
post-germination.

First, 2- and 3-day-old nrpd2a nuclei show the same
CCs and 5S signals as WT homologs (Fig. 1B). This is
clearly illustrated by an identical proportion of nuclei with
compact 5S signals in the WT and the nrpd2a mutant
(Fig. 1C). The difference between the WT and the nrpd2a
mutant became obvious 4d post-germination, with an
absence of ‘re’condensation of 5S chromatin in the
mutant, and so the retention of decondensed 5S clusters
(Fig. 1B, C). These results show that Pol IV is necessary for
the 5S chromatin reorganization observed in WT plants.

Young WT nuclei contain supernumerary heterochromatic

Jfoci

Arabidopsis chromosomes (n=15) display small, con-
spicuous heterochromatin segments (CCs) that mark the
position of each (peri-)centromere and of the nucleolus-
organizing regions (NORs) of chromosomes 2 and 4
(Fransz et al. 1998, Fransz and de Jong 2002). Fourteen
CCs are expected in diploid nuclei, but, due to close
association of CCs, most of the nuclei contain <10 CCs
(Fransz and de Jong 2002). Surprisingly, WT plants
between 3 and 5d post-germination contained >14 DAPI-
stained foci. The excess heterochromatic foci, smaller and
distinct from the CCs, termed supernumerary foci (s-foci,
Fig. 2A, B), were transient since they were absent in mature
WT nuclei (3% of nuclei with s-foci, not shown). A larger
proportion of nrpd2a nuclei contained s-foci (Fig. 2B) and
maintained them (Onodera et al. 2005). These results show
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Fig. 1 5S rDNA chromatin organization in early development. (A and B) Counterstaining with DAPI (left); FISH with a 55 rDNA probe

(middle); and the merge of both (right) on nuclei from WT (A) and pol IV (nrpd2a) plants (B) (Columbia background) at 2, 3

, 4 and 5d

post-germination. The blue arrow points to a pre-chromocenter. The white arrow shows a 55 rDNA loop. Bar=5 pum. (C) Proportion (%) of
WT and pol IV (nmpd2a) nuclei harboring compact 5S signals at different times of development. Nuclei with a maximum of one diffuse 55
rDNA signal were considered as compact whereas nuclei with at least two diffuse 55 signals were considered as decompacted. A compact
signal is a punctate signal. For each stage, between 50 and 90 nuclei were observed. The confidence interval is indicated for each value.
(D) Table presenting the significant P-values of the graph in C, obtained from the one-tailed Z-test.
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Figure S1: Attempt to characterize s-foci

Nuclei from 5-day-old (5d) and 3-week-old wild-type plants (Columbia background) were
hybridized with biotinylated 5S rDNA and 180bp-repeats probes and digoxigenin-labeled
ATHILA (A), TSI (B) and BACs matching 2 Mb of the left arm of chromosome 5 (C) probes.
Counterstaining with DAPI (left); FISH with a 5S rDNA and 180bp-repeats probes (middle
left. Red signal); FISH with ATHILA (A), TSI (B) or BACs matching the left arm of
chromosome 5 (C) probes (middle right. Green signal) and the merged image of the three
signals (right). Bar =5 pm.
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Fig. 2 Analysis of supernumerary foci. (A) Counterstaining with

DAPI (top left); FISH with a 255 rDNA probe (green); FISH with a
mix of 55 rDNA and 180 bp repeats probes (red); and the merged
image on nuclei from 5-day-old WT nuclei. The white arrow shows
s-foci, which hybridized with none of the probes. Bar=5pum.
(B) Proportion (%) of WT, pol IV (nrpd2a) and rosl nuclei
containing heterochromatic s-foci at different times of development
i.e. the proportion of nuclei containing >14 heterochromatic foci.
For each stage, between 50 and 90 nuclei were observed. Asterisks
(""P<0.01; one-tailed Z-test) indicate significant differences
between the WT and pol IV values. The confidence interval is
indicated for each value.

that Pol IV is necessary for the resorption of the s-foci
observed in WT plants.

The s-foci hybridized neither with the 5SS rDNA
probe, nor with the 180 bp or 25S rDNA probe (Fig. 2A),

Post-embryonic 5S rDNA chromatin remodeling

which are repeated sequences present in the pericentromeric
region of chromosomes 3. 4 and 5 (5S rDNA): on chromo-
somes 2 and 4 (25S rDNA): and in every chromosome
centromere (180bp repeats). (Peri)centromeric sequences
such as TSI (transcriptionally silent information) (Steimer
et al. 2000) or the Athila retrotransposon (Pelissier et al.
1995) co-localize with CCs in mature 3-week-old nuclei
(Supplementary Fig. S1 online). They might provide FISH
signals co-localizing with some of these s-foci in plantlet
nuclei, therefore revealing a fragmentation of heterochro-
matin. The other possibility was that sequences which were
normally euchromatic might transiently adopt a hetero-
chromatic organization. To test this possibility, we used a
probe composed of 13 bacterial artificial chromosomes
(BACs) covering the euchromatic region of the chromo-
some 5 left arm. However, none of these probes (TSI, Athila
or BACs) hybridized to these s-foci in 5-day-old nuclei
(Supplementary Fig. S1) whose nature remains to be
elucidated.

Post-germination changes of 35S rDNA methylation patterns

To determine whether the 5S rDNA chromatin reor-
ganization observed was associated with modification of the
5S rDNA methylation pattern, we performed Southern
blotting using methylation-sensitive restriction endonu-
cleases. Hpall cuts CCGG motifs but is inhibited by
methylation of either cytosine. corresponding to contexts
CG and CXG (with X different from G) (McClelland et al.
1994). Haelll recognizes GGCC but will not cut if the
inner C is methylated. Digestion of 5S genes with these
two enzymes reports on methylation at symmetrical
CG/CXG contexts (Hpall), and asymmetrical CXX context
(Haelll). The Southern blots revealed ladders of bands
at 500 bp intervals, the size of a 5S gene repeat (Campell
et al. 1992). High levels of methylation cause most of the
hybridization signal to be near the top of the ladder.
whereas loss of methylation results in more signals near
the bottom.

5S gene methylation at Hpall (not shown) and Haelll
sites was lower in mrpd2a mutants relative to their WT
siblings, at each developmental stage (Fig. 3).

In WT plants, we observed a faint increase at
symmetrical sites with Hpall between 2 and 5d post-
germination, as already described in Mathieu et al. (2003).
Interestingly, the Haelll digestion revealed a striking
decrease of asymmetrical methylation between 2 and 5d
post-germination (Fig. 3).

In the nrpd2a mutant, two major observations can
be made: first, the asymmetrical methylation revealed
by Haelll at 5S genes is already lower at 2days post-
germination and remains lower, compared with WT homo-
logs. This means that Pol IV is involved in setting DNA
methylation patterns at 5S genes before 2d of plant
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Fig. 35S rDNA methylation analysis in WT and pol IV plants.
Genomic DNA (300 ng) of WT and pol IV (nrpd2a) genotypes was
digested with Haelll. The DNA gel-blot was probed with 55 rDNA.
Digestions were performed from plants at 2, 3, 4 and 5d post-
germination. The arrowhead shows a 0.5 kb 55 rDNA unit.

development, probably during the seed formation.
Secondly, the decrease of asymmetrical DNA methylation
observed in WT plants is absent in the nrpd2a mutant;
however the demethylation is not mediated by Pol IV
(see later).

These results show that important 5S rDNA methyla-
tion changes (particularly at the CXX position) accompany
the major 5S rDNA chromatin remodeling observed
between 2 and 5d post-germination.

ROS!I mediates 5S rDNA demethylation

The absence of replication in the cotyledons between
2 and 5d post-germination implies that the demethylation
observed at 5S rDNA is not a passive process but an active
one. Heterochromatic repetitive sequences such as 45S
rDNA and many transposons represent targets for the
DNA glycosylase/demethylase ROS1 (Gong et al. 2002,
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Kapoor et al. 2005, Agius et al. 2006). However, 5S rDNA
has not been reported yet as a ROSI target.

To assess the role of ROSI in the demethylation of 5S
rDNA at asymmetrical cytosines during the first days
of development, we performed Southern blotting using
the methylation-sensitive restriction enzyme Haelll and
DNA from the WT and the ros/ mutant at 2 and 5d post-
germination. As shown in Fig. 4A, in the ros/ mutant the
decrease of asymmetrical methylation is absent or nearly
absent. We cannot exclude a slight decrease of methylation
at the 5d stage which could be performed by other gly-
cosylases of the DEMETER family strongly expressed at
that time (Ortega-Galisteo et al. 2008). These results show
that ROSI is necessary to erase 5S rDNA methylation at
CXX positions during the first days of development.

Since methylation and compaction of highly repeated
sequences are often correlated, an absence of 5S rDNA
chromatin decompaction was expected in ros/ plants. To
confirm the role of ROSI in 5S rDNA chromatin remodel-
ing during early development, we performed 5S rDNA
FISH experiments on ros/ plants at 2, 3, 4 and 5d post-
germination. First, in contrast to the po/ IV mutant, the
cytological analysis revealed a comparable evolution of the
s-foci in ros/ and WT plants (Fig. 2B). Secondly, FISH
experiments support the methylation results obtained by
Southern blot. Indeed, the number of nuclei displaying
compact 5S rDNA signals was equivalent in WT and
rosl plants at 2d post-germination (Fig. 4B, C). However,
in 3-day-old nuclei, whereas 5S rDNA underwent a decon-
densation event in WT seedlings, the decondensation step
did not occur in the ros/ background (65% of nuclei at 2d
vs. 73% in 3-day-old nuclei displayed compact 5S rDNA).
Naturally, no ‘re’condensation event was observed in
rosl nuclei. Five-day-old ros/ plants displayed the same
proportion of nuclei with compact 5S rDNA as their WT
counterpart and showed the same mature features (i.e. part
of the signal is euchromatic and the other part is
heterochromatic).

These results show the ROSI independence of s-foci
and the role of ROSI in the decondensation event occurring
at 3d post-germination.

Discussion

The centromere region of Arabidopsis chromosomes
consists of the core region which is mainly composed of
180 bp tandem repeats (Haupt et al. 2001) and flanking
pericentromeric domains, which contain 5S rDNA, trans-
posons and other dispersed repeats (Fransz et al. 1998,
Tutois et al. 1999).

Our previous work prompted us to think that 5S
rDNA chromatin had to undergo a progressive deconden-
sation during post-embryonic development to establish its
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Fig. 4 ROS1 mediates 55 rDNA demethylation. (A) Genomic DNA (300 ng) of WT and ros1 plants was digested with Haelll. The DNA
gel-blot was probed with 55 rDNA. Digestions were performed from plants at 2 and 5 d post-germination. The arrowhead shows a 0.5 kb
5S rDNA unit. (B) Counterstaining with DAPI (left); FISH with a 55 rDNA probe (middle); and the merge of both (right) on nuclei from ros1
plants at 2, 3, 4 and 5 d post-germination. Bar= 5 pm. (C) Proportion (%) of WT and rosT nuclei harboring compact 5S signals at different
times of development. Nuclei with a maximum of one diffuse 5S rDNA signal were considered as compact, whereas nuclei with at least
two diffuse 5S signals were considered as decompacted. A compact signal is a punctate signal. For each stage, between 50 and 90 nuclei
were observed. The confidence interval is indicated for each value. Asterisks (""P<0.01; one-tailed Z-test) indicate a significant difference
between the WT and ros1 values. The confidence interval is indicated for each value.
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mature organization (i.e. part of the 5S rDNA is located
within heterochromatic CCs whereas the other fraction
forms loops with euchromatic features, considered to
contain the transcribed 5S genes, that emanate from CCs)
(Mathieu et al. 2003). Surprisingly, FISH results showed
that, starting from 2-day-old nuclei, a large and rapid 5S
rDNA chromatin decondensation occurs, which precedes
a ‘re’condensation of a 5S rDNA fraction to obtain almost
mature nuclei 5d post-germination. In this study, we
provide evidence that ROSI is responsible for the decon-
densation event and Pol IV is necessary for the reorganiza-
tion phenomenon. We observed the same decondensation
event between 2 and 3 d post-germination in WT and nrpd2a
plants. However, the difference between them became
obvious at 4d post-germination. The absence of ‘re’con-
densation of 5S rDNA in the nrpd2a mutant clearly
demonstrates the role of Pol IV in the establishment of
the 5S rDNA heterochromatin fraction during early
development.

Several publications demonstrated a correlation
between the formation of pericentromeric heterochromatin
and cell differentiation during mammalian early develop-
ment (Cammas et al. 2002, Rangasamy et al. 2003, Probst
et al. 2007, Puschendorf et al. 2008). For example, the first
rearrangement of the pericentromeric heterochromatin into
somatic CCs takes place at the 2-cell stage in the mouse.
According to Probst and Almouzni (2007), this 2-cell stage
might be the first opportunity to express an RNA
component that could contribute to CC organization. In
Arabidopsis thaliana, the two plant-specific nuclear Pol IV
forms, Pol IVa and Pol IVb (Herr et al. 2005, Kanno et al.
2005, Pontier et al. 2005, Vaucheret 2005). mediate siRNA-
and DNA methylation-dependent heterochromatin forma-
tion (Onodera et al. 2005).

In the same window of time (i.e. 2-5d post-germina-
tion), we noticed changes in the methylation pattern of 5S
rDNA in WT plants. We observed a faint increase of 5S
rDNA methylation at symmetrical sites in accordance with
Mathieu et al. (2003). We also observed a marked decrease
of methylation at asymmetrical cytosines mediated by the
demethylase ROSI. Most of the loci affected by ros/ are
affected in non-CG contexts (Zhu et al. 2007). The observed
absence of asymmetrical demethylation in nrpd2a mutant
results from the down-regulation of ROS/ in the pol IV
mutant (Huettel et al. 2006, Mathieu et al. 2007). 5S rDNA
is strongly methylated in the seed (Mathieu et al. 2003) and
at 2d post-germination (this work) in WT plants. In nrpd2a
plants, the 5S rDNA methylation is lower compared with
WT plants whatever the methylation context or the age of
the plants, confirming the role of Pol IV in the 5S rDNA
methylation. The lower methylation of 5S rDNA in nrpd2a
plants compared with WT plants 2days post-germination
suggests that Pol IV activities are already needed during
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seed formation. Accordingly, Pontier et al. (2005) reported
a very abundant accumulation of NRPDla and NRPDIb
proteins, two Pol IV subunits, in the reproductive phase
(flowers) compared with the vegetative phase (leaves).
However, 5S rDNA compaction is not affected in 2-day-
old nrpd2a nuclei. This shows that mechanisms other than
methylation are involved in DNA compaction in the
quiescent seed. Seeds are characterized by a high degree of
dehydration known to play a significant role in DNA
conformational structures (Zluvova et al. 2001).

Maturation of (hetero)chromatin goes through the
presence of heterochromatic foci which disappear in mature
WT nuclei but remain in nrpd2a nuclei. nrpd2a nuclei retain
at least two characteristics of immature nuclei: the decom-
paction of pericentromeric sequences such as 5S rDNA and
the maintenance of heterochromatic foci. Although ROSI,
together with Pol IV, participates in the maturation of the
5S rDNA chromatin, maturation of the transient hetero-
chromatic foci does not seem to depend on ROSI.

Nuclear reorganization should be considered as an
important driving force in the regulation of developmental
gene expression. During early mammalian development,
chromatin remodeling and, hence, nuclear reorganization is
thought to be functionally linked to transcriptional activa-
tion during embryo pre-implantation (De La Fuente et al.
2004, Martin et al. 2006). In plants, conformational changes
of DNA (Boubriak and Osborne 1994) and large global
demethylation events (Drozdenyuk and Vanyushin 1976,
Follmann and Schleicher 1990) take place during germina-
tion and obviously reflect a transition from the metaboli-
cally quiescent seed to the actively growing and developing
seed (Zluvova et al. 2001). In the Arabidopsis suecica
allotetraploid hybrid. changes in NOR condensation and
chromatin modifications correlate with changes in 45S
rDNA gene expression during post-germination early
development (Pontes et al. 2007).

In conclusion, we have shown that ROSI and Pol IV
act together to remodel the 5S chromatin via DNA methyl-
ation modifications. The viability of ros/ plants shows that
5S RNA transcription can occur without the major 35S
rDNA chromatin decondensation event. We cannot exclude
that ros/ mutant has developed alternative pathways to
ensure an appropriate ribosome production (a situation
encountered several times; Vaillant et al. 2007, Vaillant
et al. 2008), or that these remodeling events facilitate an
efficient transcription. However, according to Matzke et al.
(2007), the elaboration of the Pol IV pathway in the plant
kingdom might reflect the need for rapid, reversible changes
in gene expression. Thus it is reasonable to think that in the
WT context, the decondensation might allow unlocking of
a fraction of 5S rDNA units able to respond to environ-
mental changes. In this case, the 5S rDNA cytological
difference in ros/ and WT 5-day-old nuclei is expected to
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be subtle. The Pol IV/ROS pathway might control a
fraction of the 5S rRNA genes, i.e. the plastic 5S rDNA
fraction.

Materials and Methods

Plant material

Arabidopsis thaliana WT, pol 1V (nrpd2a-1) and rosi-1 plants
were from the Columbia ecotype. nrpd2a-1 seeds were obtained
from the Arabidopsis Biological Resource Center (Stock # SALK
095689) and rosi-1 seeds were obtained from Dr. J. K. Zhu
(University of California, Riverside, California, USA). After
synchronization for 2d at 4°C, seeds were grown on a germination
medium [MS Salt (Duchefa biochimie. Haarlem, The Netherlands)
supplemented with 3% sucrose and 0.8% BactoAgar] in a growth
chamber using a 16 h light (120 uE m?s')/8 h dark regime at 23°C,
and cotyledons (first leaves developed during embryogenesis) were
collected at 2-5d post-germination.

Nucleic acid isolation and gel-blot analysis

Total genomic DNA was isolated using the DNeasy kit
(Qiagen. Courtaboeuf, France). Digestions were realized with
300ng of Arabidopsis genomic DNA and 20U of restriction
enzyme in the recommended buffer (New England Biolabs, UK).
Digested DNA was electrophoresed in 0.8% agarose gels over-
night, depurinated in 0.25N HCI and capillary blotted onto
Hybond-N+ membranes (Amersham, GE Healthcare, Saclay.
France).

DNA probes were labeled with [%-*P]JdCTP using a random
hexamer priming method (Megaprime DNA labelling system.
Amersham). Quantifications were done on a Phosphorlmager
(Molecular Imager FX, Bio-Rad). For quantification of 5S rDNA
methylation. the radioactivity of the 0.5kb band (which corre-
sponds to monomeric units of 5S rDNA) was compared with the
radioactivity of the whole lane.

Fluorescent in situ hybridization

Prior to use, tissues were fixed in ethanol/acetic (3:1)
solution. Probes were labeled by PCR using gene-specific primers
with biotin-16-UTP (Roche, Meylan, France) or digoxigenin-11-
UTP (Roche). FISH experiments were performed according to
Schubert et al. (2001). When biotin-labeled probes (5S rDNA or 58
rDNA mixed with 180 bp repeats) were used, avidin conjugated
with Texas Red (1:500; (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) followed by goat anti-avidin conjugated with biotin (1:100:
Vector Laboratories) and avidin-Texas Red (1:500) were used for
the detection. When biotin-labeled (5S rDNA mixed with 180 bp
repeats) and digoxigenin-labeled (45S rDNA) probes were used
together, avidin-Texas Red (1:500) followed by goat anti-avidin
conjugated with biotin (1:100) and avidin-Texas Red (1:500)
were used for the detection of the biotin-labeled probe, and mouse
anti-digoxigenin (1:125; Roche) followed by rabbit anti-mouse
fluorescein isothiocyanate (FITC) (1:500: Sigma) and Alexa
488-conjugated goat anti-rabbit (Molecular Probe. Eugene, OR.
USA) were used for the detection of the digoxigenin-labeled probe.
Before microscopic analysis, nuclei were stained with DAPIL.

Microscopy and image processing

For microscopic analysis. an epifluorescence Imager Z1
microscope (Zeiss) with an Axiocam MRm camera (Zeiss) was
used. Fluorescence images for each fluorochrome were captured

Post-embryonic 5S rDNA chromatin remodeling

separately through the appropriate excitation filters. The images
were pseudocolored, merged and processed with the Adobe
Photoshop software (Adobe Systems). Between 50 and 90 nuclei
were analyzed for each developmental stage.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed on cytological results for
5S rDNA compaction and s-foci. In both cases a comparison of
proportions Z-test was used. The probabilities were calculated
from a one-tailed test. The confidence interval was calculated for
cach proportion with a confidence level of 99%. Between 50 and
90 nuclei were analyzed for each developmental stage.

Supplementary data

Supplementary data are available at PCP online.
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SUPPLEMENTAL DATA

MATERIALS AND METHODS

Fluorescent in situ hybridization (FISH)

Prior to use, tissues were fixed in ethanol/acetic (3:1) solution. Probes, excepted
BACS (see below), were labeled by PCR using gene specific primers with biotin-16-
UTP (Roche) or digoxigenin-11-UTP (Roche). FISH experiments were performed
according to Schubert et al. (2001). When biotin-labeled probes (5S rDNA or 5S
rDNA mixed with 180bp-repeats) were used, avidin conjugated with Texas Red
(1:500; Vector Laboratories) followed by goat anti-avidin conjugated with biotin
(1:200; Vector Laboratories) and avidin—-Texas Red (1:500) were used for the
detection. Digoxigenin-labeled (TSI, ATHILA, BACs) and biotin-labeled (5S rDNA
mixed with 180bp-repeats) probes were used together, avidin conjugated with Texas
Red (1:500; Vector Laboratories) followed by goat anti-avidin conjugated with biotin
(1:200; Vector Laboratories) and avidin—-Texas Red (1:500) were used for the
detection of the biotin-labeled probe; and mouse anti-digoxigenin (1:125; Roche)
followed by rabbit anti-mouse fluorescein isothiocyanate (FITC) (1:500; Sigma) and
Alexa 488-conjugated goat-anti-rabbit (Molecular Probes) were used for the detection
of the digoxigenin-labeled probe. Before microscopic analysis, nuclei were stained
with DAPI (4’, 6-diamidino-2-phenylindole).

