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Conversions épigénétiques
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au cours des générations

Augustin de Vanssay, Anne-Laure Bougé, Antoine Boivin,

Catherine Hermant, Laure Teysset, Valérie Delmarre,
Christophe Antoniewski, Stéphane Ronsseray

La paramutation :

une conversion épigénétique
découverte chez les plantes

De nombreuses dérégulations de
génes interviennent sans qu’il puisse
étre observé de modification de leur
séquence d’ADN. Ces dérégulations,
qui peuvent étre a 'origine de dys-
fonctionnements cellulaires, proviennent
de modifications affectant la méthyla-
tion de ’ADN et/ou des protéines asso-
ciées a I’ADN, ou encore la production
de petits ARN non codants qui inter-
férent avec I'expression de ces geénes.
De telles modifications sont, dans cer-
tains cas, transmises a travers la méiose
et persistent de facon stable au cours
des générations. La transmission de ces
modifications est dite « épigénétique ».
Un cas particulier de transmission épi-
génétique, mis en évidence pour la pre-
miére fois chez les plantes, correspond
a la conversion épigénétique d’un allele
par son allele homologue [1, 2]. Chez le
mais, le géne bl code pour un pigment
de la tige, "anthocyanine, nécessaire
a sa coloration brune. Certains pieds
de mais possedent un alléle de ce gene
appelé B-1 (B-Intense) qui induit une
coloration foncée de la tige. D’autres
pieds possedent un autre allele, B’, qui
induit une coloration vert clair de la tige,
liée a la répression de bl. La séquence
des alleles B-/ et B’ est la méme. Ces
deux alleles different principalement par
la structure de la chromatine au niveau
d’une région située en amont du promo-
teur de bl. Cette région est constituée
de séquences d’ADN répétées en tandem.
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Au niveau de ces séquences, la chroma-
tine est plus compactée dans I’allele B’
que dans 'alléle B-/. La transmission de
ces deux « alléles épigénétiques » (ou
épialleles) n’est pas mendélienne. €n
effet, le croisement d’une plante B-1/B-/
avec une plante B’/B’ produit en G; des
hybrides présentant tous une tige claire,
ce qui démontre une dominance de B’
sur B-/. De facon surprenante, le croi-
sement de cet hybride avec une plante
B-1/B-1 produit aussi uniquement des
plantes & tige claire (alors qu’on atten-
drait 50 % de plantes présentant une
tige foncée). Enfin, ces derniéres plantes
(G,), lorsqu’elles sont croisées avec des
plantes aux tiges foncées, produisent
encore 100 % de plantes aux tiges claires.
Il apparait ainsi que la coexistence en G,
des alléles B-/ et B’ dans le génome induit
une conversion épigénétique : I’épialléle
B’ convertit systématiquement I’épial-
lele B-I en épiallele B’, qui est ensuite
transmis de fagon stable au cours des
générations (et ce depuis plus de 50 ans).
Un épialléle B-/ converti en B’ est, a son
tour, capable de convertir un épialléle B-/
amené par croisement : ce phénomene est
donc récurrent [3].

Ce phénomeéne de conversion épigéné-
tique stable au cours des générations et
pouvant étre réalisé de fagon récurrente
est appelé « paramutation ». Lalléle B’,
qui induit la conversion, est dit paramu-
tagénique, tandis que 'alléle converti
est dit paramuté. Cette conversion est
liée a la présence de petits ARN homolo-
gues aux régions d’ADN répétées situées
en amont du promoteur du géne bl.
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Ces petits ARN permettraient une « com-
munication », dont le mécanisme est a
ce jour inconnu, entre les épialleles B’ et
B-I présents au sein d’un méme génome.
La paramutation peut ainsi provoquer
une propagation tres rapide, au sein
d’une population, d’un nouvel épiallele
ayant des propriétés paramutagéniques.
Elle a été décrite chez plusieurs especes
végétales (mais, petit pois, tomate,
etc.). Des transmissions par conversion
épigénétique ont été également décrites
chez la souris [4]. Cependant, ces der-
niéres sont beaucoup moins stables :
elles ne se transmettent pas au-dela de
quatre générations.

