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Abstract. A plethora of non-coding RNAs have been found in eukaryotes, notably with the advent of
modern sequencing technologies to analyze the transcriptome. Apart from the well-known house-
keeping RNA genes (such as the ribosomal RNA or the transfer RNA), many thousands of transcripts
detected are not evidently linked to a protein-coding gene. These, so called non-coding RNAs, may
code for crucial regulators of gene expression, the small si/miRNAs, for small peptides (translated
under specific conditions) or may act as long RNA molecules (antisense, intronic or intergenic long
non-coding RNAs or IncRNAs). The IncRNAs interact with members of multiple machineries involved
in gene regulation. In this review, we discussed about how plant IncRNAs permitted to discover new
regulatory mechanisms acting in epigenetic control, chromatin 3D structure and alternative splic-
ing. These novel regulations diversified the expression patterns and protein variants of target protein-
coding genes and are an important element of the response of plants to environmental stresses and
their adaptation to changing conditions.

Résumé. Une pléthore d’ARN non codants a été découverte chez les eucaryotes, notamment avec
l'avéenement des technologies modernes de séquencgage pour analyser le transcriptome. En dehors
des génes ARN domestiques bien connus (tels que I’ARN ribosomal ou ’ARN de transfert), plusieurs
milliers de transcrits détectés ne sont pas manifestement liés a un gene codant pour une protéine.
Ces ARN, appelés ARN non codants, peuvent coder pour des régulateurs cruciaux de I'expression
des génes, les petits si/miARN, pour de petits peptides (traduits dans des conditions spécifiques)
ou peuvent agir comme de longues molécules d’ARN (ARN non codants antisens, introniques ou
intergéniques ou IncRNA). Les IncRNAs interagissent avec les membres des multiples machineries
impliquées dans la régulation des génes. Dans cette revue, nous avons discuté de la facon dont
les IncRNAs des plantes ont permis de découvrir de nouveaux mécanismes de régulation agissant
dans le controle épigénétique, la structure 3D de la chromatine et I'épissage alternatif. Ces nouvelles
régulations ont diversifié les profils d’expression des génes codants pour les protéines cibles et
constituent un élément important de la réponse des plantes aux stress environnementaux et de leur
adaptation aux conditions changeantes.
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1. Introduction: diverse non-coding RNAs ex-
istin cells

The availability of genome sequences of numerous
living organisms markedly changed our vision of the
genome. Genomes are widely transcribed and pro-
duce thousands of long non-coding RNAs (IncRNAs),
which are an abundant class of transcripts longer
than 200 nucleotides with low protein coding ca-
pacities [1]. LncRNAs are generally transcribed by
RNA polymerase II (Pol II), are poly-adenylated and
may contain introns as a coding mRNA. It is con-
sidered that a long non-coding RNA has a func-
tion independent of its protein coding potential. Ini-
tially, genetic approaches in bacteria mainly revealed
the role of protein coding genes in gene expression
(e.g. transcription factors) and similarly, in eukary-
otes, identification of mutations controlling various
phenotypes emerging from genetic screenings also
pointed mainly to protein coding genes. Indeed, un-
til the 1940s, it was proposed that genome length
could positively correlate with the organism’s com-
plexity [2]. Nevertheless, the strong differences of
genome length observed between closely related or-
ganisms and the existence of very long genomes
within simple organisms, noted in the early 1950s,
give rise to a convolutional quandary, the so-called
“C-value paradox” [3]. In fact, evolutionary complex-
ity of eukaryotic organisms was supposed to deal
with rare protein-coding genes immersed in the so-
called “junk” DNA likely containing no function.
However, the advent of genome sequencing revealed
that in yeast the number of protein-coding genes was
three times less than those detected in humans de-
spite the large diversity of cell types and specialized
functions of human cells in the organisms as com-
pared to the 2 main cells (meiotic or not) linked to
yeast biology. This led to the hypothesis that genome
complexity maybe linked to the non-coding por-
tion of the genome more than to the protein cod-