BACs F14F8, F17K4, FIN13, F2K13, F20L16, F5E19, F7K24, MIKP11, MIQK4,
MIRG7, MIVA3, T16G12, T1A4, T21H19, T29J13 were labeled with digoxigenin-11-
dUTP using the nick translation kit (Roche).
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Dans l'article précédent, nous avons vu que des remaniements importants de la
chromatine, impliquant la participation de 'ARN polymérase IV, surviennent durant
les premieres étapes du développement. L’ARN polymérase IV étant trés active sur
’ADNr 5S durant cette période, nous disposions d’un outil performant pour préciser
son rble dans [I'établissement des patrons d’expression et des structures
chromatiniennes des geénes d’ARNr 5S. Nous avons notamment cherché a
comprendre les roles respectifs des formes Pol IVa et Pol IVb.

Précédemment, des travaux menés dans I'équipe avaient permis la détection
d’'un transcrit ARNr 5S atypique, d’'une longueur de 210 bases (5S-210), dont
'expression était activée dans les mutants comme metl ou ddml (Vaillant et al.,
2006). Le 5S-210 a donc été considéré et utilisé comme un témoin de dérépression
des genes d’ARNr 5S.

Dans l'article précédent, nous avons vu que 'ARN polymérase IV est impliquée
dans la phase de recondensation de 'ADNr 5S, cependant, son éventuel réle dans la
répression transcriptionnelle d’'une fraction des genes d’ARNr 5S restait inconnu.
L’analyse semi-quantitative des transcrits 5S-210 par RT-PCR associée au
séquencage des produits PCR nous a indiqué que '’ARN polymérase IV exerce une
répression sur I'expression des genes d’ARNr 5S selon un mode d’action inattendu.
En effet, alors que Pol IVa et Pol IVb semblent coopérer pour maintenir le
« silencing » des loci 5S des chromosomes 4 et 5, Pol IVb posséde une activité
répressive supplémentaire uniqguement dédiée au bloc 5S du chromosome 4 et
indépendante de Pol IVa et de RDR2. Ceci a été confirmé par des expériences de
FISH qui indiquent que seul le locus 5S du chromosome 4 subit une décondensation
dans les mutants pol IVb (nrpd1b) et pol IV (nrpd2a) mais qui est absente du mutant
pol IVa (nrpdia).

Parallelement, nous nous sommes intéresses a la nature du transcrit 5S-210 qui
possede dans sa séquence de 'homologie avec le siRNA 1003, lui-méme connu
pour cibler les genes d’ARNr 5S. Grace a des expériences de RT-PCR, nous avons
pu mettre en évidence des orientations sens et antisens pour le 5S-210, suggérant
donc une organisation en ARN double brin,. Nous avons pu également montrer que
RDR2 est responsable de la synthése du brin antisens et que son action est
indépendante et antérieure a celle de Pol IVa.
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Nos résultats suggerent deux voies distinctes pour la régulation des genes
d’ARNr 5S. Une premiere voie serait basée sur la coopération de Pol IVa et Pol IVb
pour imposer le « silencing » transcriptionnel des loci 5S des chromosomes 4 et 5.
Cette action pourrait passer par la génération de siRNA a partir des transcrits 5S-210
double brin produits par RDR2. Une deuxiéme voie, indépendante de Pol IVa et
RDR2, impliquerait Pol IVb dans le remaniement de la chromatine du bloc d’ADNr 5S

du chromosome 4.
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ABSTRACT

In this paper, we have studied the expression of the 5S-210 transcript, a marker of
silencing release at 5S RNA genes, to show a differential impact of RNA polymerase
IV (Pol IV) on 5S rDNA arrays. We have shown that Pol IVa and Pol IVb cooperate to
maintain a transcriptional silencing of 5S RNA genes at chromosomes 4 and 5. We
also showed an additional Pol IVb activity, RDR2- and Pol IVa-independent which
occurs specifically on 5S RNA genes from chromosome 4. It is illustrated by a large
silencing release correlated to the decompaction of 5S rDNA at chromosome 4 in pol
IVb mutant. Contrary to the current RNA-directed DNA methylation (RdDM) models,
RDR2 acts upstream of Pol IVa at 5S RNA genes. It generates a 5S-210 antisens
transcript, 210 bases-long, from the complementary sens transcript whose initial
transcription is Pol IV-independent. The long 5S-210 double-stranded RNA very likely
produces the wellknown 24 nt-heterochromatic 5S siRNA used as a marker of RADM
at 5S RNA genes. In conclusion, our results are in agreement with the two-step
RdDM model proposed by Matzke et al. (2006) together with an additional Pol IVb
activity.

Key words: Pol IV, 5S RNA gene silencing, 5S-210 transcript, chromatin
compaction, RDR2.
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INTRODUCTION

Plant gene silencing is targeted to transposons and repeated sequences by small
RNAs from the RNA interference (RNAi) pathway. The plant-specific RNA
polymerase IV (Pol 1V) has been recently reported to contribute to siRNA production
and shown to be essential to RNA-directed DNA methylation (RdDM) (Herr et al.,
2005 ; Kanno et al., 2005; Onodera et al., 2005 ; Pontier et al., 2005). RdADM is the
prominent nuclear silencing pathway presumed to guide formation of transcriptionally
silent heterochromatin at repeated loci (Brodersen and Voinnet, 2006). High levels of
DNA methylation and silencing depend on siRNA accumulated by the Pol IV
pathway. Pol IV exists in two isoforms (Pol IVa and Pol IVb) with NRPDla and
NRPD1b as their respective largest subunits. Both Pol IVa and Pol IVb share the
second largest subunit NRPD2a. Pol IVa and Pol IVb act at different steps in the
RdDM pathway, but their precise role remains unknown. Genes involved in the
production of siRNAs associated with DNA methylation include NRPD1la, RDR2
(RNA-Dependent RNA Polymerase 2), and DCL3 (DICER-LIKE 3). Previous models
for the RADM pathway have suggested that Pol IVa transcribes methylated DNA or
transcripts of methylated loci, with resulting Pol IVa transcripts being made double-
stranded by RDR2. However, no template and product were experimentaly
demonstrated neither for Pol IVa nor for RDR2. Then, double-stranded RNAs are
thought to be processed onto 24nt siRNAs by DCL3. (Kanno et al., 2005; Herr et al.,
2005; Xie et al., 2004; Chan et al., 2004). Downstream genes which carry out the
transcriptional silencing function include AGO4 (Argonaute 4) which binds siRNAs,
DRD1, a SWI/SNF family protein, and NRPD1b (Zilberman et al., 2003; Onodera et
al., 2005; Pikaard et al., 2008). NRPD1b interacts with AGO4 through the CTD (Li et
al., 2006; El-Shami et al., 2007), and Pol IVb, DRD1 and DRM2 (Domains
Rearranged Methylase 2) (Chan et al., 2004; Cao and Jacobsen, 2002) are then
thought to collaborate in the siRISC-directed DNA methylation process. Recent
genome wide analyses of small RNA populations have shown that there are at least
4600 Arabidopsis loci that give rise to small RNAs, with 94% of them being
dependent on Pol 1Va, and with a Pol IVb contribution depending on the loci (Mosher
et al., 2008).
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Figure 1 : Schematic representation of a 5S rDNA unit and 5S-210 transcript.

A) A 5S rDNA unit contains the 120bp-transcribed region followed by the intergenic
region containing the 5S array-specific T-stretch. Boxes represent differences
between the two T-stretch from chromosome 4 and chromosome 5 left arm.

B) The 5S-210 transcript is homologous to the 120nt-transcribed region and 90nt
from the adjacent intergenic region. T-stretch and siRNA 1003 are shown.
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Targets of the Pol IV-dependent RADM include transposable elements, regulatory
regions of several protein-coding genes and 5S rRNA-encoding DNA (rDNA) arrays
(Herr et al., 2005; Kanno et al., 2005; Chan et al., 2006; Pontier et al., 2005; Qi et al.,
2006; Zilberman et al., 2003; Zilberman et al., 2004; Onodera et al., 2005; Xie et al.,
2004). We (Douet et al., 2008) and others (Onodera et al., 2005; Elmayan et al.,
2005; Pontier et al., 2005; Pontes et al., 2006) have reported changes in 5S rDNA
methylation, 5S rDNA chromatin compaction and 5S siRNA accumulation in Pol IV
mutants. In these reports, 5S rDNA arrays, which have separate functions and
locations (For a review, Douet and Tourmente, 2007), were considered together.
Arabidopsis thaliana contains approximately 1000 copies of 5S rRNA genes per
haploid genome. 5S rDNA is arranged in tandem arrays (Campell et al., 1992) and
located within the pericentromeric heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5 (with
a large locus on the left arm and a small locus on the right arm of chromosome 5) in
the Columbia accession (Fransz et al., 1998; Murata et al., 1997). The 5S array from
chromosome 3 and the small locus on the right arm of chromosome 5 are
transcriptionally inactive due to the presence of mutations in the promoter of the 5S
RNA genes. 5S-repeat clusters located on chromosomes 4 and left arm of
chromosome 5 are transcriptionally active (Cloix et al., 2002). They both contain
transcribed and repressed/heterogenous 5S RNA genes in WT plants (Mathieu et al.,
2003). We have previously identified a 5S RNA species (5S-210) composed of genic
and intergenic regions which is a marker of silencing release at 5S RNA genes
(Vaillant et al., 2006). The presence of a chromosome-specific T stretch identifies the
chromosome origin of 5S-210 transcripts (Cloix et al., 2002).

In this paper, we have shown that Pol IVa and Pol IVb cooperate to maintain a
transcriptional silencing of 5S RNA genes at chromosomes 4 and 5. We also showed
an additional Pol IVb activity, RDR2- and Pol IVa-independent, which occurs
specifically on 5S RNA genes from chromosome 4. We also identified a RDR2
substrate since 5S-210 RNAs are made double-stranded by the RDR2 activity. Our
results on 5S rDNA are in favor of RDR2 acting upstream of Pol IVa and support the
two-step RADM model proposed by Matzke et al. (2006) together with an additional
Pol IVb activity.
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Figure 2 : RT-PCR detection of 5S-210 transcripts in WT, nrpdla, nrpdlb, nrpd2a
mutant plants.

(A) Expression of ACTIN 2 was used to normalize the 5S-210 amounts. Negative
controls were performed without reverse transcriptase (no RT).

(B) A graphic representation of 5 independent experiments is given. The standard
deviation of the mean is indicated on each bar. Asterisks indicate values significantly
different from the WT value which is arbitrarily fixed as 1 (Mann-Whitney test, *
P<0.05).

(C) Proportion of 5S-210 transcripts from chromosomes 4 and 5. RT-PCR products
from (B) were sequenced and the T stretch signature analysed to determine the 5S
array’ origin of 5S-210 transcripts.

A total of 70, 53, 68 and 51 5S-210 cDNA clones were sequenced for WT, nrpdla,
nrpdlb, and nrpd2a, respectively. Asterisks denote significant differences to the WT
value (Fisher’s exact test, ** P<0.001) which is arbitrarily fixed as 1.
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RESULTS

Different impact of Pol IVa and Pol IVb in 5S RNA genes silencing

In a preceding paper, we have identified a 5S transcript, 210 bases-long (5S-210)
which is a marker of silencing release at 5S RNA genes. This 5S-210 transcript
homologous to the 120nt-transcribed region and 90nt from the adjacent intergenic
region (Vaillant et al., 2006) contains the sequence of the chromosome-specific T
stretch which identifies its 5S array- origin, and the sequence of the wellknown 5S
SiRNA 1003 (Figure 1). The accumulation of this 24nt-siRNA is used to test the
action of RdADM proteins on 5S rDNA.

In order to define the impact of the Pol IV isoforms on 5S RNA genes silencing, we
analysed 5S-210 accumulation by RT-PCR experiments in WT, nrpdla (mutant of
the largest subunit of Pol IVa), nrpdlb (mutant of the largest subunit of Pol IVb) and
nrpd2a (mutant of the common subunit of Pol IVa and b) plants. 5S-210 transcripts
overaccumulated by a 2,5 factor in nrpdlb and nrpd2a but not in nrpdla
accumulating similar 5S-210 transcripts quantities than WT plants (Figure 2A, B).
The release of silencing in nrpdlb indicates that silencing of 5S RNA genes is
controlled by Pol IVb. and the results obtained with nrpd2a confirm these
observations.

The absence of silencing release in nrpdla shows that Pol IVa has no influence, at

the quantitative level, on 5S-210 RNA transcription.

Pol IVb has a preponderant role on 5S array from chromosome 4

5S rDNA arrays are located within the pericentromeric heterochromatin of
chromosomes 3, 4 and 5. We assessed whether this Pol IV-mediated silencing
operates on all 5S arrays or operates selectively. Using the T stretch signature (Cloix
et al., 2002), we analysed the origin of the 5S-210 transcripts. Sequencing of RT-
PCR products revealed that 5S-210 transcripts only originate from the
transcriptionally active 5S-repeat clusters located on chromosomes 4 and
chromosome 5 left arm. In WT conditions, the 5S array from chromosome 5
contributes for 70%, the 5S array from chromosome 4 contributing for the remaining
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Figure 3 : Proportion of heterogenous 5S-210 transcripts from chromosomes 4 and 5
The 70, 53, 68 and 51 5S-210 cDNA clones from WT, nrpdla, nrpd1lb, and nrpd2a
plants respectively, were analyzed for the presence of nucleotide substitutions
(heterogeneity) in the first 120 bp of their sequence. (Alignment is provided figure
S1).

Asterisks denote significant differences to the corresponding (chromosome 4 or 5)
WT reference value (Fisher’'s exact test, * P<0.05, ** P<0.01). The proportions
obtained for chromosome 4 in nrpdlb are not significantly different from nrpdla
(P=0,15).
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30% of the 5S transcripts (Figure 2C). The proportions and quantities are not
significantly different in nrpdla mutant compared to WT. In nrpdlb and nrpd2a
mutants, the 2,5 factor overaccumulation of 5S-210 transcripts results only from the
silencing release of the 5S array from chromosome 4, since the quantity of 5S-210
transcripts providing from chromosome 5 is unchanged (Figure 2C).

These results refine our previous conclusions indicating that the silencing release
observed in nrpd1lb concerns the 5S array from chromosome 4 ; the results obtained
with nrpd2a confirm these observations. Therefore, the Pol IVb-mediated repression

seems to operate majorily on the 5S array from chromosome 4.

Differential Pol IV regulation on 5S arrays from chromosomes 4 and 5

The 5S rDNA loci consist of both active and heterogenous silent copies of the 5S
RNA gene. We previously showed that the release of silencing of 5S RNA genes
illustrated by the increase of the proportion of heterogenous 5S transcripts (i.e.
containing some mutations in the transcribed region) can occur without changes of
the 5S RNAs quantity (Mathieu et al., 2003; Vaillant et al., 2007). Our present results
unequivocally show the Pol IVb impact on chromosome 4 since we observed an
overaccumulation of 5S-210 transcripts from this chromosome in the pol Vb mutant.
However, we cannot exclude some effect of Pol IVa on this 5S array, as well as we
cannot exclude some effect on transcription of Pol IVa and Pol IVb on the 5S array
from chromosome 5 at the qualitative level. To precise the relations Pol IV isoforms/
5S arrays, we have analysed the heterogeneity of 5S-210 transcripts produced by 5S
arrays from chromosomes 4 and 5 (Figure 3). As shown figure 3, the proportion of
heterogenous 5S RNA increases in each mutant.

First, the results show that the proportion of heterogenous 5S RNA from
chromosome 5 is significantly enhanced in the same proportions in nrpdla, nrpdlb
and nrpd2a compared to the 3% observed in WT. They demonstrate the Pol IV
impact on this 5S array with an equivalent impact of Pol IVa and Pol 1Vb.

Second, for chromosome 4 we can observe a significant increase of the proportion of
heterogenous 5S transcripts in nrpdla compared to WT. Less surprisingly, in nrpd1b
and nrpd2a we observed a significant increase of the proportion of heterogenous 5S
transcripts, compared to WT (Figure 3).
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Figure 4 : Compaction of 5S arrays from chromosomes 3, 4 and 5.

A) Representative images of condensed and decondensed 5S rDNA locus from
chromosome 4. Counterstaining with DAPI (left); FISH with a 5S rDNA probe (red);
FISH with a 25S rDNA probe which reveals the 45S locus (green); and the merged
image on nuclei from WT and nrpd1b nuclei. Associated 5S and 45S rDNA loci from
chromosome 4 are circled. In both cases (WT and nrpd1b), 5S signals from the two
chromosomes 4 are present in the white circle. Non circled 5S-red signals are from
chromosomes 3 and 5. Bar =5 ym.

B) Proportion of nuclei, derived from 45 to 62 nuclei analysed, harboring
decondensed 5S signals. 5S signals from chromosome 4 were analysed separately
whereas 5S signals from chromosomes 3 and 5 were considered together.

Asterisks denote significant differences to the corresponding (chromosome 4 or 3
and 5) WT value. (Z-test , * P< 0,05, ** P< 0,01). Interval confidence with a

confidence level of 99% is shown on each bar.
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These results refine our previous conclusions indicating that silencing of 5S RNA
genes from chromosome 5 is controlled by Pol IVa and b at the qualitative level;
both isoforms seem to have an equivalent effect i.e. a derepression of heterogenous
5S genes is observed in nrpdla and nrpdlb without increasing the total amount of
5S-210 RNA. Silencing of 5S RNA genes from chromosome 4 is controlled by Pol
IVa at the qualitative level, and Pol Vb exerts a major role acting at both qualitative
and quantitative levels.

The results suggest that Pol IVa and Pol IVb act in the same pathway to maintain the
repression of heterogenous 5S genes from chomosome 5. They also suggest a
specific and additionnal role for Pol IVb on 5S arrays from chromosomes 4. There is

therefore a differential Pol IV impact on 5S arrays from chromosomes 4 and 5.

Pol IVb drives compaction of 5S rDNA from chromosome 4

RdDM drives DNA methylation and chromatin compaction at Arabidopsis
pericentromeric sequences such as 5S rDNA (Pikaard, 2006; Mathieu et al., 2007).
The phenotypes observed in pol IV mutant nuclei revealed that 5S RNA genes are
typically decondensed, hypomethylated and show significantly less colocalization
with heterochromatic centromeres. However 5S arrays from the different
chromosomes were not discriminated (Onodera et al., 2005; Douet et al., 2008).

In order to determine whether chromatin decompaction is 5S array-specific or may
concern every 5S array, we performed FISH experiments with both 5S rDNA and
45S rDNA probes on WT and Pol IV mutant plants. The chromosome 4 is the only
chromosome to carry both rDNA species. 5S rDNA from chromosome 4 colocalizes
with 45S rDNA signals in almost all nuclei (Fransz et al., 2002). 5S signals outside
chromosome 4, coming from chromosomes 3 and 5 were considered together
(Figure 4).

FISH analysis revealed that 36 % of the WT nuclei contain one or two decondensed
5S signals at chromosome 4. The proportions are similar in WT and nrpdla mutant
whereas a significant larger proportion (59%) of the nrpdlb and (77%) of nrpd2a
nuclei harbor decondensed 5S signals at chromosome 4. From these analyses, we
conclude that 5S arrays from chromosome 4 are decondensed in nrpd1b, and these

results are confirmed with nrpd2a observations, whereas nrpdla has no visible effect
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Figure 5: RT-PCR detection of sens and antisens 5S-210 transcripts in WT, nrpdla,
nrpdlb, nrpd2a, rdr2 mutant plants.

(A) Expression of ACTIN 2 was used to normalize the 5S-210 transcripts amounts.
Negative controls were performed without reverse transcriptase (no RT).

(B) A graphic representation of 6 independent experiments is given. The standard
deviation of the mean is indicated on each bar. Asterisks indicate values significantly
different from the WT sens or antisens value (Mann-Whitney test, * P<0.01) .
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on this compaction. Therefore, NRPD1b has the ability to act on the chromatin of 5S
rDNA from chromosome 4 in a NRPD1a-independent manner.

We observed no significant variation in the proportion of nuclei with decompacted 5S
signals at chromosomes 3 and 5 in WT (29%), nrpdla, nrpdlb and nrpd2a mutants
(Figure 4). These results show that nrpdla and nrpdlb mutations have no visible
effect on chromatin compaction of 5S arrays from chromosomes 3 and 5. We cannot
conclude to an absence of impact since the 5S RNA heterogeneity observed in
nrpdla and nrpdlb probably results from a non detectable decompaction of some 5S
units.

From these analyses, we conclude there is a correlation between the large silencing

release and the decompaction of 5S rDNA on chromosome 4 in nrpd1b mutant.

5S-210 antisens is produced by RDR2

In order to know whether 5S-210 are sens and/or antisens transcripts, and to define
the contribution of the different actors, we have performed RT-PCR experiments. To
define the role of RDR2 in the 5S-210 production, the rdr2 mutant was also analyzed.
First, both sens and antisens 5S-210 transcripts are produced (Figure 5).

Sens 5S-210 transcripts are present in each genetic context, demonstrating they are
transcribed neither by Pol IVa or Pol IVb nor by RDR2. 5S-210 sens transcripts
overaccumulated by a 2 to 3 factor in nrpd1b and nrpd2a but not in nrpdla and rdr2
accumulating similar quantities than WT plants. These results show that repression is
lost in nrpd1b. Furthermore, the sequence analysis has shown the same populations
of 5S-210 sens RNAs, in terms of chromosome origin and heterogeneity, than
previously shown on figures 2 and 3.

