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Biologie.

TITRE DE LA THESE : Etude de l'impact de la méthylation sur arginine sur I'activité du principal effecteur
du RNA silencing chez A. thaliana : la protéine AGO1

RESUME : La protéine ARGONAUTE1 (AGO1) chez Arabidopsis thaliana appartient a la famille trés conservée des protéines
AGO/PIWI. Cette protéine est capable de charger un petit ARN (de 21 a 24 nucléotides de long), qui peut étre typiquement : un
microARN (miARN), un tasiARN, un phasiARN, ou un petit ARN interférant d’autres origines (par exemple, viral). Le complexe effecteur
AGO1-petit ARN ainsi formé peut réprimer I'expression des ARN messagers (ARNm) en les clivant ou en inhibant leur traduction. AGO1
intervient dans la régulation post-transcriptionnelle des génes (PTGS), la défense face aux pathogenes, et sa mutation est léthale.
L'importance des rbles assurés par AGO1 implique sa régulation fine au niveau post-transcriptionnel ou post-traductionnel. Dans ce
contexte, le réle des modifications post-traductionnelles (PTM) d’AGO1 reste peu connu chez A. thaliana, et constitue I'objet d'étude de
cette these. En effet, des travaux récents indiquent que la protéine AGO2 d'A. thaliana peut subir une méthylation sur arginine (R-met),
un type de PTM connu pour réguler les protéines AGO/PIWI chez les animaux. Cette régulation d’AGO2 par R-met implique I'enzyme
PRMT5, qui fait partie des protéines PRMT qui peuvent déposer trois types de marques de R-met : des monométhylations (MMA) (PRMT
de type lll), des diméthylations symétriques (sDMA) (PRMT de type I, tel que PRMT5), ou des diméthylations asymétriques (aDMA)
(PRMT de type I). Les motifs R-méthylés sont reconnus par les protéines lectrices a domaine Tudor (TSN) ce qui entraine la réponse
biologique. De maniére intéressante, la protéine AGO1 possede au niveau de son extension N-terminale (NTE) des sites prédits de
R-met (GRG/RGG). Ma thése s’est donc concentrée sur I'étude de la méthylation sur arginine d’AGO1, les effets sur I'activité de cette
protéine et sur le développement de la plante. Nous avons ainsi montré que la région NTE d’AGO1 peut étre R-diméthylée
symeétriquement par PRMT5, et asymétriquement par une/des PRMT de type | inconnu(es). En absence de PRMT5, AGO1 perd les
marques sDMA, qui pourraient étre en partie remplacées par des marques aDMA sur les mémes résidus. Ces résultats suggerent une
double régulation d’AGO1 par des modifications sDMA et aDMA. L'absence de sDMA réduit I'association d’AGO1 avec les protéines
TSN, mais elle ne I'abolit pas, suggérant une association d’AGO1 avec les TSN indépendantes des sDMA. J'ai aussi étudié I'impact de
'absence des marques sDMA, sur l'activité d’AGO1, en analysant le mutant prmt5. Nos observations ne montrent pas d’effet sur la
localisation subcellulaire d’AGO1, son accumulation, son chargement en miARN, et sur son activit¢ de PTGS médiée par un miARN
artificiel. Par contre, le chargement de certains tasiARN et phasiARN dans AGO1 est diminué en 'absence de PRMT5. Afin de cibler
spécifiguement I'impact de I'absence des R-diméthylations (R-dimet) sur AGO1, jai produit des lignées de plantes transgéniques
produisant une version d’AGO1 non-méthylable. Ces plantes montrent des phénotypes foliaires, qui corrélent avec une augmentation du
niveau de certains ARNm qui régulent ces aspects et sont contrélés par des miARN. De plus, le niveau d’ARNm d’AGO2 est aussi
augmenté en absence de R-dimet sur AGO1, laissant supposer une double régulation d’AGO2 soit par R-diméthylation directe, soit
indirectement par R-dimethylation de la protéine AGO1, qui, a travers le chargement de miR403, régule AGO2. Pour finir, 'expression
d’'une version d’AGO1 non-méthylable dans un fond senseur pour I'activité du PTGS (amiRSUL) suggére que la R-dimethylation d’AGO1
pourrait réguler son activité d’inhibition traductionnelle. Pour compléter cette étude sur le développement, il serait intéressant d’étudier
impact de cette R-dimet d’AGO1 sur le développement de la racine, et d’évaluer la réponse de plantes exprimant une version non

méthylable d’AGO1 face a divers stress. . . L
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