ing genome and that this junk DNA, from which
functions could not be revealed using classical ge-
netic approaches maybe hidden. Uncovering of large
non-protein-coding DNA regions within the genome
raised multiple questions concerning the relevance
of these non-protein-coding sequences: How these
sequences appear and are they functional? The ex-
tent advances of RNA sequencing methods revealed
that more than 90% of eukaryotic genomes are tran-
scribed to RNA with only 2-10% of individual tran-
scripts translated into protein [4]. As expected, this
tremendous quantity of transcripts is significantly
different from each other, some are constitutively
activated and participate in the basal function of
cell life, such as gene transcription or translation
whereas others are specifically activated upon par-
ticular stimuli or tissues, suggesting potential regu-
latory functions. In fact, many ncRNAs were linked
to mRNA splicing and translation in all organisms.
A coding gene is transcribed into an RNA molecule
which is getting mature through the addition of a
poly(A) tail and a N7-methylated guanosine linked
to the first nucleotide in 5’, modifications that in-
creased mRNA stability and translation efficiency. In
the nuclei, after transcription, the linear mRNA se-
quence can also be internally modified, or spliced,
by the spliceosome, leading to the eviction of certain
portions of the transcript, the so-called introns [5].
In humans, 73 mutations impairing the splicing pro-
cess have been linked to cancer predisposition [6],
strengthening the importance of this mechanism for
cell life. Most of the time, during splicing all in-
tronic regions are removed from the transcript. How-
ever, certain introns can be retained and certain ex-
ons can be skipped, leading to different mature mR-
NAs from one locus through alternative splicing (AS),
permitting in certain cases to expand protein vari-
ants from the same gene. The spliceosome is con-
stituted of small nuclear non-coding RNAs (snR-
NAs) that bind to proteins which together form a
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ribonucleoprotein complex and catalyze the splic-
ing reactions [7]. Notably, more than 90% of pre-
mRNA transcripts are spliced in humans, many in
a tissue-dependent or developmental-related man-
ner [8]. Similarly, in higher plants, more than 60% of
transcripts containing intron undergo AS [9]. Once
mature, the coding transcripts exit the nucleus and
are bound and decoded by the ribosomal complex,
again a large complex formed with multiple proteins
and the ribosomal non-coding RNAs (rRNAs) [10].
This complex is able to recognize specific sequences
from the coding transcripts and produce the cor-
responding protein with the help of another type
of non-coding transcripts: the transfer RNA (tRNA),
linked to amino-acids [11]. Hence, both splicing and
translation are realized through the cooperation of
proteins and non-coding transcripts.

2. The small RNAs, new regulators of gene ex-
pression

In addition to these well characterized house-
keeping non-coding RNAs, new regulatory RNAs
emerged in recent years. Small regulatory non-
coding RNAs or small RNAs (sRNAs) are defined as
transcripts with a length in-between 19-25 nt and
not translated into protein. They are issued from
double stranded RNA (dsRNA). Depending on their
biogenesis and their mechanism of action they can
be classified in different major types: small inter-
fering RNAs (siRNAs), microRNAs (miRNAs) and
tasi/phasiRNAs [12], all of which, fine-tune the tran-
scriptional or post-transcriptional gene activity of
their target mRNAs through DNA methylation, cleav-
age or translation regulation. Several excellent re-
views dedicated to small RNA biogenesis and func-
tion have been published and we will not describe
them here [12, 13]. These small RNAs are encoded in
the genome in large precursors that are being pro-
cessed into small RNAs through the RDR/DCL ma-
chinery and their biogenesis allowed the classifica-
tion of these different types of siRNAs [12, 14]. Hence,
many long non-coding RNAs encode those small
non-coding RNAs that are major regulators of gene
expression as their action has been involved in many
aspects of eukaryotic development. In plants, they
were linked to developmental processes as well as to
the response to the environment. Interestingly, cer-
tain IncRNAs, such as TAS3, which are not precursors