Upstream genes of the RADM pathway involved in the production of siRNAs include
RDR2 (RNA-dependent RNA polymerase) which is proposed to transcribe single
stranded RNA into double-stranded RNA. The results show that RDR2 synthesizes
the antisens 5S-210 transcript, absent in the rdr2 mutant. Similar amounts of the
antisens transcript were observed in all genetic contexts (except rdr2). These results
show that 5S-210 antisens transcripts are produced by RDR2 independently of the

sens transcripts amount. There is therefore a limited production of antisens
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Figure S1: Sequence alignment of 5S-210 transcripts

Representative sequence alignment of heterogenous 5S-210 transcripts from
chromosomes 4 and 5 with the major/reference sequence from the same
chromosome. Nucleotide positions diverging from the reference are in bold. The
chromosome-specific T-stretch is in grey.
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transcripts by RDR2. Sequence analysis of antisens transcripts has revealed that

RDR?2 transcribes sens transcripts without any selection.

DISCUSSION

Although the impact of the Polymerase IV on 5S rDNA was demonstrated on the
basis of DNA hypomethylation, decrease of 5S small RNA accumulation and
chromatin decompaction in pol IV mutant (Onodera et al., 2005; Douet et al., 2008),
the relative impact of Pol IVa and Pol IVb, their potential selective action on the
different 5S arrays and the consequence of Pol IV mutations on 5S rDNA silencing
were unknown.

In this paper, we have shown that silencing of 5S RNA genes from chromosome 5 is
controlled by Pol IVa and b at the qualitative level ; both isoforms seem to have an
equivalent effect. Their mutation leads to the derepression of heterogenous 5S RNA
genes without an increase of total 5S RNA amount. Silencing of 5S RNA genes from
chromosome 4 is controlled by Pol IVa at the qualitative level, and Pol IVb exerts a
major role acting at both qualitative and quantitative levels. The large silencing
release is correlated to the decompaction of 5S rDNA at chromosome 4 in nrpdlb
mutant. This is in agreement with the previously reported 5S rDNA hypomethylation
as well as with the reduction or elimination of 5S siRNAs (the 1003 siRNA) in both
nrpdla and nrpdlb mutants (Onodera et al., 2005; Pontier et al., 2005; Vaucheret,
2005; Pontes et al., 2006; Douet et al., 2008).

In the RdADM pathway of transcriptional gene silencing (Wassenegger, 2000;
Wassenegger, 2005; Huettel et al., 2007; Mathieu and Bender, 2004), double-
stranded RNAs generated with the involvement of RDR2 are cleaved by DCL3, and
the resulting siRNAs are loaded into AGO4/RISC and/or AGO6/RISC complexes that
mediate a de novo methylation of cytosines within DNA sequences complementary to
the siRNAs (Wassenegger, 2005; Cao et al., 2003; Zilberman et al., 2003; Xie et al.,
2004; Zheng et al., 2007). Pol IVa is thought to act at an initial step of the pathway,
upstream of RDR2 (Pontes et al., 2006), and CLSY1, a SWI-SNF family protein, is
supposed to act at the interface between Pol IVa and RDR2, presumably facilitating
the generation of dsRNAs (for a review, Pikaard et al, 2008). Pol IVb, DRD1, a SWI-
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SNF family protein, and DRM2 are thought to collaborate in the siRISC-directed DNA
methylation process through an as yet unknown mechanism (Huettel et al., 2007;
Pikaard et al., 2008). In this model, pol 1Va, rdr2 and pollVb mutants are expected to
have similar consequences. Concerning 5S rDNA, our results have shown that these
three mutants have similar effects on 5S RNA genes from chromosome 5, on the
proportion of heterogenous 5S RNA (nrpdla and b) and on 5S-210 amounts (rdr2,
nrpdla, nrpd1b), without detectable chromatin changes (nrpdla and b).

Interestingly, the situation is very different for 5S RNA genes from chromosome 4.
Whereas similar amounts of transcripts were obtained in rdr2 and nrpdla mutants,
higher amounts of transcripts correlated with 5S rDNA decompaction is observed in
nrpdlb. Therefore, Pol IVb has an additionnal role independent of both RDR2 and
Pol IVa on chromosome 4. Eventhough Pol IVb remains a mystery, it is involved in
the compaction of 5S rDNA at chromosome 4, suggesting that Pol IV/RISC complex
recruits repressive epigenetic marks on 5S arrays, notably on chromosome 4. We
know that the histone deacetylase HDA6 (Vaillant et al., 2007) and the histone
methyltransferases SUVH4, SUVH5 and SUVH6 (Ebbs and Bender, 2006) act on 5S
rDNA but it is unknown whether they are specific for one of the 5S arrays.

We show that 5S-210 sens transcripts persist in nrpdla, nrpdlb and rdr2 mutants,
demonstrating their initial formation is Pol IV independent. Actually, we have no
evidence whether they are produced by Pol I, Il or Ill. 5S-210 AS transcripts are
absent in the rdr2 mutant, providing evidence they are generated by RDR2 from the
long 5S-210 sens transcript. This strongly suggests that 5S-210 participates to the
Pol IV-mediated 5S silencing. Moreover, the long 5S-210 dsRNA, likely resulting from
the association of S and AS 5S-210 transcripts, would be a good candidate for
production of the 1003 5S siRNA , whose sequence is present in the 5S-210
sequence.

Previous models for the RdDM pathway have suggested that Pol IVa transcribes
methylated DNA or transcripts of methylated loci, with Pol IVa transcripts being
amplified or made double-stranded by RDR2. Interestingly, according to our results,
RDR2 acts upstream of Pol IVa at 5S genes since both sense and antisens
transcripts persist in nrpdla. Although Pontes et al (2006) have reported that
NRPD1a localization is unaffected in rdr2, consistent with Pol IVa acting upstream of
RDR2, they also observed some overlap between 5S gene loci and RDR2. The
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presence of RDR2 at 5S loci, although RDR2 is mainly present in nucleolar dots, is
consistent with a early action of RDR2 at 5S loci in the RdDM pathway. This mode of
Pol IVa function i.e. downstream of RDR2, has been proposed in different models
(Matzke et al., 2006; Pikaard et al., 2008).

In conclusion, we propose that the two-step RdADM model of Matzke et al. (2006)
which perfectly fits to our observations, applies to 5S arrays. In the first step (de novo
methylation step), a polymerase other than Pol IV produces sens transcripts. Then
RDRZ2, present at 5S loci, synthesizes double-stranded RNA from the single-stranded
primary transcript and DCL3 (possibly at 5S loci; Pontes et al., 2006) processes
double-stranded RNA to the heterochromatin-specific 24-nt small 5S RNAs. The
AGO4/NRPD1b/DRM2-containing silencing complex guided by siRNAs de novo
methylates 5S rDNA. In the second/reinforcement step, Pol IVa which preferentially
transcribes methylated DNA, produces transcripts (aberrant RNAs ?) that are copied
by RDR2 and subsequently diced by DCL3.

This model has the advantage to explain why unlike nrpdla, nrpdlb mutants
accumulate 5S-derived siRNAs (Vaucheret, 2005). In the pollVa mutant, the 5S
siRNA produced in the first step are completely used for de novo methylation,
whereas they are not in the pol IVb mutant and are therefore accumulated. In the
WT, a massive production of 5S siRNAs is performed during the
second/reinforcement step.

In addition to this process common to 5S arrays from chromosomes 4 and 5, a Pol
IVb action, independent of RDR2 and Pol IVa specifically applies to chromosome 4,
probably by recruiting remodelling factors. Our results open the question about the
interest for the plant to have a 5S array whose expression is more dependent on Pol
IVb. There is a need of the plant kingdom for rapid, reversible changes in gene
expression, to respond to environmental changes. We propose that the 5S array of
chromosome 4 might be the plastic 5S rDNA fraction of the genome.
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MATERIALS AND METHODS

Plant material

Arabidopsis thaliana wild type, pol IV (nrpdla-1, nrpdl-1b, nrpd2a-1) and rdr2-1
young plantlets were from Columbia ecotype. nrpd2a-1 seeds were obtained from the
Arabidopsis Biological Resource Center (Stock # SALK 095689). nrpdla-1, nrpd1-1b
and rdr2-1 seeds were obtained from Dr T. Lagrange (University of Perpignan,
France). After synchronization 2 days at 4°C, seeds were grown on a germination
medium (MS Salt [Duchefa Biochemie] supplemented with 3% sucrose and 0.8%
BactoAgar) in a growth chamber using a 16h light (120 uE.m™.sec™) / 8h dark regime
at 23°C.

Fluorescent in situ hybridization (FISH)

Prior to use, tissues were fixed in ethanol/acetic (3:1) solution. Probes were labeled
by PCR using gene specific primers with biotin-16-UTP (Roche) or digoxigenin-11-
UTP (Roche). FISH experiments were performed according to Mathieu et al. (2003).
Biotin-labeled (5S rDNA) and digoxigenin-labeled (25s rDNA) probes were used.
Avidin conjugated with Texas Red (1:500; Vector Laboratories) followed by goat anti-
avidin conjugated with biotin (1:100; Vector Laboratories) and avidin-Texas Red
(1:500) were used for the detection of the biotin-labeled probe; mouse anti-
digoxigenin (1:125; Roche) followed by rabbit anti-mouse fluorescein isothiocyanate
(FITC) (1:500; Sigma) and Alexa 488-conjugated goat-anti-rabbit (Molecular Probes)
were used for the detection of the digoxigenin-labeled probe. Before microscopic
analysis, nuclei were stained with DAPI (4’, 6-diamidino-2-phenylindole).

Microscopy and image processing

For microscopic analysis, an epifluorescence Imager Z1 microscope (Zeiss) with an
Axiocam MRm camera (Zeiss) was used. Fluorescence images for each
fluorochrome were captured separately through the appropriate excitation filters. The
images were pseudocolored, merged and processed with the Adobe Photoshop
software (Adobe Systems). 45 to 62 nuclei were analyzed for each genotype.
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Compaction of 5S arrays from chromosomes 4 and chromosomes 3+5 were
considered separately. Each group of 5S array was considered as decompacted
when at least one signal was decondensed.

Statistical analysis

Proportion of 5S-210 transcripts from chromosomes 4 and 5 and percentage of
heterogenous 5S-210 transcripts were compared with Fisher's exact test for a 2x2
contingency table. The probabilities were calculated from a one-tailed test. Statistical
analysis of 5S-210 transcripts amounts were performed using the nonparametric
Mann-Whitney U-test with mean values comparison. For statistical analyses of 5S
rDNA compaction a comparison of proportions Z-test was used. The probabilities
were calculated from a one-tailed test. Interval confidence (IC) was calculated for
each proportion with a confidence level of 99%.

RT-PCR analysis

Aliquot of 1ug of total RNA was treated with DNA-free™ Kit (Ambion) and 100ng of
DNase-treated total RNA was used as input in semi-quantitative RT-PCR reactions
using the OneStep RT-PCR Kit (Quiagen). Controls were performed without reverse
transcription step to detect contaminating DNA. Amplification of ACTIN2 RNA was
used as an internal control and to normalize RNA amounts. Detection of 5S-210 and
ACTIN2 transcripts was performed in the same reaction tube. Amplification
conditions: 50°C for 30min (reverse transcription step); 95°C for 15min (reverse
transcriptase inactivation step); 35 cycles [95°C for 30s; 51°C for 30s; 72°C for 45s];
72°C for 10min. 5S-210 transcripts were amplified using primers RTPCR5S1 (5-
GGATGCGATCATACCAG-3) and 5SUNIV2 (5-CGAAAAGGTATCACATGCC-3).
ACTINZ2 transcripts were amplified using primers ACT2-F and ACT2-R according to
Vaillant et al. (2007).

For sens and antisens 5S-210 transcripts analysis, RT-PCR experiments were
performed in two steps. For the reverse transcription step, only one primer is
provided, which is complementary to the putative RNA encoded either by the sens
strand or by the opposite strand. For the PCR step, the other primer is added.
Reverse transcription of ACTIN 2 RNA was used as a control of a sens transcription.
Amounts of amplicons were estimated using a Versadoc coupled to the QuantityOne software
(Biorad).
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Subcloning and Sequencing

PCR products were subcloned in the pGem-T easy plasmid using the pGem-T vector
system (Promega). Sequencing was performed using the CEQ 2000 Dye terminator
cycle sequencer (Beckman). Computer sequence analysis was performed with the

Clustawl program (www.infobiogen.fr).
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1.Le remodelage de la chromatine dans les étapes

précoces du developpement

Mes travaux ont débuté par la caractérisation des événements de remodelage de
la chromatine des genes d’ARNr 5S au début du développement. Précédemment, les
recherches menées par notre équipe avaient permis de montrer que les noyaux de
cotylédons récoltés 2 jours aprés germination présentent une forte condensation des
séquences d’ADNr 5S et une quantité d’hétérochromatine deux fois moindre par
rapport a la plante adulte. Les analyses Northern blot ont révélé de trés faibles
guantités de transcrits 5S dans ces tissus. Du fait de la forte compaction des loci
d’ADNr 58S, il est peu probable que les ARNr 5S observés, dans les plantes 2 jours
apres germination, proviennent d’une transcription post-germinative. C’est pourquoi il
a été proposé gu'ils soient issus de réserves accumulées au sein de la graine. Au
4°™ jour aprés germination, les loci d’ADNr 5S se présentent sous une forme
eéquivalente a ce qui est retrouvé dans la plante adulte sauvage. En effet, les loci
sont partagés entre caracteristiques hétérochromatiques et euchromatiques. De plus,
la quantité de transcrits 5S est égale a celle trouvée dans la plante adulte indiquant
gue la mise en place de la transcription a eu lieu. L’hypothése émise était donc que
la décondensation progressive des loci d’ADNr 5S du 2°™ jusqu’au 4°™ jour aprés
germination permettait I'installation de la transcription des genes d’ARNr 5S et ce,
probablement au niveau de boucles euchromatiques émanant de I’hétérochromatine
(Mathieu et al., 2003a).

1.1.L’ADNr 5S au 2°™ aprés germination en conditions sauvage

et nrpd2a

Pendant ma thése, j'ai montré qu'au 2°™ jour post-germination, la méthylation
asymetrique des séquences d’ADNr 5S en contexte sauvage est élevée alors qu’'elle
est tres fortement réduite en contexte nrpd2a. Ceci implique que I’ARN polymérase
IV est responsable de cette méthylation qui pourrait probablement intervenir au
moment de la formation de la graine pour entrainer la répression transcriptionnelle et

la compaction de 'ADNr 5S. Il est d’ailleurs intéressant de remarquer que I’ARN pol

108






Discussion et Perspectives

IV est présente dans les fleurs dans des quantités nettement supérieures a celle des
feuilles (Pontier et al., 2005), malheureusement aucune donnée n’est disponible
concernant la silique.

Nous avons pu également observer que les noyaux de plantes sauvage et
nrpd2a, en dépit d'une meéthylation ADN différente, possedent des niveaux de
compaction comparables de leur ADNr 5S. Ceci implique qu’avant le 2°™ jour post-
germination, la compaction de la chromatine possede une certaine indépendance vis
a vis de la méthylation ADN. Il notamment été rapporté que la déshydratation, qui est
une caractéristique de la graine, a un impact significatif sur la condensation de 'ADN
(Zluvova et al.,, 2001). De maniére alternative, ce phénoméne pourrait étre da a
I'utilisation de variants d’histones particuliers comme il en existe, par exemple, pour

compacter le génome des gamétophytes males chez le lys (Ueda et al., 2000).

1.2.La décompaction de ’ADNr 5S

A partir du 3*™ jour aprés germination, nous avons relevé une forte
décondensation de 'ADNr 5S chez la plante sauvage comme en contexte nrpd2a.
Dans la plante sauvage, ce phénomene est corrélé a une démeéthylation active de
ADNr 5S que nous avons pu attribuer a lactivité de la démeéthylase ROSI;
cependant nous ne pouvons exclure un réle des déméthylases DME, DML2 et DML3
dans ce processus. De plus, nous n'avons pas détecté de décondensation
significative de '’'ADNr 5S dans le mutant rosl, pourtant ces plantes sont tout a fait
viables, il est donc probable qu'une décompaction mineure intervienne dans les
plantes rosl permettant ainsi a certaines unités d’ADNr 5S de s’exprimer.
Concernant le mutant nrpd2a, nous n’'avons pas observé de déemeéthylation
attribuable a ROS1, sans doute en raison de I'extinction de I'expression de ROS1 en
contexte hypomeéthylé (Mathieu et al., 2007). Ces résultats nous indiquent que bien
que la compaction observée au 2°™ jour aprés germination soit indépendante de la
meéthylation, la décondensation quant a elle nécessite la déméthylation asymétrique
de 'ADNr 5S.

Pour la plante, l'intérét de ces évenements de décompaction et démeéthylation
pourrait étre de déverrouiller les systemes de répression mis en place lors de la

formation de la graine, notamment en effagcant les patrons de méthylation
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asymetrique de I'ADNr 5S. Ceci permettrait donc de laisser la place a l'installation de
nouvelles marques visant a instaurer une structure chromatinienne adéquate pour la

transcription efficace des genes d’ARNr 5S.

1.3.La condensation de I’ADNr 5S

Chez la plante sauvage, a partir du 4°™ jour aprés la germination, nous avons pu
observer une rapide recompaction des séquences d’ADNr 5S. Cependant, ce niveau
de compaction est inférieur & celui qui a été observé au 2°™ jour de développement.
Au 5% jour post-germination, les loci d’ADNr 5S présentent une fraction
hétérochromatique et une fraction euchromatique, cette derniere contenant
probablement les genes d’ARNr 5S transcrits. Ces résultats suggerent donc qu’au
moment de la germination, la chromatine de 'ADNr 5S doit subir une réorganisation
plus sévere qu'une simple décondensation pour acquérir des caractéristiques
adultes. L'absence d’une telle condensation dans la plante nrpd2a nous indique que

I’ARN polymérase IV est clairement impliquée dans cet évenement de recompaction.

1.4.Les effets des actions combinées de ROS1 etde I'ARN

polymérase IV

L'étude de la meéthylation asymétrique, nous révele que le phénomeéne de
recompaction n'est pas accompagné d'une augmentation de la méthylation, au
contraire, la déméthylation assurée par ROS1 décrite précédemment se poursuit
jusqu’au 5°™ jour. Pourtant la participation de 'ARN polymérase IV apparait évidente
dans le phénomene de condensation; de plus, elle est décrite comme étant
directement impliquée dans la méthylation de novo notamment des seéquences
d’ADNr 5S. Ceci nous conduit donc a avancer I'hypothése selon laquelle 'ARN
polymérase IV ne serait pas active de la méme facon sur toutes les unités d’ADNr
5S. En effet, il a été démontré que seule une fraction des génes d’ARNr 5S est
effectivement exprimée, l'autre partie, trés probablement sous une forme
hétérochromatique, demeure silencieuse. Il est possible que 'ARN polymérase IV

participe a définir les séquences a exprimer ou a réprimer.

110






Discussion et Perspectives

Des travaux menés par notre équipe ont pu démontrer, par analyse de données
issues du seéquencage du génome, l'existence d'un gradient de cytosines en
contextes asymetriques le long du bloc d’ADNr 5S du chromosome 5. En effet la
proportion des sites CNN, comparée a celles des sites CG et CNG, est plus
importante du coté hétérochromatique que du coté euchromatique du bloc. En tenant
compte du fait que la méthylation des sites asymétriques est uniquement due au
systeme de méthylation de novo, dont ’'ARN pol 1V fait partie, il serait logique que les
unités d’ADNr 5S les plus proches de I'hétérochromatine soient particuliérement
sensibles a l'action de 'ARN polymérase IV.

Les effets combinés de la déméthylation par ROS1 et de la méthylation de novo,
impliquant la participation de 'ARN polymérase 1V, seraient donc a l'origine d’'une
réorganisation de la méthylation ADN au début du développement. Nos résultats
suggerent donc que l'action de ROS1 permettrait d’effacer le patron de méthylation
installé durant la formation de la graine visant a la répression transcriptionnelle des
genes d’ARNr 5S. Dans le méme temps, I'ARN polymérase IV participerait a
I'établissement d’'un nouveau patron permettant de réprimer de maniere sélective les

genes les plus hétérochromatiques.

1.5.Les foci hétérochromatiques surnumeéraires

Parallelement a la réorganisation de '’ADNr 5S, nous avons constaté la présence
dans les noyaux de foci hétérochromatiques surnuméraires & partir du 3°™ jour de
développement. Ces derniers sont completement résorbés chez la plante adulte
alors qu’ils sont maintenus en contexte nrpd2a. Les expériences de FISH nous
indiquant qu’il ne s’agissait ni d’ADNr 45S, ni d’ADNr 5S, ni de répétitions
centromériques de 180 pb, nous avions émis deux hypothéses quant a la nature de
ces foci. La premiére d’entre elles était que les foci provenaient d’'une fragmentation
de I'hétérochromatine, et plus particulierement des familles de séquences faiblement
ou moyennement répétées. L’analyse FISH avec des sondes TSI et Athila nous a
permis d’infirmer cette hypothése. En effet, ces séquences ne colocalisent ni avec
les chromocentres, ni avec les foci, au 3°™ jour post-germination chez le sauvage ou
chez la plante nrpd2a. La deuxieme hypothése était qu'une hétérochromatinisation

transitoire de séquences normalement euchromatigues pouvait entrainer
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I'observation de ces foci. Cependant I'hybridation de noyaux avec 15 BACs couvrant
la majeure partie du bras gauche du chromosome 5 ne montra, encore une fois,

aucune colocalisation significative avec les foci.