Répression des éléments transposables
par les piARN dans la lignée germinale
chez I’animal

Les éléments transposables sont des
séquences d’ADN capables de se dépla-
cer d’un site chromosomique a un autre.
Ils sont le plus souvent présents sous
forme de nombreuses copies dispersées
sur I’ensemble du génome. Ces éléments
étant générateurs de mutations et de
cassures chromosomiques, leur mobilité
doit étre régulée pour préserver I'inté-
grité du génome. L'étude de la régulation
d’un élément transposable a récemment
permis de mettre en évidence un cas de
paramutation chez la drosophile (Dro-
sophila melanogaster) [5]. Cette para-
mutation est trés stable au cours des
générations et peut étre induite de fagon
récurrente. Elle est liée a la transmission
maternelle de petits ARN non codants et
s’accompagne d’un « apprentissage » qui
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Figure 1. Paramutation chez la drosophile. Deux types de lignées de drosophiles portant les mémes répétitions de transgénes en tandem (cluster)

présentent des propriétés épigénétiques différentes. Dans une premiere lignée (T-1), le cluster (alléle paramutagénique, triangle plein) produit
des piARN ovariens (24-29 nt). Dans une seconde lignée (BX2), le cluster (alléle paramutable, triangle pointillé) n’en produit pas ou trés peu. Le

croisement de femelles T-1/+ avec des males BX2/+ peut produire des femelles G; ayant recu de leur mére un cytoplasme contenant des piARN (fond

orange), mais ne possédant pas I’alléle paramutagénique, et ayant recu de leur pére I’alléle paramutable. Dans ces femelles Gy, I’alléle paternel est

paramuté : il se met a produire des piARN et peut exercer un trans-silencing de séquences homologues au sein du génome. L'alléle ainsi paramuté

est transmis de fagon stable au cours des générations, et est capable a son tour de convertir un alléle paramutable.

confére au locus paramuté la capacité de
produire a son tour ces mémes petits ARN
dans les ovaires. Ces petits ARN seront
ainsi transmis a la génération suivante.
Ce phénomeéne correspond au premier cas
stable de paramutation décrit dans le
monde animal.

Les populations naturelles de la mouche
du vinaigre ont été envahies au XX®siecle
par un élément transposable appelé élé-
ment P. Cet élément mobile, présentant
une forte capacité a transposer dans la
lignée germinale et ainsi a se multiplier
au sein des génomes, s’est propagé en
moins de 20 ans au sein de toutes les
populations naturelles de drosophiles
dans le monde [6, 7]. Cette diffusion, qui
implique des phénomenes migratoires,
a vraisemblablement été facilitée par
les activités humaines. Apreés une phase
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intense de transposition, provoquant
mutations et cassures chromosomiques,
une répression de la transposition de
élément P s’est mise en place dans les
populations de drosophiles [8]. Nous
nous sommes intéressés a la mise en
place de cette répression et avons montré
qu’une seule copie de P, insérée dans la
chromatine compactée a proximité des
télomeres (hétérochromatine télomé-
rique), est capable de réprimer plusieurs
dizaines de copies actives de I’élément P
présentes dans le méme génome [9, 10].
Cette répression en trans est liée a la pré-
sence, dans les ovaires, de petits ARN non
codants de 24 a 29 nucléotides, appelés
piARN (PIWI-interacting RNA), qui sont
transmis par le cytoplasme de 'ovocyte
[11]. Cette voie de répression par les
piARN a été découverte chez la drosophile

[12]. €lle régule non seulement Iacti-
vité des éléments transposables dans la
lignée germinale, mais aussi I’expression
de certains génes au cours du déve-
loppement [13]. Son existence est tres
ancienne et elle est conservée chez les
vertébrés [14].

Un systeme de transgénes a été utilisé par
la suite pour étudier les propriétés phé-
notypiques, génétiques et moléculaires
de la répression de I’élément P. Dans
ce systéme, appelé trans-silencing, un
transgéne inséré dans I’hétérochromatine
télomérique réprime, dans la lignée ger-
minale, un transgene homologue, quelle
que soit la localisation chromosomique
de ce dernier [15, 16]. Le trans-silencing
fonctionne méme si I"lhomologie entre
I’élément télomérique (le répresseur) et
I’élément réprimé (la cible) concerne une
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séquence différente de I’élément P (par
exemple le géne lacZ de €. coli) [17]. Ceci
suggere que ce systéme de répression
génique est trés général.