of miRNAs, are targeted by a miRNA, miR390, to in-
duce a cleavage reaction in the IncRNA. This process
triggered the formation of double-stranded RNA and
the processing by DCL4 to form the so-called tasiR-
NAs. These secondary tasiRNAs now target mRNAs
of the ARF family (auxin-related transcription fac-
tors) to post-transcriptionally control both spatial or
temporal ARF expression. Interestingly many miRNA
pathways function in a wide number of processes,
for example, the miR390-TAS3-ARF pathway is im-
plicated in lateral root growth, leaf formation, em-
bryogenesis and is conserved in all land plants [15].
Also, a wheat IncRNA WSGAR is targeted by miR9678
to generate phasiRNAs (processed similarly as the
tasiRNAs) that are involved in seed development and
germination [16]. Altogether, miRNAs, siRNAs and
tasi/phasiRNAs generated after miRNA-mediated
cleavage revealed already a portion of IncRNAs con-
tributing the complexity of gene regulation through
the formation of small RNAs.

In addition, many IncRNAs act as such to mod-
ulate the function of miRNAs in vivo. For exam-
ple, the gene PHOSPHATE 2 (PHO2), a key regu-
lator of phosphate (Pi) homeostasis, is targeted
by miR399 and the AtIPSI IncRNA shares a highly
similar 23nt sequence with PHO2, corresponding
to the recognition sequence of miR399. Interest-
ingly, in IPS1, there are 3nt sequence mismatches
in the middle of the miR399 binding site leading
to the formation of a bulge avoiding IPSI cleavage
by miR399. Consequently, IPS1 is acting like a “sui-
cide” substrate of miR399-mediated cleavage and
sequesters miR399 to consequently inhibit its action
on PHO2 regulation. This mechanism called target
mimicry [17] is a nice example of new regulatory
mechanisms linked to IncRNAs and was initially
discovered in plants. These miRNA “sponges” can
blocked miRNA-mediated post-transcriptional reg-
ulation of specific mRNA targets. Interestingly, the
IPS1-mediated miR399 inhibition is also conserved
in maize, tomato and Medicago truncatula [18, 19]
and bioinformatic screenings in Arabidopsis revealed
407 putative IncRNA miRNA-sponge acting in re-
sponse to blue-light; one of which directly implicated
in the blue-light-mediated photomorphogenesis
and mannitol stress response through the seques-
tration of miR167, involved in hypocotyl elonga-
tion [20]. This type of regulation in which a IncRNA
trap miRNA was named target mimicry and was also
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found in animals, where two thirds of the human
transcriptome is likely to be regulated by miRNA.
These miRNA mimicries or “sponges” open wide
perspectives to the role of these class of IncRNAs
in post-transcriptional regulation [21]. Interestingly,
Circular RNAs (CircRNAs) are also a recent class of
non-coding RNAs formed through reverse splicing
of an exon or cyclization of an intron within a gene,
generally coding but also non-coding in specific
cases [22]. These CircRNAs are short, present a cova-
lent 5'-3’ ends linkage [23], are non-polyadenylated
and significantly more stable than linear IncRNA.
Abundant in the human genome, and expressed in
a tissue-specific manner [24], many CircRNAs have
been shown to act mainly as miRNA sponges as IPS1.
Thousands of CircRNAs have been identified in hu-
mans, and also in plants in nearly 30 species, among
which Arabidopsis and many crops [25]. Despite their
responsiveness to abiotic and biotic stresses, their
biological functions in plants remain to be eluci-
dated. Hence, small RNAs either through their bio-
genesis or interaction with IncRNAs revealed specific
mechanisms of gene regulation where IncRNAs play
a significant role in plant development and stress
responses.