2.Pol IVa et Pol IVb dans la régulation de ’ADNr 5S

Nous avons pu voir que le début du développement est une période ou 'ARN
polymérase IV est particulierement active. Partant de cette constatation, nous avons
cherché a démontrer I'éventuelle implication des formes Pol IVa et Pol IVb dans le
« silencing » transcriptionnel des génes d’ARNr 5S chez la jeune plante. Pour cela,
nous avons analysé I'expression du 5S-210 qui est considéré comme un témoin de
deérépression. L'utilisation du 5S-210 pour I'étude de la répression transcriptionnelle
présente deux avantages. Le premier étant qu'il offre la possibilité, apres analyse de
séquence, de connaitre l'origine du transcrit, c’est-a-dire de savoir de quel bloc
d’ADNr 5S il est issu. Ensuite, I'étude de la séquence transcrite qu’il contient, permet
d’avoir une idée de I'ampleur de la dérépression. En effet, en contexte hypométhylé
par exemple, des transcrits 5S-210 présentant des mutations sont exprimés alors
gu’ils sont normalement réprimés dans la plante adulte sauvage. De plus, la
proportion de ces 5S-210 hétérogenes augmente en fonction de la force de la
dérépression (Vaillant et al., 2006).

2.1.Coopeéeration de Pol IVa et Pol IVb dans la répression

transcriptionnelle des génes d’ARNr 5S

L'analyse qualitative de la transcription nous indique que les mutants nrpdla,
nrpd1lb et nrpd2a entrainent une dérépression transcriptionnelle des genes d’ARNr
5S. Dans les trois mutants, cette derniere se manifeste par l'augmentation
significative de la proportion des 5S-210 hétérogénes par rapport a la plante
sauvage. De plus, a I'intérieur de chaque chromosome, cette proportion est identique
dans les mutants nrpdla, nrpdlb et nrpd2a. Ces résultats nous indiquent donc que
Pol IVa et Pol IVb agissent dans la méme voie pour maintenir la répression
transcriptionnelle des genes d’ARNr 5S hétérogenes.

L'analyse cytologique nous indique que les mutants nrpdla, nrpdlb, nrpd2a
possédent des compactions des loci d’ADNr 5S des chromosomes 3 et 5
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equivalentes a celle de la plante sauvage. Nous pouvons donc conclure que la
dérépression transcriptionnelle du locus d’ADNr 5S du chromosome 5 n’est pas
accompagnée d’une altération significative de la structure chromatinienne.

Ces résultats montrant la coopération de Pol IVa et Pol IVb dans le « silencing
transcriptionnel » sont en accord avec les travaux des groupes rapportant des
phénotypes quasi identiques dans les deux mutants correspondants. En effet, il a été
observé que les mutations nrpdla et nrpd1lb entrainaient la perte (ou la diminution)
des siRNA 5S ainsi que la déméthylation de 'ADNr 5S dans des proportions

equivalentes.

2.2.Un nouveau rbéle pour Pol IVb sur le locus d’ADNr 5S du

chromosome 4

L’analyse semi-quantitative des transcrits 5S-210 a permis de révéler une forte
dérépression du locus d’ADNr 5S du chromosome 4 dans les mutants nrpdlb et
nrpd2a en comparaison des plantes sauvages ou nrpdla. Nos résultats suggerent
une transcription plus active des unités déréprimées par la perte de « silencing »
exercée par la voie Pol IVa-Pol IVb plutét que la dérépression de nouvelles unités.
En effet, cette augmentation de transcrits n’est pas accompagnée de I'augmentation
de la proportion des 5S-210 hétérogenes.

L’augmentation de la transcription du bloc 5S du chromosome 4 n’étant observée
gue dans les mutants nrpd1b et nrpd2a, ce phénomene est donc indépendant de la
forme Pol IVa et directement lié a la forme Pol IVb. L’analyse transcriptionnelle dans
le mutant rdr2 nous indique que ce phénomene est également indépendant de
RDR2.

Des expériences de FISH nous ont permis de confirmer ces résultats. En effet,
nous avons pu observer une décompaction significative du bloc 5S du chromosome
4 uniquement dans les mutants nrpdlb et nrpd2a. Donc, a I'échelle chromatinienne,
Pol IVb semble également jouer un réle sur le locus du chromosome 4 et d'une fagon
indépendante de Pol IVa. On peut se demander dans quelle mesure la méthylation
influence la compaction de I’ADNr 5S puisqu’il est démontré que les mutants nrpdla
et nrpd1lb présentent des patrons de méthylations identiques (Pontes et al., 2006;
Pontier et al., 2005).
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L’'indépendance du rble supplémentaire de Pol IVb vis-a-vis de Pol IVa et de
RDR2 suggeéerent donc une indépendance par rapport a la voie classique Pol IVa-Pol
IVb. Ceci impliguerait également une indépendance vis-a-vis des petits ARN de 24 nt
produits par la voie RDR2-DCL3.

La voie impliquant la coopération des formes Pol IVa et Pol IVb permettrait de
réprimer sélectivement I'expression des unités d’ADNr 5S produisant les transcrits
5S-210 hétérogenes. Il pourrait étre envisagé que Pol IVb permette le recrutement
de facteurs de remodelage de la chromatine entrainant ainsi un verrouillage plus

efficace des genes d’ARNr 5S du chromosome 4 (Figure 20).

2.3.Le transcrit 55-210 et RDR2

Nous avons pu mettre en évidence que le transcrit 5S-210 est majoritairement
retrouvé sous la forme ARN double brin (ARNdb) dans la plante sauvage. Compte
tenu du fait que la séquence du 5S-210 présente de ’homologie pour le siRNA 1003
(un siRNA témoin ciblant ’ADNr 5S), il est tentant d’'imaginer que le 5S-210 puisse
étre la composante ARN a l'origine du « silencing » dépendant de 'ARN polymérase
IV exercé sur 'ADNr 5S. RDR2, dans la bibliographie, est intimement liée aux
fonctions de 'ARN polymérase IV et plus particulierement a la forme Pol IVa. Nous
avons pu déterminer que ’ARNdb 5S-210 est formé a partir d’un transcrit initialement
produit par une polymérase autre que 'ARN polymérase IV. La synthése du brin
antisens, quant a elle, est dépendante de l'activité de RDR2. L’analyse des transcrits
5S-210 sens et antisens en conditions sauvage, nrpdla, nrpdlb et nrpd2a nous a
permis de tirer plusieurs conclusions. Premierement, l'augmentation de 5S-210
relative a la dérépression du chromosome 4 dans les mutants nrpd1b et nrpd2a est
attribuable uniquement a 'augmentation du transcrit 5S-210 sens. En effet, les brins
antisens sont retrouves dans les mémes quantités dans tous les contextes (sauf rdr2
bien entendu). Ce dernier point nous permet de dire que l'activité de RDR2 est
limitante dans la production de 'ARNdb 5S-210 puisque la quantité de brin antisens
est invariable méme dans des conditions ou la quantité de brin sens est nettement
augmentée (nrpdlb et nrpd2a). Enfin, d’aprés les séquences antisens dont nous
disposons pour les différentes conditions, RDR2 ne semble pas sélectionner de
transcrit 5S-210 sens particulier pour la synthése d’antisens.
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2.4.Modele d’action de la voie ARN polymérase IV
dépendante des siRNA sur ’ADNr 5S

Un résultat particulierement intéressant repose sur le fait que le transcrit 5S-210
antisens est présent dans le mutant nrpdla. Ceci suggere que, si TARNdb 5S-210
est a l'origine du siRNA 1003, alors RDR2 se trouverait en amont de la forme Pol
IVa, et non en aval comme cela a été avancé dans de nombreux modeles. Nous
suggérons donc un systéeme ou une ARN polymérase (autre que Pol IV) assure la
transcription du 5S-210 sens que RDR2 prendrait en charge directement au locus
dont est issu ce méme 5S-210 sens. Ceci suppose une localisation de RDR2 sur
’ADNr 5S, ce qui est en accord avec les observations de Pontes et al. (2006). Ces
résultats nous font donc adhérer au modele présenté par Matzke et al. (2006) décrit
dans le paragraphe 2.6 du chapitre 3 (Figure 17). Dans ce modele, qui est appliqué
aux sequences LTR, les auteurs proposent que ’ARN polymérase Il soit a l'origine
de la production d’un transcrit simple brin pris en charge directement par RDR2 pour
une transformation en ARNdb. Une premiére vague de siRNA résultant du clivage de
'ARNdb par DCL3 permettrait de diriger la méthylation des séquences LTR par un
complexe Pol IVb-AGO4-DRD1-DRM2. Ensuite, les séquences nouvellement
meéthylées ou des transcrits aberrants issus de ces séquences méthylées
deviendraient des substrats pour la forme ARN pol IVa. La transformation du transcrit
produit par I'ARN pol IVa en ARNdb ferait intervenir une nouvelle fois RDR2, puis
laction de DCL3 engendrerait une seconde vague de sSiRNA permettant le
renforcement de la méthylation par le complexe Pol IVb-AGO4-DRD1-DRM2. Ce
modéle transposé a I'ADNr 5S est parfaitement cohérent avec nos résultats.
Cependant nos observations ne nous permettent pas de valider I'intervention de

'ARN polymérase Il sur TADNr 5S dans ce modele.

3.Perspectives

L’action de la forme ARN pol Vb sur le locus d’ADNr 5S du chromosome 4 est
'un des points qui souléeve le plus de questions. Il serait donc intéressant de

déterminer le(s) partenaire(s) de Pol IVb lui permettant d’agir de la sorte sur la
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chromatine. Il paraitrait logique que cette activité impliqgue une protéine de
remodelage de la chromatine. DRD1, décrite comme partenaire de Pol Vb, ne
semble pas pourtant la candidate idéale. En effet, DRD1 étant directement impliquée
dans la méthylation de novo, si I'effet observé sur le chromosome 4 nécessitait son
intervention en partenariat avec Pol Vb, alors la méthylation asymétrique de I’ADNr
5S devrait étre différente dans les mutants nrpdla et nrpdl1b ; or ce n’est pas le cas.
DDM1 quant a elle semble plutét agir dans le phénomene de la méthylation de
maintenance aux cotés de METL1. Le génome d’Arabidopsis thaliana codant pour une
guarantaine de protéines de type remodelage de la chromatine, le champ
d’investigation est vaste.

Nous avons vu que I'action de Pol IVb sur le chromosome 4 est indépendante de
RDRZ2, ce qui pourrait laisser supposer que cette action est indépendante des siRNA
hétérochromatiques de 24 nt. Cependant, pour confirmer cette hypothése, il sera
nécessaire de connaitre I'impact de DCL3; des expériences de ce type sont en
cours au laboratoire. Pourtant il est difficile d’écarter la piste des petits ARN car Pol
IVb semble agir de maniere trés sélective sur le chromosome 4 et nécessite donc la
présence d’'un systeme de guidage. Une piste intéressante pourrait concerner les
SIRNA 21 et 22 nt, produits respectivement par DCL4 et DCL2 (DCL1 étant
principalement impliquée dans la production des miRNA). En effet, dans de
nombreuses études, la disparition des sSiRNA 24 nt laisse apparaitre des siRNA 21 et
22 nt. Ce phénoméne est tres nettement observable pour les siRNA 5S dans les
mutants nrpdla, nrpdlb et rdr2 dans les travaux de Pontier et al. (2005). Notre
hypothése serait donc que Pol IVb utilise ces siRNA pour diriger la compaction de
’ADNr 5S du chromosome 4. Ceci permettrait notamment d’expliquer pourquoi nous
observons une décompaction en contexte nrpdlb et non dans nrpdla: les siRNA
sont présents dans les deux cas, mais |'effet n’est visible qu’en absence de Pol IVb.
Une telle hypothése pose la question de la protéine AGO utilisée dans un tel
mécanisme. Nous pouvons exclure AGO4 puisque nous avons rapporté I'absence de
déecondensation de 'ADNr 5S dans le mutant correspondant (Vaillant et al., 2007).

Enfin, concernant le transcrit 5S-210, il reste deux points a éclaircir hormis la
démonstration non équivoque de son implication dans la voie de 'ARN polymérase
IV. Dans un premier temps, il serait intéressant de déterminer les bornes exactes de

ce transcrit puisque, a priori, nos observations ne se font pas sur le transcrit pleine
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longueur. Nous avons tenté des expériences de 5 et 3 RACE-PCR qui n'ont
malheureusement pas atteint le but escompté. Cette information faciliterait
grandement I'éclaircissement du deuxieme point: déterminer la polymérase en
charge de la transcription initiale du brin sens de 'ARN 5S-210. Nos essais dans un
systeme utilisant I'a-amanitine afin d'écarter les pistes ARN polymérase Il et ARN

polymérase Il sont restés infructueux.
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Durant ma these, jai pu apporter ma contribution a deux études ayant fait I'objet
de publications.

L'article n°4 rend compte de travaux effectués dans notre équipe. Ce dernier
montre qu’en conditions de cultures différentes (serre ou chambre de culture) la
plante présente des patrons de méthylation, d’expression et de structure
chromatinienne de I'ADNr 5S différents. Cet article constitue un exemple de la
plasticité de la chromatine de IADNr 5S en réponse a des contraintes
environnementales.

L'article n°5, fruit d’'une collaboration avec I'équipe de J. Séaez-Vasquez
(Université de Perpignan), traite de la caractérisation de la protéine AtNUC-L1. Cette
étude montre limplication de AtNUC-L1 dans l'organisation chromatinienne de

I’ADNr 45S et dans I'accumulation des précurseurs de '’ARNr 45S.

138






Article n°4 :
« Hypomethylation and hypermethylation of the

tandem repetitive 5S rRNA genes in Arabidopsis »

Isabelle Vaillant, Sylvie Tutois, Zuzana Jasencakova, Julien Douet, Ingo

Schubert and Sylvette Tourmente

Plant Journal, 2008, 54, 299-309.

139






Annexes - Article

n°4

The Plant Journal (2008) 54, 299-309

doi: 10.1111/].1365-313X.2008.03413.x

Hypomethylation and hypermethylation of the tandem
repetitive 5S rRNA genes in Arabidopsis

Isabelle Vaillant" "%, Sylvie Tutois™*, Zuzana Jasencakova®, Julien Douet’, Ingo Schubert? and Sylvette Tourmente'
TUnité Mixte de Recherche CNRS 6247 GReD, INSERM, Université Blaise Pascal, 24 Avenue des Landais, 63177 Aubiére Cedex,

France, and

?Leibniz-Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Corrensstrasse 3, D-06466 Gatersleben, Germany

Received 12 November 2007: revised 20 December 2007; accepted 21 December 2007.

‘For correspondence (fax (33) 4 73 40 77 77; e-mall sylvette.tourmente@univ-bpclermont.fr).

"Present address: University of Geneva, Laboratory of Plant Genetics Sciences |11, 30 Quai Ernest-Ansermet, CH-1211 Geneve 4, Switzerland.

Present address: c/o Valerio Orlando, Dulbecco Telethon Institute, Institute of Genetics and Biophysics CNR, Epigenetics and Genome Reprogramming laboratory,

Via Pietro Castellina 111, 80131 Naples, Italy.
'8oth contributed equivalently.

Summary

5S ribosomal DNA (5S rDNA} is organized in tandem repeats on chromosomes 3, 4 and 5 in Arabidopsis
thaliana. One part of the 5S rDNA is located within the heterochromatic chromocenters, and the other fraction
forms loops with euchromatic features that emanate from the chr We in igated whether the
A. thaliana heterochromatin, and particularly the 5S rDNA, is modified when changing the culture conditions
{eultivation in growth chamber versus greenhouse). Nuclei from challenged tissues displayed larger total, as
well as 5S rDNA, het: hr tic fracti and the DNA methyltransferase mutants met7 and cmt3 had
different impacts in Arabidopsis. The enlarged fraction of heterochromatic 5S rDNA was observed, together
with the reversal of the silencing of some 5S rRNA genes known as minor genes. We observed hypermethy-
lation at CATG sites, and a cor DNA hyp thylation at CG/CXG sites in 5S rDNA. Our results show
that the asymmetrical hypermethylation is correlated with the ageing of the plants, whereas hypomethylation
results from the growth chamber/culture conditions. In spite of severely reduced DNA methylation, the met?

itant r led no i in minor 5S rRNA transcripts in these diti The i ing proportion of
cytosines in asymmetrical contexts during transition from the euchromatic to the heterochromatic state in the
5S rDNA array suggests that 5S rDNA units are differently affected by the (hypo and hyper)methylation
patterns along the 5S rDNA locus. This might explain the different behaviour of 5S rDNA subpopulations

inside a 5S array in terms of chromatin cti

and expr

i.e. some 5S rRNA genes would become

derepressed, whereas others would join the heterochromatic fraction.

Keywords: 5S rDNA, heterochromatin, culture conditions, methylation, Arabidopsis thaliana.

Introduction

Arabidopsis thaliana contains about 1000 tandemly
arranged copies of 5S ribosomal RNA (58 rRNA)} genes per
haploid genome {Campell et al., 1992). In the accession
Landsberg erecta (Ler}, these repeats are clustered at four
loci within the pericentromeric heterochromatin of chro-
mosomes 3, 4 and 5 {with a large locus on the left arm and a
small locus on the right arm of the chromosome; Fransz
et al., 1998; Murata et al., 1997). In interphase nuclei, fluo-
rescent in situ hybridization (FISH) revealed that a fraction of
5S rDNA is located within the heterochromatic chromocen-
ters, whereas the other fraction forms loops with euchro-

@ 2008 The Authors
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matin features that emanate from chromaocenters, and were
proposed to contain the transcribed 5S rRNA genes
{Mathieu et al,, 2003). Transcriptionally active 5S rDNA units
encoding the major and minor 5S rRNA transcripts (differing
from each other by one or two base substitutions) are only
found on chromosome 4, and in the large locus of chro-
mosome 5 (Cloix et al., 2002; Tutois et al., 2002).

Our previous results showed that in wild-type (WT)
mature leaves either from Ler, or from the Columbia (Col)
accession where 5S rDNA is highly methylated (Mathicu
et al., 2002b), only genes encoding major 55 rRNA are
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transcribed {Mathieu ef af., 2003). Hypomethylation of
58 rDNA at CG or CNG was correlated with the derepression
of minor 58 rRNA genes {Mathieu ef af., 2003; Vaillant ef af.,
2007a,b). Repression of 58 rRNA minor genes depends
additionally an a methylation-independent (MOM) pathway
Vaillant ef af., 2008), which has heen hypothesized to
reinforce the methylation-based repression, and to prevent
a rapid epigenetic deregulation in plants with DNA methyl-
ation deficiencies {Mittelsten Scheid ef af., 2002).

DNA methylation is an epigenetic mark in plants, most
animals and in fungi {Jaenisch and Bird, 2003; Martienssen
and Colot, 2001; Matzke and Birchler, 2005; Rangwala and
Richards, 2004; Tarig and Paszkowski, 2004, Zilberman and
Henikoff, 2004). In plants, DNA cytosine methylation occurs
in any sequence contexts, i.e. CG, CXG and CXX {where X
can be A, T or C). The Dnmt3 subfamily of DNA meth-
vltransferases, DRM1 and DRM2, functions in de novo
methylation. Maintenance methylation at the CG sites is
carried out by the Dnmt1 ortholog, METHYLTRANSFER-
ASE 1 {MET1), and CHROMOMETHYLASE 3 {CMT3) is
respansible for CXG methylation (Chan ef al, 2005).
58 rDNA was shown ta be methylated in all contexts,
symmetrical {CG and CXGJ) or non-symmetrical {CXX)
{Mathieu ef af., 2002b), as is characteristic of {perijcentro-
rmeric sequences {Luo and Preuss, 2003; Zhang ef af., 2008).
Recent results showed that numerous loci scattered
throughout the gename represent sites where two opposing
pathways, DNA methylation and demethylation, converge
{Penterran ef af,, 2007). This dynamic control may be
important in keeping the plant epigenome plastic so that it
can efficiently respaond to developmental and environmental
cues (Zhu ef af,, 2007). Minor 58 rRNA genes are expressed
in some tissues {Mathieu ef af, 2003), or in DNA methyl-
transferase mutants {Vaillant ef af., 2007), and could repre-
sent a plastic fraction of 558 rDNA able to respond to
environmental changes.

Current abservations revealed that plants grown in agar
mediurn in a growth chamber display an accelerated devel-
apment compared with their hormalogs grown in sail in a
greenhouse. Apart from transposable elements, few reports
concern the behaviour of heterochromatic sequences in
relation to environmental conditions {for a review, see
Madlung and Cornai, 2004; Grant-Downton and Dickinson,
2008), although some heterachromatic sequences, such as
the rRNA genes that are needed for ribosome synthesis,
serve an important role.

Here, we addressed the question of whether the growth
chamber culture conditions affect nuclear processes such as
chrarnatin cornpaction and transcription of the pericentro-
meric tandemly-repeated 55 (DNA family. To investigate
this, we analyzed the expression of 58 rRNA genes {includ-
ing the proportion of minar 58 rRNAs) and their chromatin
cornpaction under two growing regirmes {cultivation in a
growth chamber versus a greenhouse). In parallel, 55 iDNA

chromatin cormpaction, methylation and transcription were
analyzed for DNA methyltransferase mutants known to
affect methylation and expression of repeated sequences.
We found that derepression of minor 55 rRNA genes and
altered proportions of heterochromatic versus euchroratic
58 rDNA fractions oceur when environmental conditions are
changed.

Results

Plants grown in a growth chamber {GC plants) on MS
mediurn display an accelerated developrnent carnpared with
plants grown an sail in a greenhouse {GH plants). GC plants
at 3 weeks of age are srnaller and flower earlier compared
with 3-week-ald GH plants {Figure 1).