Paramutation stable liée

a I’émergence d’un locus producteur
de piARN chez la drosophile

Nous avons également montré que
d’autres locus génomiques hétérochro-
matiques sont capables de réaliser un
trans-silencing de ce type dans la lignée
germinale. Ainsi, un locus composé de
transgénes répétés en tandem (cluster)
s’estrévélé particulierement intéressant.
€n effet, nous disposons de deux lignées
possédant sept copies d’un transgene
insérées en tandem en un méme locus
chromosomique : la lignée T-1, capable
d’induire le trans-silencing, et la lignée
BX2, incapable d’induire cette répres-
sion [18]. Les clusters de transgénes
de T-1 et BX2 sont génétiquement iden-
tiques (I'un dérive de I'autre) [19]. T-1
produit des piARN dans les ovaires, que
nous avons caractérisés par séquencage
a haut débit, tandis que BX2 n’en produit
qu'une quantité infime. Ce locus trans-
génique présente ainsi, selon la lignée
qui ’héberge, des propriétés épigéné-
tiques différentes qui sont transmises
de facon totalement stable au cours des
générations.

De facon surprenante, une drosophile
femelle BX2/+ (G;) ayant recu de sa
mere T-1/+ le cytoplasme contenant
des piARN, mais pas le cluster T-1 (qui
produit les piARN), et ayant recu de son
peére BX2/+ le cluster BX2 (qui ne produit
pas de piARN), présente une capacité
de trans-silencing totale, similaire a
celle de sa meére (Figure 1). De plus,
une femelle BX2/+ (G,) issue de cette
femelle BX2/+ (G;) présente également
une capacité de trans-silencing totale,
et synthétise autant de piARN ovariens
qu'une femelle T-1/+. Ainsi, mis au
contact d’un cytoplasme contenant des
piARN, un cluster BX2 devient lui-méme
un fort producteur de piARN et peut
a son tour réaliser un trans-silencing
total, et ce de fagon stable au cours des
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générations (ceci a été testé durant 55
générations). De plus, ces femelles épi-
génétiquement « converties », appelées
BX2*/+, produisent des ovocytes dont le
cytoplasme est @ son tour capable d’en-
clencher la production de piARN par un
cluster BX2 inerte, lors de croisements
avec des males BX2/+. Ce dernier cluster
inerte devient lui-méme un producteur
stable de piARN répresseurs : I’éléve
BX2* est donc devenu professeur. Ces
piARN ont été caractérisés d’un point
de vue moléculaire par séquengage a
haut débit et les capacités répressives
d’un locus BX2* sont abolies par une
mutation affectant aubergine, I'un des
acteurs principaux de la voie des piARN,
ce qui confirme I"implication de cette
voie dans cette répression. Enfin, un
locus BX2 inerte peut également étre
activé par un locus producteur de piARN
localisé sur un chromosome différent,
ce qui généralise I'impact possible de ce
type d’interaction au sein du génome.
Ce travail met en évidence pour la pre-
miéere fois un authentique mécanisme
de paramutation dans le regne animal.
Il est important de souligner que cette
paramutation s’opere par simple transfert
d’informations présentes dans le cyto-
plasme de Iovocyte, c’est-a-dire qu’elle
se réalise sans que le chromosome mater-
nel paramutagénique ne soit jamais mis
en présence du chromosome paramuté
dans les cellules des descendants. Ainsi,
une authentique paramutation s’avere
réalisable en absence de toute possibilité
d’appariement entre les locus paramuta-
génique et paramuté, ce qui était inédit, y
compris dans le monde végétal.

U'étude de la paramutation est fonda-
mentale, d’une part pour la connaissance
des supports moléculaires impliqués dans
I’hérédité non génétique et, d’autre part,
pour I'analyse du mode d’émergence des
locus producteurs de piARN. Notre tra-
vail ouvre également de nouvelles pistes
d’investigation des mécanismes de pro-
pagation des nouveautés épigénétiques
au sein des populations. ¢

Inheritance of paramutation in plants
and Drosophila
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