Nuefer of plants grown in a growth chamber display
a higher heterochromatin content than plants
grown in a greenhouse

After &',6-diamidino-2-phenylindole {DAPI) staining of WT
nuclei from the accessions Ler and Col, conspicuaus het-
erachromatic chromacenters can he distinguished. We
quantified the heterochromatin content {chromocenter
fraction) by rmeasuring the area and staining intensity of the
chromacenter, in relation to that of the entire nucleus in leaf
nuclei of 3-week-old plants grown under both conditions
{GC and GH). The chramacenter fractions of WT GC plants,
which display an accelerated development, were signifi-
cantly higher {16.99% versus 13.43%, P < 0.025 for Col;
12.48% versus 10.47%, P < 0.005 for Ler) in comparison with
GH plants {Figure 2a).

Previous studies have reported an increase of heterachro-
matin cantent during seedling differentiation (Mathieu ef af.,
2003) and the development of rosette leaves {(Tessadori
ef af., 2004). To confirm that the increase of the chromaocen-
ter fraction is related to plant development, we quantified
the heterochrornatin content in 5-week-old GH plants. The

GH-Ler

GC-Ler

Figura 1. Three-week-old Ler plants, grown in a greenhouse (GH-Ler orin a
growth chamber (GC-Ler). The white arrowhead indicates a flower on the
GC-Ler plant.

© 2008 The Authors
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Figure 2, The heterochromatin content is increased in growth chamber
(GCi-grown plants, except for met?-1.

(a} Representative 4’ 6-diamidinc-2-phenylindole (DAPI)-stained leaf nuclei of
3-week-old wild-type (WT} plants (Landsberg erectz and Columbia), and
met?-T and cmit3-7 mutants, grown in either a greenhouse (GH} or growth
chamber (GC} (Ieft). The white arrow points to a DAPI-stained heterochro-
matic chromocenter.

(b} Representative DAPI-stained leaf nuclei of 3 and 5-week-old Ler plants
grown in a greenhouse (GH}.

Chromocenter fractions, derived from measurements from 46-58 nuclei are
represented on the bar graph (right). The standard error of the mean is
indicated on each bar.

Asterisks indicate values significantly different (Kolmogorov-Smirnov test,
*P<005, **P<0001 from the GH value for growth-chamber grown
(GC) Col, GC-Ler and for GH-5w Ler plants; and from the GC Ler value for
GC-omt3-7 and GC-metT-T mutants.

chromocenter fraction of 5-week-old GH plants was signif-
icantly higher compared with their 3-week-old homoalogs
{12.09% versus 10.47%, P< 0.05; Figure 2b). We had to
ensure that all the plants used in this study were outside the
floral transition, as Tessadori ef af. {2007) demanstrated a
transient reduction of heterochromatin over a short period

© 2008 The Authors
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{2-4 days) that corresponded specifically with the floral
transition.

Chromacenters are rich in methylated DNA {Fransz ef af.,
2002), and a 5-methylcytosine imprint is required to main-
tain a chromacenter state {Soppe ef af, 2002). As MET1 and
CMT3 maintain DNA methylation at the CG and CXG sites,
respectively (Bartee ef af., 2001; Finnegan and Kavac, 2000;
Lindroth ef af., 2001, Lippman ef af., 2003, Tompa ef af.,
2002; Tran ef af, 2005), we examined the chromacenter
fraction in both mutants. Nuclei of the GC-cmi3-7 mutant
displayed a similar heterochromatin content as GC-WT
nuclei (12.52% versus 12.46%, P> 0.1; Figure 2a). This
shows that heterochromatin compaction does not depend
on CMT3-mediated CXG methylation. The heterochromatin
content was lower in GC-met7-7 nuclei compared with WT
GC-Ler nuclei {6.29% versus 12.46%; P= 0.001). mefi-7
nuclei have roughly 50% less heterochromatin than the
other genotypes under GC conditions {Figure 2a).

In agreement with previous results {Fransz ef af., 2006),
heterochromatin compaction is mainly under the control of
MET1-mediated CG methylation, but not of CMT3-mediated
CXG methylation.

MET 1- and CMT3-mediated methyfation is necessary
for 55 rDNA compaction when plants were grown
in growth chambers

To see whether the heterochromatic fraction of 58 IDNA is
increased in GC plants, as is the total heterochromatin con-
tent, FISHwith labeled 5S rDNAwas performed on leaf nuclei
from 3-week-old GC and GH plants. A significant increase of
the heterochromatic 55 rDNA fraction co-localizing with
chromacenters was found in Ler nuclei fram GC plants
{72%), compared with those of GH plants, where 33% of the
5S IDNA sighals were quantified in the chromocenters {¥?
P < 0.001, Figure 3. Similar results were obtained with Col
plants {(71% versus 35%, xz, P < 0.001, hot showh).

These results show an increased chromatin compaction of
53 rDNA in bath GC-Col and GC-Ler plants compared with
GH plants.

The relation between heterochromatin increase and plant
development was checked for 58 rDNA. Five-week-old
GH plants contained a 5S rDNA heterochromatic fraction
significantly larger than 3-week-old GH plants {57% versus
33%, ¥% P < 0.001, not shown).

To test the influence of MET1 and CMT3 on 58S IDNA
chramatin compaction in GC plants, we used metf7-7 and
emt3-7 mutants. As shown in Figure 3, GC-emi3-7 and GC-
met7-7 nuclei harbored a smaller heterochromatic 58 IDNA
fraction compared with GC-Ler plants {39 and 25%, signif-
icantly different from 72% in GC-Ler plants, y%, P < 0.001).

These results show that both MET1- and CMT3-mediated
methylation is necessary for 58 rDNA compaction in these
growth conditions.

Journal compilation @ 2008 Blackwell Publishing Ltd, The Pfant Journal, {2008), 54, 299-309
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Figure 3. Proportion of 5S rDNA inside the chromocenters.

Co ining with 46 2-phenylindole (DAPI; left); fluorescent
in situ hybridization (FISH) with a 5S rDNA probe (red; middle); and both
images merged (right) on nuclei from wild-type (WT), met?-1 and cmt3-7
plants {Landsberg erecta background). Heterochromatic 55 rDNA fractions,
derived from measurements from 50-90 nuclei are represented on the bar
graph (far right). A significant increase of the heterochromatic 5S rDNA
fraction co-localizing with ch s (indi d by the white arrow} is
observed in growth-chamber grown (GC)-Ler nuclei [72% versus 33% for the
glasshouse-grown (GH)-Ler reference, 5, P <0.001). The GC-cmt3-7 and
GC-met1-1 nuclei harbored a smaller heterochromatic 5S rDNA fraction
compared with GC-Ler plants (39% and 25%, significantly different from 72%
in GC-Ler plants, 1%, P < 0.001).

Hypomethylation at symmetrical sites and
hypermethylation at asymmetrical sites
may occur concomitantly in 5S rDNA

Plants grown in growth chambers displayed 5S rDNA
asymmetrical hypermethylation Methylation and compac-
tion of highly repeated sequences are often correlated, and
5S rDNA was previously shown to be methylated in all
contexts (CG, CXG or CXX; Mathieu et al., 2002b,a), as is
characteristic of (periljcentromeric sequences {(Luo and
Preuss, 2003; Zhang et al., 2006). We therefore assessed
whether the 5S rDNA methylation was increased in the WT
GC-grown plants in which we found a larger 5S rDNA
heterochromatic fraction (Figure 3). The 5S rDNA methy-
lation was studied by digestion with Hpall (inhibited by
methylation of either cytosine in the CCGG restriction site,
corresponding to symmetrical contexts CG and CXG), Mspl
(inhibited by methylation of the outer cytosine in the CXG
symmetrical context of the CCGG restriction site) and by
Nialll (inhibited by methylation of the cytosine in the CATG
asymmetrical context). The methylation frequency of cyto-
sine is inversely proportional to the intensity of the 0.5-kb
band, which corresponds to monomeric units of 5S rDNA.
The Hpall and Mspl digestions revealed a significant CG/

CXG symmetrical hypomethylation in GC-grown Ler plants
(Figure 4a), compared with GH-Ler plants, despite the higher
compaction of 5S rDNA that we observed by FISH (Figure 3).
Opposite results were obtained with Nlalll, which revealed
an increased methylation at asymmetrical (CATG) sites,
illustrated by a ladder of 5S rDNA fragments in GC plants.
These results show that both hypomethylation at symmet-
rical (CG/CXG) and hypermethylation at asymmetrical
(CATG) sites occur concomitantly at 5S rDNA. Testing the
impact on other sequences, similar results (i.e. symmetrical
hypomethylation and increased methylation at asymmetri-
cal sites) were obtained for the centromeric tandemly-
repeated 180-bp repeats (Figure S1).

These results suggest that hypermethylation at asym-
metrical (CATG) sites drives the increased compaction of
5S rDNA in WT GC plants.

Hypermethylation results from ageing; hypomethylation
results from growth-chamber culture conditions. DNA
methylation increases throughout Arabidopsis development
{Finnegan et al., 1998; Ruiz-Garcia et al., 2005). If the asym-
metrical hypermethylation reflects the ageing of the 3-week-
old GC plants (Palmgren et al, 1991; Richards, 1997;
Ruiz-Garcia et al., 2005), the same methylation pattern is
expected in 5-week-old GH plants.

For this purpose we studied the methylation pattern of
the 5S rDNA and centromeric tandemly-repeated 180-bp
repeats, from Ler plants grown for 3 and 5 weeks in a
greenhouse. Indeed, asymmetrical hypermethylation was
detected by N/alll digestion for 5S rDNA in 5-week-old plants
compared with 3-week-old plants, all grown in a green-
house, whereas no obvious difference was obtained for the
180-bp repeats. No significant change of the symmetrical
methylation pattern was observed with Hpall digestion
(Figure 5a,b).

These results show that the asymmetrical hypermethyla-
tion of the 5S rDNA pericentromeric sequences is correlated
with the ageing of the plants, whereas hypomethylation
results from the GC culture conditions. (This last point was
strengthened by the observation that Ler plants grown for
3 weeks in a growth chamber, but on soil, are hypomethy-
lated at CG/CNG but not at CXX 5S rDNA sites, not shown.)

Methylation pattern of 5S rDNA in ¢cmt3-7 and met1-1
mutants. The 5S rDNA methylation pattern was studied in
the GC-cmt3-7 and GC-met1-1 mutants affected in the
5S rDNA chromatin compaction. The GC-cmt3-7 mutant
exhibited a large decrease of symmetrical (CXG) methyla-
tion, revealed by Mspl (CMT3 is a CXG-specific DNA meth-
yltransferase), compared with GC-Ler plants, and a
comparable asymmetrical methylation was detected by
Nialll digestion (Figure 4b). In the GC-met1-1 mutant, the
symmetrical (CG/CXG) methylation revealed by Hpall was
lower compared with GC-Ler plants, and the N/alll digestion

© 2008 The Authors
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(b) GC-Ler GC-cmt3 GC-met1

¥

g

1
| |
| I I |
Nialll Hpall Nialll Nialll Hpall
Mspl Mspl

Figure 4. 5S rDNA methylation in growth-chamber grown (GC) versus glasshouse-grown (GH) plants.
(a) Genomic DNA prepared from GH-Ler and GC-Ler plants, digested by Nialll, Hpall and Mspl, and probed by 5S rDNA on gel blots,

5S rDNA methylation was estimated by quantifying the intensity of the 0.5-kb band {with the whole-line radi

55 rDNA.

ity), which corresponds to ic units of

*The Hpall and Mspl digestions revealed a significant CG/CXG symmetrical hypomethylation in GC-grown Ler plants compared with GH-Ler plants (Hpall,
2.85 + 0.49 in GC-Ler, significantly different from 0.92 + 0.2 in GH-Ler, Mann-Whitney test, P < 0.01; Mspl, 56.94 + 6,58 in GC-Ler, significantly different from

20.7 + 3.22 in GH-Ler, Mann-Whitney test, P < 0.01).
A sch i ion of two tandemly

yed 5S rDNA units with the positions (in bp) of the Hpall/Mspl and Nialll sites is given.

(b) Genomic DNA prepared from GC-Ler, met1-1 and cmt3-7 plants digested by Hpall, Mspl and Nialll and probed by 5S rDNA.

The thead indi the 0.5-kb ic band.

revealed the presence of asymmetrical methylation
(Figure 4b).

In both mutants, the GC conditions were not associated
with an increased compaction of 5S rDNA (Figure 3). These
results confirm that both MET1- and CMT3-mediated
methylation is necessary for 5S rDNA compaction in these
growth conditions.

Minor 5S rDNA transcription is released in all but met1-1
nuclei of plants grown under growth-chamber conditions

As GC culture conditions affect DNA methylation and
chromatin compaction of (perijcentromeric sequences, we

© 2008 The Authors

addressed the question of whether they also affect the
transcription of the pericentromeric 5S rRNA genes.

We previously showed that only major 5S rRNA genes
were transcribed in 3-week-old GH-Ler plants (Mathieu et al.,
2003). Hypomethylation of 5S rDNA at symmetrical (CG or
CXG) sites was correlated with derepression of minor
5S rRNA genes (Mathieu et al., 2003; Vaillant et al., 2007).

We therefore investigated whether minor 5S transcripts
occurred in the GC plants characterized by a demethylation
at symmetrical (CG/CXG) sites. Three or four RNA extrac-
tions were performed from a pool of plants for each
genotype, and 5S rRNA-specific RT-PCR products were
sequenced. The transcription release of minor 5S rRNA

Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, (2008), 54, 299-309
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(a) Ler3W Ler5W

(b) Ler3W Ler5W

071 0.82

Figure 5. Asy ical hylati with ageing.

Genomic DNA prepared from 3- and 5-week-old GH-Ler plants, digested by
Hpall or Nialll and probed by 5S rDNA (a) and 180-bp repeats (b) on gel blots.
Armrowheads indicate the 0.5-kb and 0.180-kb menomeric bands, for the
55 rDNA and the 180-bp repeats, respectively.

(a) 5S rDNA methylation was esti d by quantifying the i ity of the 0.5-
kb band (with the whole-line radioactivity), which ponds to i
units of 5S rDNA. The sy ical hylati d by Hpall di ionis

not significatively different (Mann-Whitney test, P > 0.5) in 3- and 5-week-old
GH-Ler plants.

genes was observed for GC-grown Ler plants (P < 0.01, GH-
Ler value used as a reference; Figure 6), correlating with
hypomethylation of 5S rDNA at CG/CXG sites. A derepres-
sion of minor 5S rRNA genes was also observed for
GC-grown cmt3-7 plants (Figure 6).

To exclude the possibility that the derepression of minor
5S rRNA genes results from asymmetrical hypermethyla-
tion, we analyzed the 5S rRNA in 5-week-old GH-Ler plants
that display an asymmetrical hypermethylation (and no
symmetrical hypomethylation), compared with 3-week-old
GH-Ler plants (Figure 5). RNA extractions, followed by
sequencing of 58 rRNA-specific RT-PCR products, revealed
no significant increase in minor 5S rRNA transcripts in
5-week-old GH-Ler plants, compared with 3-week-old GH-
Ler plants (three minor 5S rRNA for a total of 66 clones in
5-week-old GH-Ler plants, not significantly different from
one minor 5S rRNA for 60 clones in 3-week-old GH-Ler
plants; Fisher's exact test, P> 0.05). This shows that

Percentage of minor 55 rRNAs

>
>

\

> -

|
GH-Ler GC-Ler cmt3-7 met1-1

Figure 6. Percentage of minor 5S rRNAs,

Asteriks denote significant diff b the glassh q (GH)-
Ler value for growth-chamber grown (GC)-Ler plants (**P = 0.01; Fisher's
exact test) and the GC-Ler value for the GC-cmt3-7 and GC-met1-1 mutants.
Atotal of 96, 92, 64 and 85 5S cDNA clones were sequenced for GH-Ler, GC-
Ler, GC-cmt3-7 and GC-met1-1, respectively.

asymmetrical hypermethylation is not correlated with the
derepression of minor 5S rRNA genes.

Surprisingly, no release of minor 55 rRNA genes was
observed in met1-1 mutants (Figure 6), despite a strong
hypomethylation at symmetrical (CG) sites. met1-1 nuclei
exhibited the smallest fraction of 5S rDNA in heterochro-
matin (Figure 3), and consequently exhibited the largest
5S rDNA chromatin loops, which are expected to contain the
active 5S rRNA genes. This means that under conditions
where 5S rDNA is largely hypomethylated, some mecha-
nisms counteract the expected release of the silencing of
minor 5S genes, a situation already observed in previous
studies (see Discussion).

The total level of 5S rRNA increases under
growth-chamber conditions

As GC plants displayed accelerated development, we were
interested in the quantitative transcription of 5S genes. RNA
gel blot analysis revealed an increased total level of 5S rRNA
for all GC-grown genotypes (Figure 7), probably needed for
the accelerated development or ageing of these plants. The
GC-grown plants (Ler, cmt3-7 and met1-1) accumulated the
same quantity of 5S rRNA, independent of the presence of
minor 5S rRNA. Therefore these results support our previ-
ous conclusions that the absence or presence of minor
5S rRNA does not correlate with the total level of 5S rRNA.
They also suggest that WT and mutant plants might be able
to satisfy the appropriate ribosome production.
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Figure 7. 55 rRNA levels.

5S rRNA levels in glassh gl (GH}-Ler, growth-chamber grown (GC)-
Ler, GC-cmt3-7 and GC-met1-1 plants. Total RNA was hybridized using a
55 rDNA probe. RNA quantities were normalized using a RAN protein probe
(Haizel et al, 1997), and 5S rRNA levels were quantified accordingly. The
results of at least three inds d: peri are rep d in the
histogram; a pool of plants was used for each extraction.

The asterisk denotes significant differences (*P = 0.01; Mann-Whitney test) to
the GH-Ler reference value (which is arbitrarily fixed as 1) for GC-Ler plants,
and to the GC-Ler value for GC-cmt3-7 and GC-met1-7 mutants.

The relative proportion of cytosines in asymmetrical
context within the 5S rDNA array of chromosome 5
increases towards the centromere

The concomitant presence of symmetrical hypomethylation
and asymmetrical hypermethylation suggested that
5S rDNA units were differently affected by the methylation

55 rRNA hypomethylation and hypermethylation 305

changes. 5mC residues are subject to transition mutations,
as spontaneous deamination of 5mC leading to thymine
occurs frequently. It results in CXX depletion and replace-
ment of CG and CXG by cytosines in an asymmetrical con-
text (5"-CG becomes 5-TG by deamination, which is a 5-CA
site on the other strand). Previously, we sequenced and
mapped 5S rRNA genes along the transcribed 5S block of
chromosome 5 contained in two overlapping YAC units,
using sequence and restriction polymorphisms present in
5S rRNA genes (Cloix et al, 2002). We also used the
sequences provided by the Arabidopsis genome sequencing
project (AGI, 2000). The 5S array on chromosome 5 is
between positions 11 184 799 (euchromatic side) and
11 333 900 (centromere-proximal side), but its sequencing is
incomplete. An increasing number of mutations along the
5S genes, and the presence of the most mutated 5S rDNA
units at the centromere-proximal side of the block, were
observed in both analyses (AGI, 2000; Cloix et al., 2002). We
counted the number of cytosines in symmetrical (CG and
CXG) or asymmetrical (CXX, where X is not a G) contexts in
more than 100 5S rDNA sequences, and established the ratio
of C asymmetric:C symmetric sites for each 5S rDNA
sequence (a 5S rDNA unit is composed of a 120-bp tran-
scribed region and a 380-bp spacer sequence). Using a test
of tendancy (W statistics, P < 0.05; Chessel, 1978), we could
demonstrate a gradient for the C-asymmetric:C-symmetric
ratio, starting from 1.6-1.75 at the euchromatin-proximal
side (where most of the major 5S genes reside), and reach-
ing 2.2 at the centromere-proximal side (where the most
mutated 5S genes were found) (Figure 8).

Therefore, an increase of asymmetrical methylation will
have a larger impact on 5S rDNA units at the centromere-
proximal side, whereas a decrease of symmetrical methyl-
ation will affect the 5S rRNA genes more at the euchromatic

Euchromatin Centromere
§
RwCasym/Csym R=16 R=175 R=184 R=22
Relative proportion of asymenetric cytosine

Figure 8. The relative proportion of ical towards the along the 5S rDNA block of chromosome 5.
Previous mapping results of 55 rRNA genes along the 5S block of chromosome 5 (Cloix ef al., 2002) and seq p by the i i
sequencing project (AGI, 2000) were used,
The gray gle repl the p 5S rDNA array. The gray gi boli i ing number of inthe 55 rRNA genes of the
array.
$Most of the major genes reside in this region of the 5S array. R, number of cy inan ical - of ey ina ical context.
The relative proportion of rical ines i from the euch ic-proximal side ds the side. (The situation is inverse for

i ines.) To eval the ratio, the same 250-bp frag! ing the 120-bp d region and 130-bp from the spacer, and containing around

5(') cytosines, was considered for each 55 rDNA unit. (More than 100 sequences were analyzed.)
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side. These results might explain the incorporation into
chromocenters of the centromere-proximal 5S rDNA units,
with a relatively greater asymmetrical methylation, and the
concomitant transcription of the euchromatin-proximal
5S rBRNA genes, with a relatively larger symmetrical
hypomethylation.

Discussion

We found the silencing of the expression of minor 5S rRNA
genes to be reversed, despite an increased proportion of
5S rDNA within heterochromatic chromocenters, which
occured in parallel with an increase of total heterochromatin.
This was associated with hypermethylation at non-sym-
metrical (CATG) sites and hypomethylation at symmetrical
(CG/CXG) sites. Hypomethylation results from GC-culture
conditions, and leads to derepression of minor 5S rRNA
genes. Despite a strong hypomethylation of 5S rDNA,
however, no release of minor 5S rRNA genes was observed
in the met1-1 mutant.

Hypo- and hypermethylation may occur
concomitantly in 5S rDNA

It has been proposed that the relaxation of epigenetic gene
repression is associated with DNA hypomethylation, and is
a common response to unfavorable conditions (Madlung
and Comai, 2004). Culture in a growth chamber is not
expected to be stressful, but seedlings grown for 3 weeks
in such conditions probably lack lateral space and height,
and both 5S rDNA and 180-bp centromeric repeats were
hypomethylated at symmetrical sites. Interestingly, Luo
and Preuss (2003) observed different methylation patterns
at Arabidopsis centromeric sequences in seedlings derived
from seeds produced in a greenhouse, or in a growth
chamber. Environmental changes, such as mechanical
stimulus and cold, also decreased DNA methylation in the
plant Bryonia dioica (Galaud et al., 1993) and in maize
(Steward et al., 2002), respectively. Arabidopsis displays
DNA hypomethylation at (perilcentromeric repeats, such
as the 180-bp unit, upon attack by Pseudomonas syringae
(Pavet etal, 2006). Efforts are needed, however, to
investigate which demethylases(s), ROS1 (repressor of
silencing 1) (Agius et al., 2006; Gong et al., 2002; Kapoor
et al., 2005) or DEMETER (Choi et al., 2002; Gehring et al.,
2006), are involved in DNA hypomethylation triggered by
environmental impacts.

If DNA hypomethylation results from the stressful GC-
culture conditions, hypermethylation probably reflects the
ageing of the plants. Hypermethylation occured at non-
symmetrical (CXX) sites of 5S rDNA and of 180-bp repeats,
but other sequences might have been heterochromatinized,
and may account for the larger chromocenters observed in
the 3-week-old GC-grown plants.

To avoid a supplementary parameter, we used plants
outside the floral transition because, according to Tessadori
et al. (2007), we observed atransient large-scale reduction of
compact chromatin over the short period that corresponds
specifically with the floral transition.

The ratio of methylation between symmetrical and
asymmetrical contexts may define which proportion
of 5S rDNA appears as euchromatin and which
appears as heterochromatin

Wild-type GC-grown plants displayed an enlarged hetero-
chromatic 5S rDNA fraction compared with GH-grown
plants. The asymmetrical methylation (observed in all
genotypes grown in GC) was apparently able to ‘compen-
sate’ the symmetrical hypomethylation, and thus to increase
the heterochromatic 5S rDNA fraction in the WT plants,
but not in met? or ¢cmt3 nuclei, where the symmetrical
hypomethylation was more pronounced.

Our previous analyses (Vaillant et al., 2007) performed on
leaves of 3-week-old plants grown in a greenhouse revealed
a similar heterochromatic fraction of ~30% of the 5S rDNAin
WT and DNA methyltransferases mutants, in spite of the
strong 5S rDNA hypomethylation at symmetrical sites in
these mutants. The presence of asymmetrical methylation in
the GH-met1-1 mutant plants was checked (Figure S2), and
might explain this constant 5S rDNA heterochromatic frac-
tion. The situation of ddm1is particular. We found a release
of minor 5S genes silencing together with a decrease of the
heterochromatic 5S rDNA fraction (Mathieu et al., 2003). As
the DDM1 protein is required for DNA methylation through
its chromatin remodeling activity (Brzeski and Jerzmanow-
ski, 2003; Jeddeloh et al., 1999), the methylation balance,
and consequently the proportion of heterochromatic
5S rDNA, is shifted in this mutant.

Based on these results, we hypothesize that the genotype-
or environment-mediated ratio between the two methyla-
tion types (symmetrical and asymmetrical) regulates the
5S rDNA heterochromatin level.

58 rDNA hypomethylation is associated with the
activation of silenced 5S rRNA sequences

A common response to unfavorable conditions is DNA
hypomethylation associated with the activation of silenced
sequences (Madlung and Comai, 2004). The presence of
minor 5S rRNA seems to result from hypomethylation at
5S rDNA symmetrical sites in GC-Ler and GC-cmt3-7 plants.
However, in met1-1 plants with the lowest CG methylation
level, which are consequently expected to harbor the largest
silencing release, we did not recover minor 5S rRNAs.
MOMT1 is part of a silencing pathway that acts independently
of DNA methylation (Amedeo et al, 2000). We have
previously reported that MOM1 participates in the control of
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5S gene silencing, and may counteract the release of
silencing (Vaillant et al., 2006, 2007). This might contribute
to limit the proportion of minor 5S rRNA in highly hypo-
methylated contexts, such as in the GC-metl-1 plants
where hypomethylation results from both the mutation and
the GC-culture conditions. GC-met7-1 mutant plants, like
their GC counterparts, accumulated an increased total level
of 58 rRNA, probably needed for their accelerated growth.
Therefore, in any genotype or environmental context, the
plant manages optimal 5S rRNA production in terms of both
quantity and quality.

Presence of an increasing gradient of the C-asymmetric:
C-symmetric ratio inside a 5S array

As mentioned in the Results, 5mC residues are subject to
transition mutations, such as the spontaneous deamination
of 5SmCthat leads to thymine. It results in CXX depletion, and
the replacement of CG and CXG by cytosines in the asym-
metrical context. Non-transcribed units were previously
shown to have a higher A + T content (Mathieu et al.,
2002b). Compared wth transcribed (major) 5S rDNA units,
they have lost CG and CXG sites but have a comparable
number of asymmetrical cytosines. They therefore display a
significantly higher C-asymmetric:C-symmetric ratio.

In a model proposed for the maintenance of the hetero-
chromatic state of Arabidopsis pericentromeric sequences,
such as5S rDNA, the RISC (RNA-induced silencing complex)
is guided by small interfering RNA (siRNA) (Onodera et al.,
2005). It is difficult to assume that 21-24-nt 5S siRNA can
discriminate between major (transcribed) and minor
(repressed) 5S rRNA genes (5S siRNAs corresponding to
both genes have been found) in order to drive DNA
methylation via RISC. The presence of an increasing gradi-
ent of the C-asymmetric:C-symmetric ratio along a 5S array
might explain the different behaviour of 5S rDNA sub-
populations inside the 5S array. In conditions where
hypermethylation at CXX sites and concomitant DNA
hypomethylation at CG and CXG sites is observed, genes
containing the highest relative proportion of non-symmet-
rical cytosines will become hypermethylated, whereas
genes with the highest relative proportion of symmetrical
cytosines will become hypomethylated. The latter genes are
present on the euchromatin-side of the 5S array.

In conclusion, in culture conditions that are obviously not
optimal for the plants, the nuclei displayed larger total, as
well as 5S rDNA, heterochromatic fractions. This was
observed together with a release of the silencing of minor
5S rRNA genes. Interestingly, the met7-1 mutation did not
increase the response, and contrarily, no release of minor
5S rRNA genes was observed in this mutant despite a
severely reduced DNA methylation. In light of our results, it
seems there is a ‘survey’ of the 5S rDNA expression to
ensure appropriate ribosome production in every genotype

© 2008 The Authors
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or environment condition. Interestingly, following reduced
CG and CNG methylation at 5S rDNA, CXX methylation
increased in successive met1-3 (a null allele) generations,
and allowed the plant to partially return to a WT 5S rDNA
transcription (Mathieu et al, 2007). Our results are in
accordance with recent developments that suggest that
environment can exert its effect via genomic and epigenetic
responses.

Experimental procedures

Plant materials and growth conditions

Arabidopsis thaliana met1-1 and cmt3-7 plants in the Ler back-
ground, as well as WT plants of accessions Ler and Col were used.
S. E. Jacobsen provided the seeds of the metl1-1 and cmt3-7
mutants. For GH conditions, plants were grown in soil in a green-
house during winter and spring under standard conditions, with an
18-h photoperiod provided by SON-T AGRO 400-watt lamps, at
22°C (+ 4°C; the temperature was controlled using an aerotherm
system). For GC conditions, seeds were surface sterilized and sown
on agar plates containing MS solution or soil. The plates were
incubated for 2 days at 4°C to break any residual dormancy of the
seeds, and were then transferred into a growth chamber at 23°C
with a 16-h photoperiod. The leaves from 3- or 5-week-old plants
were used for the experiments.

Isolation of nucleic acids and gel blot analysis

Total genomic DNA was isolated from a pool of plants for each
genotype according to the cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) method (Doyle, 1987). Genomic DNA (300 ng) was digested
with 20 U of restriction enzyme in the recommended buffer (New
England Biolabs, http:/www.neb.com). Digested DNA was electro-
phoresed on 0.8% (w/v) agarose gels overnight, depurinated in
0.25 8 HCI and capillary blotted onto Hybond-N' membranes
(Amersham, http://www.amersham.com).

Total RNA was extracted as described in Mathieu et al. (2003),
and for the RNA gel blot analysis 2 pg of total RNA per lane
was transfered on 1% (w/v) agarose/1.9% (v/v) formaldehyde
gels, and then capillary blotted onto Hybond-N° membranes
(Amersham).

DNA probes were labeled with [z-**Pldeoxycytidine triphosphate
(dCTP) using random hexamer priming (Megaprime DNA labeling
system; Amersham). For quantifications, a phosphoimager (Molec-
ular Imager FX; Bio-Rad, http:/mwww.bio-rad.com) was used.

Reverse transcription PCR and sequencing

The reverse transcription reactions and 55 c¢cDNA amplifications
were performed as described in Mathieu et al. (2003).

Statistics

Minor 5S rRNA frequencies were compared using the Fisher's exact
test for a 2 x 2 contingency table. The probabilities were calculated
from a one-tailed test. Statistical analyses of 5S rRNA levels and
cytosine methylation frequencies were performed using the non-
parametric Mann-Whitney U-test with mean values comparison.
The 5S rDNA signals inside the chromocenters were compared with
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the #° test. The heterochromatic fractions were compared with
the non-parametric Kolmogorov-Smirnov test. The presence of a
gradient for the C-asymmetric:C-symmetric ratio was confirmed
with a non-parametric test of tendency (Chessel, 1978).

Cytogenetics

Fluorescent in situ hybridizati g ion of | suspen-
sions, 4 ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining, measurement
of chromocenter fractions and microscopic analysis were
performed as described in Mathieu et al. (2003).

Quantification of 5S FISH signals

Digital images of nuclei after DAPI staining and with 5S FISH signals
were processed and merged using Protoskor software (Adobe
Systems, http://www.adobe.com). Gray-scale images were then
analyzed with the freeware program NIH-imaGe 1.62.
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Nucleolin is one of the most abundant protein in the nucleolus and is a multifunctional protein involved in different steps
of ribosome biogenesis. In contrast to animals and yeast, the genome of the model plant Arabidopsis thaliana encodes two
nucleolin-like proteins, AtNUC-L1 and AtNUC-L2. However, only the AtNUC-L1 gene is ubiquitously expressed in
normal growth conditions. Disruption of this AtNUC-L1 gene leads to severe plant growth and development defects.
AINUC-L1 is localized in the nucleolus, mainly in the dense fibrillar component. Absence of this protein in Atnuc-L1
plants induces nucleolar disorganization, nucleolus organizer region decondensation, and affects the accumulation levels
of pre-rRNA precursors. Remarkably, in Atnuc-L1 plants the AfNUC-L2 gene is activated, suggesting that AtNUC-L2
might rescue, at least partially, the loss of AtNUC-L1. This work is the first description of a higher eukaryotic organism
with a disrupted nucleolin-like gene and defines a new role for nucleolin in nucleolus structure and rDNA chromatin

organization.

INTRODUCTION

Biogenesis of ribosomes takes place in the most prominent
subnuclear structure: the nucleolus. Here, the tandem rRNA
genes encoding the 185, 5.8S, and 25S structural rRNAs are
transcribed by RNA polymerase | as a precursor or pre-
rRNA, which is then processed into mature forms that as-
semble with ribosomal proteins to form ribosome particles
(for review, see Lam ef al., 2005). The driving force for the
assembly of the nucleolus is transcription of the tandem
rRNA gene repeats, as has been shown conclusively by the
assembly of nucleoli at active rRNA genes integrated at
ectopic locations (Oakes ef al., 1998, and references therein).
The synthesis of rRNA is completely inhibited during mito-
sis, when nucleoli disassemble and the rDNA is arranged in
a partially condensed form at the nucleolus organizer re-
gions (NOR). When rRNA synthesis resumes at the end of
mitosis, nucleoli reassemble (Hernandez-Verdun, 2005).

In interphase cells, the nucleolus is formed by three basic
components: the fibrillar center (FC), the dense fibrillar com-
ponent (DFC), and the granular component (GC). Occasion-
ally, depending on cell type and stage, other structures
such as vacuoles can also be observed in plant nucleolus

This article was published online ahead of print in MBC in Press
(http:/ /www.molbiolcell.org/cgi/doi/10.1091 /mbc.E06-08-0751)
on November 15, 2006.
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Address correspondence to: Julio Sdez-Vasquez (saez@univ-perp.
fr).
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(Gonzalez-Melendi ef al., 2001). It has been accepted for some
time that ribosome biosynthesis occurs in a vectorial pattern
within the nucleolus. The transcription of pre-rRNA probably
occurs at the border of the FC and DFC; the early processing
steps of pre-rRNA occur in the DFC; and the later processing
and RNA modification steps, together with the formation of
preribosomal particles is observed in the GC (Thiry and Lafon-
taine, 2005; Raska ef al., 2006).

Several nonribosomal nucleolar proteins as well as many
small nucleolar ribonucleolar protein complexes (snoRNPs)
have been implicated in the different steps of rRNA produc-
tion and ribosome assembly (Fromont-Racine et al., 2003).
Nucleolin is one of the most abundant nonribosomal pro-
teins in the nucleolus, where it plays a key role in the
different steps involved in ribosome biogenesis, including
RNA polymerase (Pol) | transcription and processing of
pre-rRNA (Cinisty et al., 1998; Roger et al., 2003), assem-
bly and nucleocytoplasmic transport of ribosome particles
(Bouvet et al., 1998). Nucleolin and nucleolin-like proteins
have been described in a large variety of organisms, includ-
ing Chinese hamster, mouse, rat, human, chicken, frog,
yeast, and plants (for review, see Ginisty ef al., 1999). In these
protein sequences, three structural and multifunctional do-
mains have been identified: the acidic N-terminal region, the
central region that contains two or four RNA RRM domains,
and the C-terminal region or GAR domain (Ginisty et al.,
1999).

Mutations of genes encoding nucleolin homologue in
budding (NSR1) and fission (CAR2) yeast produce severe
effects on cell growth and disrupt balanced production of
the small and large ribosomal subunits (Lee ¢t al., 1992; Gulli
et al., 1995). Moreover, it has been shown that the nucleolar
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structure in gar2 cells is dramatically reorganized and un-
usual structures are detected (Leger-Silvestre et al., 1997).
However, mutations that abolish nucleolin gene expression
have not yet been reported in a higher organism. Thus, most
of our knowledge on the function of this protein in higher
eukaryotic cells comes from in vitro studies using acellular
systems, microinjection experiments, or overexpression of a
nucleolin transgene in Xenopus oocytes (Yanagida et al., 2001;
Roger et al., 2002, 2003). Only two reports have described the
effect of reduction of nucleolin in higher organisms. These
reports revealed that reduction of the nucleolin by RNA
interference (RNAI) in human cells increases expression of
p53 protein (Takagi ef al., 2005) and inhibits RNA polymer-
ase | transcription (Angelov et al., 2006).

To obtain information about the role of nucleolin in vivo
in higher eukaryotes, we have characterized an Arabidopsis
thaliana mutant plant with a disrupted nucleolin-like gene.
In contrast to animals and yeast, the A. thaliana genome
encodes two nucleolin-like proteins, AINUC-L1 and AtNUC-
L2, but only the former is ubiquitously expressed and seems
to play the role of its animal counterpart. We show that
disruption of the AtNUC-L1 gene affects plant growth and
development and demonstrate that AfNUC-LT gene expres-
sion is required to preserve the ultrastructure of the nucle-
olus and NOR condensation. Remarkably, in Atnuc-L1
plants, the AtNUC-L2 gene is expressed and rescues, at least
partially, AtNUC-L1 disruption. The role and biological sig-
nificance of these two genes are discussed.

MATERIALS AND METHODS

Plant Growth Conditions and Mutant Isolation

All lines were derived from A. thaliana Columbia (Col 0) ecotype. Seeds were
first sowed on Murashige and Skoog medium (MS) or on soil and left 2 d at
4°C to synchronize. Plants were then grown either under continuous light
(MS plants) or under a 16:8-h light/dark cycle (soil plants). Seeds correspond
ing to Atnuc-LT (SALK_05335% and SALK_502764) plants lines were obtained
from the Nottingham Ambidopsis Stock Center (http://nasc.lifenottac.uk).
Seeds of T-DNA insertion line SALK_053590 that have been backcrossed to
Col 0 were used for further analysis.

AINUC-L1 and AINUC-L2 Cloning

Cloning of cDNA sequences encoding AINUC-LT (At1g48920) and AINUC-1.2
(At3g18610) was performed by reverse transcription-polymerase chain reac
tion (RT-PCR) with total RNA isolated from 15-d-old A. thaliana wild-type
(WT) and Atnuc-L1 plants, respectively. Primers 5'nncl and 3'nucl to amplify
AINUC-LT and 5'nuc2 and 3'nuc2 1o amplify AINUC-L2 are located at the
beginning of the ATG start and TGA stop codons (Figure 1A).

Methods Related to RNA

Total RNA was extracted from 15-d-old A. thaliana plants by usmg TRIml
reagent (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, United K

After treatment with RQ1 RNase-free DNase (Promega, Madison, Wl) o
eliminate contaminant DNA, first-strand cDNA synthesis was performed on
5 pg, of total RNA by using the ProSTAR first-strand RT-PCR kit following the
manufacturer’s instructions (Stratagene, La Jolla, CA). To ensure that the
amount of the amplified products remains in linear proportion, a semiquan-
titative RT-PCR reaction of 25 cycles was performed using a PTC-200 (M]
Research, Watertown, MA).

Primer extension analysis was performed using total RNA and specific
5'-end labeled primers as previously described (Saez-Vasquez et al., 2004).
Primers used were fis for detection of primary pre-rRNA precursor (+104
nucleotides from transcription initiation site [T18]) and p (+1362 nucleotides
from TIS) for detection of pre-TRNA cleaved at the P site (Figure 9A). Dideoxy
sequencing reactions were performed using the fimol DNA Cycle Sequencing
System (Promega) with a pGem-3Z plasmid vector containing the A. thaliana
rDNA sequences from —520 to +1940 (Gruendler ef al., 1989).

-B Glucuronidase (GUS), -Green Fluorescent Protein
(GFP), and Histology Studies

The 1.1-kilobase pair (kbp) sequence of the AINUC-L1 gene promoter was
amplified from genomic DNA by using primers p5'nucl and p3'nucl and
fused to a GUS reported gene in the vector pPCAMBIA1381 (CAMBIA, Can
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berra, Australia). A, thaliana plants were fi d with Agrobacterium
tumefaciens GV3101 by using the “floral-dip” method (Clough and Bent, 1998).
GUS activity staining was performed according to Sessions ef al. (1999).

Gateway cassettes with AINUC-L1 and -L2 coding sequences were gener-
ated by polymerase chain reaction (PCR) following instructions by Invitrogen
(Carlsbad, CA). Resulting PCR product was introduced first into pDNR221
(Invitrogen) and then cloned by recombination into pK7FWG2 to produce
ANNUC-L1(L2):GFP plasmid. For transient expression, 5 pg of plasmid was
coated to 1.6-pm gold particles (Bio-Rad, Hercules, CA) according to the
Bio-Rad transformation. The onion epidermal layers were transfected using
the PDS-1000/ He biolistic transformation system (Bio-Rad), and fluorescence
was observed 24 h later.

For cytological analysis, plant tissues were fixed overnight at 4°C with 2.5%
formaldehyde (37% stock solution), 2.5% glutaraldehyde (25% stock solution),
0.1 M sodium phosphate, pH 7.2, rinsed twice in the same buffer, and then
dehydrated through a graded ethanol series before being embedded in Tech-
novit 7100 resin (Kulzer, Wehrheim, Germany). Sections of 4 pm were ob
tained with a RM 2255 microtome (Lcua, Hmrbru%. Switzerland) and stained
for 15 s with 1% toluidine blue sol c ing 1% of sodium lelraborme

All microscopic images—GUS, GFP, and toluidine blue stai
observed using a Zeiss Axioskop 2 microscope and recorded using a Le elm DC
300 FX digital camera (Leica).

Electron eroscopy, Immmwﬂuorescencp,
and I d Technig

Immunofluorescence was performed using 4- and 8-d-old (WT and Afnuc-L1,
respectively) A. thaliana seedlings following the procedures for immunocyto-
logical and structural analysis described previously (Gonzalez-Camacho and
Medina, 2005). Treated seedlings were incubated with a-NUCT diluted 1:1000
or with a-NUC2 diluted 1:250 for 16 h at 37°C and then with fluorochrome
A-188-conjugated goat anti-rabbit 1gG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) di-
luted I 100, for3hat 37°C. rlna]ly the ples were d in anti-fadi

< i 4,6-diamidino-2- phcnylindolu(DAI’I)wlutlon
Preparallom were visualized with a Leica TCS SP2 confocal laser scanning
microscope and recorded with a Photometrics digital camera (CE 200A;
Leica).

For electron microscopy experiments, 4- and 8-d-old A. !laliana roots were
fixed with either 3% glumraldehyde (ullrablmduml >|udxe~) or with 4%
paraformaldehyde and 0.5% gl yde i experi: ). To
obtain a higher resolution of the ultrastructure of nuclwlus. fixed A. thaliana
roots were additionally acetylated and methylated with a 5:1 methanol /acetic
acid solution as described previously (Testillano ¢f al., 1995), Then, the tissues
were dehydrated and embedded In 1 R White resin (London Resin, Bershire,
United Kingdom). For i Itrathin sections were mounted on
Formvar-coated nickel grids and incubated with a-NUC] diluted 1:100 for 1 h
30 min, at room temperature (RT). After several washes to remove excess of
primary antibodies, grids were incubated with goat-anti rabbit IgG coupled
with 10-nm colloidal gold particles (Sigma-Aldrich) diluted 1:50 for 1h, at RT.
In all electron microscopical experiments grids were counterstained with
uranyl acetate and lead citrate and examined with a Jeol 1200 transmission
electron microscope (Jeol, Tokyo, Japan).

In both immunofluorescence and immunogold experiments, negative con-
trols, consisting of the omission of the first antibody were performed.

Western Blotting

Plant material (02 g) was homogenized and extracted in 2 ml of 50 mM
Tris-Cl, pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM FDTA, '»0 mM \’aF 1% NP-40 0.5%
sodium desoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM phenyl ide, 10
mM B-mercaptoethanol, and 20 pl of anti-protease mcklall (blgmn Aldrich).
The extracts were cleared by centrifugation at 13,000 < g for 15 min and
conserved at —80°C. SDS-PAGE, and Western blot was performed as de
scribed previously (Saez-Vasquez ¢f al,, 2004). The membranes were hybrid
ized with a 1:10,000 dilution of a-NUCI or with a 1:3000 dilution of a-NUC2.
Rabbit polyclonal antibodies against C-terminal peptide sequence of At-
NUC-L2 (Figure 1C) were customer made by NeoMPS (Strasbourg, France).

Chromatin Immunoprecipitation (ChlP) and Fluorescence
In Situ Hybridization (FISH)

ChIP was performed as described in Gendrel ef al. (2005). To amplify rDNA
promoter sequences, we used primers 5prom (~110 nucleotides from TIS)
and 3'efs (+219 nucleotides from TIS) (Figure 9). The T24H24.15 gene, used as
control, encodes a phosphofrutokinase g-subunit, and the primers used for
gene amplification are described in Gendrel et al. (2005).

FISH experiments were performed according to Schubert ef al. (2001). The
probe containing intergenic spacer and 5-external transcribed sapcer (ETS)
rDNA sequences cloned in pGem-T was amplified by PCR by using universal
primers 17/M13R and by supplying biotin-16-dUTP (Roche, Meylan, France)
to the reaction. The biotin-labeled probe was detected usmg avidin- mnm
gated with Texas Red (1:5300; Vector Lat ies, Burli A) fi
by goat anti-avidin conjugated with biotin (1:100; Vector Lahomtorios) and
avidin-Texas Red (1:500). Slides were mounted using Vectashield (Vector
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Laboratories) mounting medium with 1.5 g /ml DAPI and then observed by
fluorescence microscopy, by using an AxioPlan2 microscope (Carl Zeiss, Le
Pecq, France). Images were acquired using the Axiocam MRm camera (Carl
Zeiss) and the software Axiovision 4.2 (Carl Zeiss). Images were further
processed and enhanced using Adobe Photoshop software (Adobe Systems,
Mountain View, CA).

Sequencing Analysis and Primers

All clones used in this study were sequenced with a model 3100DNA se
quencer and an ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Database searches were
performed at the National Center for Biotechnology Information (http://
www.nebinlmanih.gov) and the Arabidopsis Information Resources (http://
www arabidopsis.org). Primers used in this work are described in Supple
mental Table S1.

Primers

All primers used in this study were customer made by Eurogentec (Seraing,
Belgium). Primers were as follows: 5'nucl, 5-ATGGGAAAGTCTAAATC
CCGCACC-3"; 3'nucl, 5'-CTACTCGTCACCGAAGGTAGTC-3"; 5'nuc2, 5'-
ATGCGCAAGTCTAGTAAGAAATCC3"; 3'nul2, 5'-CTACTCTTCATCAT
TAAAGACCGTC-3"; 5'%ct2, 5“GTTAGCAACTGGGATGATA3Y;, 3'ad2,
5-CAGCACCAATCGTGATGACTTGCCC-3"; tis, 5'-CCTCGTGCCGATAT-
CCGATACCATCCC-3"; p, 5" CATCAATCGTTCCAACTAATCTAC-3"; prom,
5"CCAAGCTTGTATCCTTATGATGCATGC-3"; 5'dts, 5“GAGAACTGCT
GAGAAAACTCGG-3"; pS'nucl, 5'-CATAACCAAGTCAATCCTTG-3'; and
p3'nucl, 5'-CCATCGGGGAGAACTGAGAAAGAGACGAC-3.

RESULTS

The A. thaliana Genome Contains Two Nucleolin-like
Protein Genes

We initiated the molecular and functional characterization
of two genes encoding nucleolin-like proteins in A. thaliana,
namely, AtNUC-LT and AtNUC-L2. These two genes are
located in duplicated regions of chromosome 1 and chromo-
some 3, respectively (http://wolfe.gen.tcd.ie/athal/dup).
However, A{NUC-LT and AtNUC-L2 genes show divergent
genomic organization (Figure 1A). From the starting ATG to
the TGA stop codon, the AtNUC-LT gene is 3480 nucleotides
and contains 15 exons, whereas the AtNUC-L2 gene is 3553
nucleotides long and contains 18 exons. Interestingly,
AtNUC-L2 contains four tandemly repeated sequences, con-
sisting of the second part of exon 4 and the following intron
(Supplemental Figures 1A and S1A). These sequences are
also found in the nucleolin-like sequence described in pea
(Tong et al., 1997).

The predicted AtNUC-L1 and AtNUC-L2 proteins are 557
and 636 amino acids, respectively, and share 49% identity
(Figure 1C). Both have a tripartite structure as described for
nucleolin in animals and Gar2p/Nsrlp proteins in yeast
(Figure 1B). However, in contrast to nucleolin in vertebrates,
which have four RRM domains, the A. thaliana sequences
contain two RRM domains as in NSR1p/GAR2p proteins.

AtNUC-L1 contains seven stretches of aspartic acid (D),
glutamic acid (E), and serine (S) residues, compared with 10
in AINUC-L2 (Figure 1, B and C). Coding sequences for at
least two of these additional acidic stretches in AtNUC-L2
are located within exons in the first and fourth tandemly
repeated sequences described above. Moreover, it is note-
worthy that the potential AtNUC-L2-GAR domain is much
less conserved than AtNUC-L1-GAR domain compared
with the nucleolin -GAR domain from other species (Figure
1C). The putative GAR domain of AtNUC-L1 is 75% rich in
glycine and arginine residues compared with a 47% in the
AtNUC-L2 sequence. In animals, GAR domains are ~88%
rich in glycine and arginine, suggesting a functional conser-
vation of the GAR domain only in AtNUC-L1. Furthermore,
the N-terminal region of AtNUC-L1 contains two potential
bipartite nuclear localization signals (NLSs), whereas there
is only one NLS in AtNUC-L2 (Figure 1C).

Vol. 18, February 2007
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Additional plant nucleolin-like proteins were identified
by Blast searches by using as query the entire AtNUC-L1
and AtNUC-L2 protein sequences. Phylogenetic analysis
showed that nucleolin-like sequences from A. thaliana, rice,
onion, maize, tobacco, alfalfa, and pea form a plant-specific
group (Supplemental Figure S2). This shows that plant
genes diverged from a common ancestor very early during
plant evolution and also reveals that the two genes in rice
and A. thaliana result from separate and recent duplication
events. This is also supported by results indicating that
nucleolin homologues of alfalfa are encoded by a small
multigene family (Bogre et al., 1996). Unfortunately only one
sequence is available.

In conclusion, A. thaliana AINUC-L1 and AtNUC-L2 genes
encode similar but distinct nucleolin-like proteins, homolo-
gous to NSR1p and GAR2p proteins in fungi.

The AINUC-L1 Gene Is Constitutively Expressed but Not
ANUC-L2

To test expression of AtNUC-L1 and AtNUC-L2, we per-
formed a semiquantitative RT-PCR analysis. As shown in
Figure 2A, primers 5'nucl and 3'nucl amplify a band of
~1750 kbp in roots (R), rosette leaf (RL), cauline leaf (CL),
stem (ST), flowers (F), siliques (Si), and seeds (S) (top, lanes
1-7). We confirmed by sequencing that this band corre-
sponds to specific AtNUC-L1 transcripts and not to genomic
sequences, which produce an ~3.5 kbp band containing
intron sequences (data not shown). In contrast, PCR ampli-
fication using primers 5muc2 and 3'nuc2 did not detect
AtNUC-L2 ¢cDNA transcripts in any of these samples (Figure
2A, middle, lanes 1-7). PCR reactions using specific primers
to amplify ACTIN2 transcripts were used to verify amounts
of cDNA in each reaction (Figure 2A, bottom, lanes 1-7).

To test AtNUC-L1 and AINUC-L2 promoter activity, we
transformed A. thaliana plants with a plasmid construct con-
taining the GUS reporter gene fused to either the AfNUC-L]
or AtNUC-L2 promoter sequence (Figure 2B). We observed
that in plants transformed with the AtNUC-L1:GUS con-
struct, staining was detected in all tissues and organs
tested, including seedlings grown in vitro (S), RL, apical
roots (AR), secondary roots (SR) and F. In contrast, in
plants transformed with the AtNUC-L2:GUS construct,
we did not detect GUS staining in any part of the plant
(data not shown).

Next, to determine the presence of the AtNUC-L1 protein,
we performed a Western blot analysis using protein extracts
prepared from different plant tissues. As shown in Figure
2C, antibodies against AtNUC-L1, a-NUC1 (Saez-Vasquez et
al., 2004), cross-reacted with three distinct polypeptides,
~82, ~67, and ~46 kDa, in A. thaliana protein extracts. Both
the ~82- and the ~67-kDa polypeptides were detected in
leaves (lane 2), whereas the ~46-kDa polypeptide was de-
tected only in roots (lane 1). These three polypeptides also
were detected in seedling (Figure 4), flower, stem, and green
siliques (data no shown). Nevertheless, none of the observed
polypeptides correspond to the 59-kDa expected size of
AtNUC-L1. We could show that the smaller 67- and 46-kDa
bands derive from proteolysis of the 87-kDa protein (Sup-
plemental Figure S4). This is similar to nucleolin, which in
animals has aberrant migration on SDS-PAGE and is highly
susceptible to proteolysis (Bouche et al., 1984).

In conclusion, these results demonstrate that under nor-
mal growth and development conditions, only the AtNUC-
L1 gene is expressed and the AtNUC-L2 gene promoter is not
active.
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Figure 1. The A. thaliana genome encodes two nucleolin-like proteins. (A) Diagram of AINUC-L1 and 1.2 genes from the ATG start to the TCA
stop codons. Gray boxes correspond to exons separated by fourteen introns. The T-DNA insertion in the Atnuc-L1 plants is indicated by a
gray diamond. Position of primers 5"nucl and 3'nuc used to detect AINUC-LT transcripts are indicated by black arrows. White boxes shows
Atlg48930 and At3g18600 genes, localized upstream of AINUC-L1 and AtNUC-12, respectively. Black bars under each gene show the 1.1- and
1.0-kbp DNA sequence fused to GUS reporter genes construct. Brackets 1-4 show tandemly repeated sequences in the AINUC-12 gene.
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Figure 2. AINUC-LI gene and protein expression in A. thaliana
plants. (A) RT-PCR analysis of AINUC-L1 (top) and AINUC-1.2
(middle) gene expression in roots (R), rosettes leaves (RL), cauline
leaves (CL), stem (ST), flowers (F), siliques (Si), and seeds (S).
AIACT? (bottom) gene expression was analyzed as a PCR control to
evaluate the amount of cDNA used in each reaction. (B) Analysis of
the AtNUC-L1 promoter activity in A. theliana plants transformed
with a AINUC-LI:GUS construct. The GUS staining is visualized in
3-wk-old S, RL, apical root (AR), secondary root (SR), and F. (C)
Western blot analyses of AINUC-L1 protein expression in R (lane 1)
and leaves using a-NUC-L1 antibodies.

AtNUC-L1 Localizes Preferentially in the DFC of the
Nucleolus

To test whether AtNUC-L1 localizes in the nucleolus of A.
thaliana plants, we used an immunofluorescence and immu-
nogold labeling approach. After incubation of A. thaliana
root meristematic cells with a-NUCI, the immunofluores-
cence labeling seemed specifically concentrated in the nu-
cleolus (Figure 3, left, and Supplemental Figure S5). DAPI
staining was visualized around the nucleolus because the
concentration of intranucleolar chromatin, which is mostly
in a decondensed state, makes it undetectable with the light
microscope (Figure 3, middle). The merged confocal image
clearly shows the nucleolar specificity of the AtNUC-LI
localization (Figure 3, right). However, AtNUC-L1 did not
seem to be evenly distributed in the nucleolus. This feature
was more evident in those nucleoli showing a lower labeling
intensity (Figure 3A, arrows). We did not see nucleoplasmic
or cytoplasmic labeling.

Figure 1 (cont). (B) Schematic representation of nucleolin and
nucleolin-like proteins from A. thaliana (AtNUC-L1 and L2), Schizo-
charomyces pombe (GAR2p), Saccharomyces cerevisiae (NSR1p), X.
is (XINCL), Mus musculus (MmNCL), and Homo sapiens (HsNCL).
The black boxes correspond to the acidic regions in the N-terminal
domain, the white boxes represent the RRM domains, and the dark
gray boxes represent the GAR domain. The light gray box in the
AtNUC-L2 sequence indicates the less conserved GAR domain. (C)
Amino acid sequence alignment of AtNUC-L1 and AtNUC-L2 pro-
teins. Conserved amino acids are black shaded. The black rectangle
shows the acidic N-terminal domain, the white rectangles show the
two RRM domains, and the gray rectangle the putative GAR do-
main. The putative nuclear localization signals of AtNUC-L1 and
AtNUC-L2 are boxed. Specific antibodies a-NUC2, were prepared
against the peptide sequence located in the C-terminal domain.
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Figure 3. Nucleolar localization of AtNUC-L1. (A) Immunofluo-

rescence localization of AtNUC-L1 in A. thaliana root meristematic
cells fixed with paraformaldehyde/dimethyl sulfoxide and incu-
bated with a-NUCI1 antibodies, observed with the confocal micro-
scope. The images correspond to a single optical section, obtained
with a Z-step of 0.3 um. Labeling is shown concentrated in the
nucleolus (a), but it does not seem evenly distributed through the
whole nucleolar area (arrows). Nucleoplasm labeled by DAFPI is
observed as a ring around the dark unstained nucleolus (b), and the
merged image shows that the immunofluorecent labeling localizes
precisely in the nucleolus, unstained by DAPI (panel ¢). (B) Immu-
nogold electron microscopic localization of AINUC-L1 in A. thaliana
root meristematic cells. AtNUC-L1 is observed to localize in the
DFC, relatively near FCs. The interior of FCs seems devoid of gold
particles, whereas the GC and the nucleolar vacuole (V) show a very
scarce labeling, the same as nucleoplasm. Bar, 1 um.

To establish precisely the intranucleolar distribution of
AtNUC-LI1 protein, we used immunogold electron micro-
scopical detection (Figure 3B). We observed that in the nu-
cleolus, the AtNUC-L1 labeling was preferentially concen-
trated in the DFC surrounding fibrillar centers (FCs). No
gold particles were observed within FCs, and very little
labeling was detected in the granular component (GC) and
in the nucleolar vacuole (V). Some AtNUC-L1 labeling was
also detected in the nonnucleolar region of the nucleus.
However, gold particles were detected neither in the cyto-
plasm nor in the organelles, demonstrating that AtNUC-L1
localizes exclusively in the nucleus and nucleolus of A.
thaliana cells.

Disruption of AtNUC-L1 by a T-DNA Insertion Induces
AINUC-L2 Expression

To investigate the functional role of AtNUC-L1 in vivo, an
Atnuc-L1 homozygous line was isolated. In these mutant line
(SALK_053590), expression of the AftNUC-L1 gene was dis-
rupted by a T-DNA insertion shown in Figure 1A,
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Figure 4. Disruption of AINUC-LI induces expression of AINUC-
L2. (A) RT-PCR reaction using cDNA prepared from RNA isolated
from 15-d-old seedlings (lanes 1 and 2), siliques (Si; lane 3), cauline
leaves (CL; lane 4), and flowers (F; lane 5) (B). Whole cell protein
extract from WT and Atnuc-L1 plants were fractionated on SDS-
PAGE and hybridized either with a-NUC]1 (lanes 1 and 2) or with
a-NUC2 antibodies (lanes 3 and 4).

a-NUC2

RT-PCR analysis using primers 5'nucl and 3"nucl does not
detect AtNUC-L1 transcripts in Atnuc-L1 seedlings or in the
different plant tissues tested (Figure 4A, top, lanes 2-5).
Remarkably, RT-PCR reactions using primers 5'nuc2 and
3'nuc2 amplified a band of ~1.9 kbp in Atauc-L1 but not in
the WT plants (Figure 4A, middle, lanes 1 and 2). Cloning
and sequencing confirmed that this band is the product of
amplification of specific AINUC-L2 transcripts and not from
genomic sequence, which produces an ~3.6-kbp band con-
taining intron sequences (data not shown). The AtNUC-L2
transcripts are detectable in all tissues and plant organs
tested, including siliques, leaves, and flowers (lanes 3-5),
revealing constitutive expression of AINUC-L2 gene in this
plant. RT-PCR reactions using specific primers to ACTIN2
transcripts were used to verify amounts of cDNA in each
reaction (Figure 4A, bottom, lanes 1-5). Analysis of another
mutant line (SALK_502764) displayed also AtNUC-L2 tran-
scription induction (data not shown).

To determine the presence of the AINUC-L2 protein, we
performed Western blot analysis using antibodies against
AtNUC-L1 (Figure 4B). This antibody was raised against the
central domain of AtNUC-L1, which is 61% identical to
AtNUC-L2 domain, and we expected a cross-reaction. In-
deed, a-NUC1 detected an ~100-kDa polypeptide in Atnuc-
L1 protein extracts (lane 2) that it is not present in the WT
protein extract (lane 1). This result was confirmed using a
specific antibody raised against C-terminal peptide of
AtNUC-L2. This antibody is specific to AtNUC-L2 and does
not recognize AtNUC-L1 (Figure 4B, lane 3). These antibod-
ies also detected the ~100-kDa polypeptide only in the
Atnuc-L1 plants (Figure 4B, lane 4) but not in the WT plants
(lane 3), confirming that this polypeptide corresponds to
AtNUC-L2 protein. The expected molecular mass of
AtNUC-L2 is 69 kDa, which does not match the size of the
detected ~100-kDa polypeptide. As we mentioned, this can
be explained by the atypical migration of nucleolin and
nucleolin-like proteins in SDS-PAGE. It is also interesting to
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Figure 5. AtNUC-L2 is a nucleolar protein. (A) Immunofluores-
cent localization of AINUC-L2 in Atnuc-L1 plants. The images rep-
resent single optical sections, obtained using a Z-step of 0.3 pum. In
a, a panoramic overview of the root is displayed, showing the
differential distribution of the labeling in the different parts of the
root, the cortex showing a more intense labeling, and the stele a
fainter immunostaining. In b, a higher magnification is shown, with
nucleoli being the major target of the antibody. (B) Nucleolar local-
ization of AtNUC-L1:GFP and AtNUC-L2:CGFP fusion protein in
transfected onion epidermis cells. Arrows point the two nucleolus
visualized by the GFP fluorescence (a and d). Nucleolus can be
easily observed by Nomarski (b and e), and they colocalize with the
GFP in the merge images (c and f).

observe that a-NUC2 did not detect smaller polypeptides as
did a-NUC1 in WT plants (Figure 4B, lane 1).

AtNUC-L2 Is a Nucleolar Protein and Localizes in the
Nucleolus of Atnuc-L1 Plants

To obtain some insight on the role of AtNUC-L2 in the
Atnuc-L1 plants, we established its cellular localization in
Atnuc-L1 plants by immunofluorescence. Using a-NUC2 an-
tibodies, we observed a nucleolar signal in root meristematic
cells of AtNUC-L1 plants (Figure 5A). However, a larger
view of the root meristem revealed different signal intensi-
ties in the cellular layer with a more intense signal in the
peripheral cortex and a weaker signal in the central stele
(Figure 5A, a). These two lateral regions of the meristem are
characterized by a differential proliferative activity, which is
higher in the cortex (Scheres, 2001).

To confirm the nucleolar localization of AtNUC-L2 in WT
cells, we transformed epidermal onion cells by bombard-
ment using an AtNUC-L2::GFP plasmid. As shown in Figure
5B, in transiently transformed onion cells the AtNUC-
L2:GFP fusion protein was found in the nucleus, in a diffuse
pattern through the nucleoplasm, but it was concentrated in
the nucleolus, visualized by two intense CFP fluorescent
signals (Figure 5B, d). The nucleus and nucleolus of onion
cells are easily visualized by Nomarski (Figure 5B, e), and
the GFP fluorescence colocalizes with these structures (Fig-
ure 5B, f). Similar results were observed in onion cells trans-
formed with an AtNUC-L1:GFP plasmid used as a control
(Figure 5B, a-c).
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Figure 6. AINUC-LT gene disruption affects
growth and plant development. (A) A. thaliana
WT and Atnuc-L1 plants grown on soil 4 (top)
or 6 (bottom) wk under a 16:8 (L:D)-h cycle. (B
and C) Transverse section of first leaves (B)
and apical meristem (C) from WT and
Atnue-L1 plants stained with toluidine blue.
Arrows M1 and M2 show two meristems in
Amnuc-L1 plants. Bars, 50 pm.

AINUC-L1 Disruption Affects Plant Growth

and Development

Atnuc-L1 plants grew slower than WT plants and the newly
emerged leaves were smaller, pointed, irregular shaped, and
scrunched (Figure 6). However, when these plants were
grown further, the pointed shape of later leaves was less
severe, but they remained smaller than WT leaves (Figure
6A). We observed also major phenotypic changes in flower,
sepals, anthers and siliques (data not shown). It is also
interesting to mention that Atnuc-L1 plants produced a re-
duced number of seeds. Analysis of the second mutant line
(SALK_502764) displayed similar growing and developmen-
tal phenotypes (data not shown).

To further analyze the Atnuc-L1 phenotype, we performed
cytological analysis of primary leaves and young seedlings
grown on MS media (Figure 6, B and C). Transversal sec-
tions of the first leaf revealed that whereas control leaves

Figure 7. AINUC-L1 gene disruption affects
ultrastructure of the nucleolus. The WT nu-
cleolus is formed by some masses of DFC,
which contain FCs in their interior and that
are surrounded by GC. These components
seem organized forming a cortex surrounding
a central nucleolar “vacuole” (NV) in which
granules similar to those of the GC can be
identified. In Atnuc-L1 plants, this nucleolar
organization is lost. Small masses of DFC can
hardly be identified, and the bulk of the nu-
cleolus is composed by a component reminis-
cent of the GC, but with the granules more
loosely packed and embedded in a matrix.
Numerous interstices occur, in some cases

have the typical leaf structure of WT dicotyledonous plants,
the Atnuc-L1 leaves exhibited significant reduction in the
number of cells. We further observed changes in size and
form of cells that create considerable disorganization in
every cell layer (Figure 6B). Moreover, it was amazing to
observe that at the same developmental stage as WT plants
(4 d old), most of the Atnuc-L1 plants (7 d old) displayed two
apical meristems (Figure 6C), but only one meristem was
fully developed during plant growth.

AINUC-L1 Gene Disruption Causes Nucleolus
Disorganization of Atnuc-L1 Plants

Given the nucleolar localization of AINUC-L1, we examined
the nucleolar structure of the Atnuc-L1 cells. As shown
in Figure 7, a distinct morphological change was observed in
the mutant Atiuc-L1 compared with the wild-type cells. In
the Atnuc-L1 plants, the nucleolus was completely disorga-

connected with the nucleoplasm. In the border between the GC-like component and the interstices, some granules can be observed. They are
larger than the usual nucleolar GC granules and seem either isolated or forming small loose clusters (see in the inset a magnification of the
area contained in the square). They have been identified as NPGs (arrows in the inset). Bar, 1 pm.
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Figure 8. NOR condensation is affected in Abnuc-L1 plants. FISH in
nuclei of WT (a-c¢) and Atmuc-L1 (d-f) seedlings. Left, FISH using
rRNA gene probe shown in Figure 9A (a and d); middle, chromatin
counterstained with DAPI (b and e); and right, superposition of a
and b (¢) and d and e (f) images. Arrows shows FISH signals that do
not colocalize with heterochromatin. Bar, 5 pm.

nized. The nucleolus was often seen as an open “reticulate”
nucleolar structure with many interstices that seem to com-
municate with the nucleoplasm. Subnucleolar structures
show profound changes, such as the disappearance of FCs,
strong reduction of the DFC as a distinct component, and the
alteration of the GC which, in the mutant nucleolus, seems
formed by loosely packed granules embedded in a matrix
(compare WT and Atnuc-L1 images in Figure 7). Further-
more, a second type of granules, other than those of the GC,
can be identified in the mutant nucleolus. They show a
larger size and occur either as single entities or loosely
packed in clusters of a few of them. They are often found at
the nucleolar interstices, peripherally located with respect to
the masses of granular (or fibrillo-granular) component. We
have identified these granules as the so-called “nucleolar
perichromatin-like granules” (NPGs), which were previ-
ously described in the nucleolus of cells treated with some
inhibitors of RNA metabolism (Puvion-Dutilleul ef al., 1983;
Risueno and Medina, 1986). Occasionally, nucleoli of Atuuc-
LT cells lost their spherical shape and become more elon-
gated (data not shown). Moreover, the characteristic nucle-
olar vacuole observed in G, and sometimes in G, of WT cells
disappeared in the Atnuc-L1 cells.

In conclusion, these observations clearly show that
AtNUC-L1 is required for nucleolus structure in A. thaliana.

AINUC-L1 Gene Disruption Induces rDNA
Heterochromatin Decondensation

To determine the effect of the absence of AtNUC-L1 on the
state of rDNA chromatin structure, WT and Atnuc-L1-de-
rived NORs were examined in interphase nuclei by using a
FISH probe containing intergenic spacer and 5'-ETS rDNA
sequences (Figure 9). In A. thaliana cells, four rDNA loci
located at the tips of chromosomes 2 and 4 are found in
diploid nucleus. As shown in Figure 8, we detected two to
four NOR fluorescence signals in WT interphase nuclei, in
agreement with Pontes et al. (2003), due to association of
homologous NORs. FISH analysis of the WT nuclei revealed
a high condensation of NOR sequences and shows a tight
colocalization with heterochromatin structure counter-
stained with DAPI (Figure 8, a-c). In the Atnuc-L1 back-
ground (Figure 8, d-f), we observed an increase in the num-
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ber of NOR signals (52% of the nuclei analyzed displayed
more than four NOR signals; see Supplemental Table S1),
rDNA sequences seem to be decondensed in all nuclei when
compared with WT. Moreover, in the Atiuc-L1 context, we
observed that some FISH signals no longer colocalize with
heterochromatin structure (arrows, panel d, e and f). This
indicates that condensed NORs in WT plants acquire some
euchromatic features in the Afnuc-L1 context. Finally, we
could not see a significant difference in the number and size
of centromeres between the DAPI labeled nuclei in WT and
Atnuc-L1 plants, indicating that decondensation observed in
Atnuc-L1 plants has occurred in the NORs.

In conclusion, these results show that AtNUC-L1 helps to
maintain rDNA chromatin structure.

AINUC-L1 Gene Disruption Affects rRNA Synthesis

We have previously reported that in cruciferous plants, a
nucleolin-like protein is a component of a large U3snoRNP
complex that binds 5'-ETS rDNA sequence (Caparros-Ruiz
et al., 1997) and accurately cleaves pre-rRNA at the primary
processing site (P site) in vitro (Saez-Vasquez et al., 2004).

To demonstrate that AtNUC-L1 binds rDNA in vivo,
chromatin from WT and Atnuc-L1 plants was extracted and
immunoprecipitated with antibodies against AtNUC-L1. A
PCR reaction using primers prom and 5’efs (shown in Figure
9A) detected rDNA only in ChIP fractions obtained from
chromatin extracted from WT plants (Figure 9B, lane 3). We
did not detect rDNA amplification in ChIP fractions ob-
tained from Atnuc-L1 plants chromatin (Figure 9B, lane 5),
indicating that «-NUC1 specifically immunoprecipitated
AtNUC-L1-bound rDNA chromatin. No or faint bands
were detected in the PCR reactions by using either chroma-
tin incubated with protein A alone (Figure 9B, lanes 2 and 4)
or with unrelated antibodies (Figure 9B, lane 6). We did not
detect any band when the PCR reaction was performed
using the same ChIP fraction and primers specific to the
T24H24.15 gene used to demonstrate specific interaction of
AtNUC-L1 with the rDNA (Figure 9B, lanes 2-6). Thus, this
result shows that AtNUC-L1 specifically binds rDNA chro-
matin in WT plants and suggests that this interaction may be
required for rDNA chromatin organization.

To investigate whether synthesis of pre-rRNA was af-
fected in the Atnuc-L1 plants, we measure the accumulation
of primary pre-rRNA precursor produced by RNA Pol I and
processed pre-rRNA at the primary cleavage site (I’ site).
Primer tis maps the transcription initiation site accurately,
TIS (Figure 9C, lanes 5-7; Saez-Vasquez and Pikaard, 1997)
and allows quantification of pre-rRNA precursors, whereas
primer p accurately maps the primary cleavage site, P (Fig-
ure 9C, lanes 11-13; Saez-Vasquez et al., 2004) and allows
quantification of processed pre-rRNA precursors. To com-
pare the ratio between primary pre-rRNA and cleaved pre-
rRNA (TIS/P) in WT and Atnuc-L1 plants, tis and p primers
were added simultaneously to the same primer extension
reactions (Figure 9C, lanes 8-10). In these conditions, we
observed that the TIS/P ratio was 1:4 in WT plants (Figure
9C, lane 8) and 1:24 in Atnuc-L1 plants (Figure 9C, lane 9),
signifying an increase of approximately sixfold of pre-rRNA
cleaved at the P site in the Atuuc-L1 plants. Moreover, in the
Atnuc-L1 plants, primer extension experiments using primer
tis also gave a detectable signal at +11 and +29 nucleotides
downstream from the normal start site (+1) (Figure 9C, lane
6). Note that even if we detect a stronger TIS signal in the
WT than in Atnuc-L1 plants (Figure 9C, compare lanes 5 and
6), the +11 and +29 signals are not detectable at all in the
control plants. Similarly, the p primer also produced at least
two additional distinct signals in Afnuc-L1 plants, upstream
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Figure 9. AtNUC-LI binds rDNA and affects
rate of processing of pre-rRNA. (A) Diagram
of an A. thaliana rDNA unit containing the
18S, 5.85, and 255 rRNA genes. TIS at +1 and
primary cleavage site () at +1275 are indi-
cated. The A'B box (from +131 to +183),
indicates the rDNA binding site of the
U3snoRNP complex containing nucleolin-like
protein in plants cruciferous. Blacks arrows
show position of primers prom and 5'ets used
for ChIPs experiments; and primers tis and p
used to measure RNA Pol [ transcription and C TIS
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pre-TRNA processing respectively. (B) Chro-
matin isolated from WT and Abuc-L1 plants
was incubated either with protein A only
(lanes 2 and 4) or with a-NUC1-conjugated to
protein A (lanes 3 and 5) or with unrelated
antibodies (lane 6). Immunoprecipitated DNA
was analyzed by PCR to detect rDNA (top) or
T24H24.15 control (bottom) genes. Lane 1 cor-
responds to PCR amplification using chroma-
tin isolated from WT plants to verify amplifi- G
cation of T24H24.15 gene. (C) Primer extension
experiments were performed using total RNA
extracted from WT and Atnuc-L1 plants and -

s

primer #is (lanes 5 and 6) or p (lanes 12 and 13) -

or tis and p together (lanes 8 and 9). Lanes 7

and 10 and 11 correspond to control reactions -
using yeast tRNA. Lanes 1-4 and 14-17 show 29

DNA sequencing reactions used to accurately

map transcription initiation site and pre-RNA ~a
processing at the P site, respectively. 1 2 3

from the P site: at +1254 and at +1262 (Figure 9C, lane 12).
Interestingly, the amount of 18S, 5.8S, and 255 rRNA final
products does not seem to be affected in the Atnuc-L1 plants
(data not shown).

Together, these observations demonstrate that AtNUC-L1
disruption affects processing (and maybe also transcription)
of pre-TRNA not only at the P site but also at other putative
and/or abnormal processing sites.

DISCUSSION

The results described here provide new data to understand
the in vivo role of nucleolin-like proteins not only in plants
but also in higher eukaryotes. We report that in contrast to
mammals and yeast, the A. thaliana genome encodes two
nucleolin like proteins, AtNUC-L1 and AtNUC-L2, which
are probably derived from a recent genome duplication
event (Supplemental Figures 1 and S2). The data presented
here also reveal that under normal growth conditions, only
the AtNUC-L1 gene is expressed, suggesting that AtNUC-L1
protein is the functional homologue of nucleolin and NSR1/
GAR?2 proteins (Figures 2 and 3).

Additionally, we show that disruption of the AtNUC-L1
gene provokes changes in growth and plant development
(Figure 6). Interestingly, the retarded growth, pointed leaf,
and cellular disorganization phenotype observed in the
Atnuc-L1 plants is reminiscent of phenotypes reported in
two mutated ribosomal protein gene loci, RPS13 (lIto et al.,
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2000) and RPS18 (Van Lijsebettens ef al., 1994), suggesting a
functional relationship between AtNUC-L1 and some early
steps of ribosome assembly. Indeed, we have identified
RPS13 and RPSIS associated with a large U3snoRNP com-
plex containing nucleolin-like protein (our unpublished
data), which is involved in early processing of pre-rRNA in
B. oleracea (Saez-Vasquez et al., 2004). Moreover, it has been
also shown that these two RP proteins bind 185 rRNA and
are 40S early ribosome assembly proteins in yeast (Xiang
and Lee, 1989). Nevertheless, despite all these observations,
it is likely that the phenotype observed in Atnuc-L1 can also
be due to an effect on one or several of the multifunctional
roles described for nucleolin in eukaryotes (Ginisty et al.,
1999; Srivastava and Pollard, 1999).

AtNUC-L1 is localized in the nucleolus in the DFC sur-
rounding FC at the site of rRNA transcription (which occurs
in the border zone between FC and DFC; Gonzalez-Melendi
et al., 2001, and references therein); we also demonstrate that
AtNUC-L1 disruption has a major effect on nucleolus struc-
ture. We have observed that the nucleolus is completely
disorganized in the Atnuc-L1 plant, reminiscent of the ultra-
structural changes observed in the yeast nucleolus of gar2
(Leger-Silvestre et al., 1997). Among other changes, the typ-
ical “large vacuole”, well known in the nucleolus of plants
(Shaw and Jordan, 1995), disappears in the Atnuc-L1 plants.
Interestingly, AtNUC-L1 does not localize in the nucleolar
vacuole (Figure 3), and the absence of this structure could be
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due to early ribosome assembly steps requiring AtNUC-L1
as mentioned above.

Decondensation of NOR in Atnuc-L1 plants is remarkable.
Chromatin is generally considered as a prerequisite for tran-
scriptional activation, in such a way that the amount of
decondensed chromatin is taken as a marker of the gene
expression activity, either real or potential. The deconden-
sation of TDNA has no discernible effect on rRNA mature
transcripts level, as observed in the HDA6 mutant (Earley et
al., 2006). One explanation would be that increased rRNA
gene transcription is undetectable. Alternatively, the num-
ber of active rRNA genes may change in Atnuc-LT mutant
without changing the overall level of transcription. In S.
cerevisiae, the number of active rRNA genes can change more
than twofold without changing steady-state rRNA transcript
levels owing to compensatory changes in the average num-
ber of RNA polymerases engaged in transcription of each
gene (French et al., 2003).

The increased NOR chromatin decondensation in Afnuc-
L1 plant nucleoli could be also considered contradictory
with the reduced amount of pre-rRNA precursors observed
in Figure 9. A possible interpretation may be the uncoupling
of mechanisms controlling transcription and early process-
ing of pre-rRNA (Gallagher et al., 2004; Saez-Vasquez et al.,
2004). Indeed, the data presented in Figure 9 provide evi-
dence that AtNUC-L1 gene disruption induces changes in
the ratio of primary pre-rRNA and processed pre-rRNA at
the P site. We cannot establish if the lesser amount of pre-
rRNA is due to inhibition of RNA pol I transcription or a
higher rate of pre-rRNA processing at the P site. However, it
is probably that both transcription and processing of pre-
rRNA are affected in Atnuc-L1. Indeed, in vitro assays and
microinjection experiments in X. laevis oocytes showed a role
of nucleolin in both transcription of pre-rRNA (Roger et al.,
2002) and in the first step of pre-rRNA processing
(Ginisty et al., 1998). Moreover, our results also show that
AtNUC-L1 binds the rDNA promoter in vivo; consequently,
we expect that the absence of AtNUC-L1 in mutant plants
might also affect rDNA condensation and gene transcrip-
tion. These observations are supported by a recent study
demonstrating that Xenopus laevis nucleolin modifies chro-
matin structure and facilitates RNA Pol II transcription
(Angelov et al., 2006).

Our results show that AtNUC-L1 is not only involved in
the primary cleavage site of pre-rRNA, but probably also in
other processing events in vivo (Figure 9). It is possible that
the absence of AtINUC-L1 in Atnuc-L1 plants has an effect on
correct folding of nascent pre-rRNA required for the differ-
ent pre-rRNA processing events (Allain et al., 2000). In this
respect, the observation of the so-called NPGs in the modi-
fied nucleolar structure of mutant plant cells could be a sign
of an altered pre-rRNA processing (Puvion-Dutilleul ef al.,
1983; Risueno and Medina, 1986).

A remarkable result of this work is the transcriptional
activation of AtNUC-L2 gene in Atnuc-L1 plants. This acti-
vation suggests that AtNUC-L2 protein might rescue the
AINUC-L1 gene disruption (Figures 4 and 5). We discarded
the possibility of partial complementation by a truncated
AtNUC-L1 protein, because we detected neither shorter
AtNUC-L1 transcripts encoding the acidic domain and the
first RRM of AtNUC-L1 (based on the T-DNA insertion
position) nor smaller polypeptides. Our data demonstrate
that AtNUC-L2 localizes in the nucleolus and associates
with large protein complexes, as does AtNUC-L1 (Supple-
mental Figures 5A and S3). Moreover, we demonstrate that
the nucleolar localization of AtNUC-L2 is not the result of
the nucleolar disorganization in Atnuc-L1 plants. Indeed,
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AtNUC-L2 also localized in the nucleoli of onion cells, sug-
gesting a nucleolar role for AtNUC-L2 in WT plants (Figure
5B). Finally, the possibility that AtNUC-L2 might replace
AtNUC-LT is supported by unsuccessful attempts to obtain
Atnuc-L1 and Atnuc-L2 double mutation, which is probably
lethal. However, despite all these observations, the activa-
tion of AtNUC-L2 is nonnatural in Atnuc-L1 plants and
raises the major question about the biological role of this
second nucleolin-like gene in A. thaliana. Transcriptome
analysis revealed that 333 genes (of ~25,000 gst; http://
www.catma.org/) are deregulated in the Atnuc-L1 plants,
i.e., their expression is enhanced or repressed by more than
1.66 times (Hilson et al., 2004). The AtNUC-L2 gene is ranked
124th among 148 up-regulated genes. We know that the
Atnuc-L1 mutant lines are stressed plants; indeed, transcrip-
tome analysis revealed that several stress related genes are
also activated in the Atnuc-L1 plants (data not shown).
Therefore, it is tempting to propose that in Atnuc-L1 the
AtNUC-L2 gene becomes activated to accomplish its role in
a stressed plant, but in the absence of the AtNUC-L1, the
induced AtNUC-L2 protein is recruited to the set of AINUC-
L1 associated factors to accomplish at least some of the
AtNUC-LI roles. These functions are probably achieved par-
tially as a consequence of the structural differences between
AtNUC-L1 and AtNUC-L2, in particular the less conserved
GAR domain and the extended acidic N-terminal domain.
So far, the analysis of an A. thaliana plant mutant line with a
disrupted AtNUC-L2 gene has not revealed any particular
phenotype when it is grown in the same conditions as
control plants.

How AtNUC-L1 controls AtNUC-L2 expression? Tran-
scriptional and or posttranscriptional mechanisms may be
involved. This is one of the questions we are trying to
answer. Thus far, although the role of AtNUC-L2 remains
speculative and requires additional experimentation to es-
tablish its role in plant cells; our data indicate that conserved
AtNUC-L1 plays an important role in chromatin regulation
of rDNA genes, nucleolus structure, and growth in plants
and possibly in other higher eukaryotes. Studies to establish
more precisely the mechanisms involved in these major
structural changes are the next challenge.
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Chez Arabidopsis thaliana, les genes d’ARNr 5S sont regroupés en blocs situés dans
I’hétérochromatine péricentromérique des chromosomes 3, 4 et 5. La transcription
des genes d’ARNTr 5S est régulée par des facteurs épigénétiques altérant notamment
leur structure chromatinienne. Une étude a été menée durant les premieres étapes
du développement post-germinatif pour identifier les événements et des facteurs
conduisant a ['élaboration de telles structures. Nous avons pu observer une
décompaction de I'ADNr 5S immeédiatement suivie d’'une recondensation. Ces
phénoménes impliquent respectivement ROS1 et 'ARN polymérase V. L'étude des
formes Pol IVa et Pol IVb nous indique que Pol IVb, en plus de son activité
partenaire de Pol IVa, possede une action spécifique dédiée au locus d’ADNr 5S du
chromosome 4. Cette nouvelle activité de Pol IVb, qui est indispensable au silencing
et a la compaction de ce locus, semble indépendante de la voie classique de
méthylation de 'ADN dépendante des ARN.

Q_%/MZ

In Arabidopsis thaliana, 5S rRNA genes are found clustered at pericentromeric
heterochromatin of chromosomes 3, 4 and 5. 5S rRNA genes transcription is
epigenetically regulated through the formation of specific chromatin structure. In
order to determine the events that lead to the establishment of such structures, a
study during the first steps of post-germinative plant development was done.
Unexpectedly, we observed a decondensation followed by a rapid "re"condensation
of 5S rDNA chromatin. These two phenomenons are respectively dependent on
ROS1 and RNA polymerase IV activities. A more precise analyse on the two Pol IV
isoforms, i.e. Pol IVa and Pol IVb, revealed a new function for Pol IVb. Indeed, in
addition to its activity in a partnership with Pol IVa, Pol IVb has a specific role in the
silencing and the compaction of the 5S rDNA locus from the chromosome 4. This
activity seems to be independent of the Pol IVa activity and the RNA dependent DNA
methylation pathway.

Wets- Ctes

Arabidopsis thaliana, ADN ribosomique 5S, ARN Polymérase IV, ROS1,
epigénétique, chromatine.
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