3. To code or not to code: that is the question;
Peptides or RNAs?

The increased sensitivity of next-generation se-
quencing methods allowed to detect large amounts
of long non-coding RNAs in eukaryotes [14]. LncR-
NAs are transcripts superior to 200 nt in length,
presenting a low ability to encode for proteins and
are classified according to their genomic position
in relation to other genes. First, the intronic IncR-
NAs are IncRNAs transcribed within the intron of
another gene that does not overlap with any exons,
independently of its orientation [1], while they are
classified as exonic or sense IncRNAs if they overlap
with the exon of a gene and on the same strand. In
contrast, IncRNAs overlapping with exonic genomic
regions but on the other strand of the DNA are clas-
sified as natural antisense IncRNA (NAT-IncRNA).
LncRNAs transcribed from the promoter of a gene
may constitute a promoter-IncRNA and the inter-
genic IncRNAs (lincRNAs) are IncRNAs transcrip-
tional units localized in-between two genes (includ-
ing their promoter region (e.g. 1 kb before the TSS)

although this is not an absolute definition [1]. The
number of discovered IncRNAs increased together
with the development of sequencing and bioinfor-
matic prediction tools. For example, in 2017 the
FANTOMS project identified around 27,919 IncRNAs
in humans, whereas in 2018 it has been estimated
that the human genome contains around 270,044
IncRNAs (https://fantom.gsc.riken.jp/5/). Similarly
in plants, the number of annotated IncRNAs signifi-
cantly increased over time. For example, the study of
Ben Amor (2009) identified only 76 IncRNAs in Ara-
bidopsis from detailed expertise of full length cDNA
databases [26], whereas RNAseq identified 6510
IncRNAs, among which 4050 NAT-IncRNAs and 2460
lincRNAs [27]. Now, thousands of IncRNAs have been
identified within more than 40 plant species. For
example the Green Non-Coding Database (GreeNC)
annotated more than 120,000 IncRNAs within 37
plant species and six algae [28].

There is an increasing number of pipelines able
to decipher if a transcript is coding or non-coding
based on multiple parameters including, the tran-
script sequence, secondary structure and RNA con-
servation that allowed to significantly improve ge-
nomic annotations. For example, the CPC program
uses both sequence alignment and Open Reading
Frame (ORF) length and coverage whereas the phy-
loCSF uses known protein databases together with
sequence alignment to classify a transcript as coding
or non-coding [29]. CNCI and PLEK use nucleotide
composition such as GC content and k-mer occur-
rence [30,31], whereas COME uses structural features
of the transcript and epigenetic information to de-
cipher its coding ability [32]. These tools are based
on a machine learning approach, where the software
is trained on a set of known non-coding and coding
transcripts. More recently, newly developed tools use
a whole set of alignment and non-alignment meth-
ods to analyze multiple transcripts features, such as
the ORE RNA secondary structure, encoded peptides
isoelectric point and Ficket score. Among these tools,
CPC2, emerged as a widely used coding prediction
tool for a large range of species [33].

Even though IncRNAs share common features
with coding RNAs (polyA, spliced transcripts) they
also have distinct characteristics such as generally
be shorter in length, contain less exons and produce
a lower number of isoforms as compared to coding
RNAs [34,35]. Moreover, they are often less abundant
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than coding RNAs and frequently retained in the nu-
cleus whereas the coding RNAs are rapidly translo-
cated to the cytoplasm to be translated. In mammals,
promoters of IncRNAs tend to have less TF binding
sites and fewer histone modifications that could ex-
plain their lower abundance as compared to coding
transcripts. Indeed, a massively parallel reporter as-
say, which compared the activity of 2078 coding and
IncRNAs gene promoters, shows that coding gene
promoters have higher activity than IncRNA promot-
ers [36]. The low stability of IncRNA transcript could
also participate in their poor abundance.

As IncRNA molecules are generally more than
200 nt in length, it is likely that they contain small
ORF that could be recognized and decoded by ri-
bosomal units [37], even though classification gen-
erally states that IncRNA have no discernable cod-
ing potential. More importantly, a long transcript is
considered as IncRNA if it is biologically functional
in its RNA state, even if it may produce certain pep-
tides [1]. Alternatively, some transcripts can have a
function as RNA and as protein, suggesting that they
can be “dual” RNAs [38]. For example, the ENOD40
transcript is involved in nucleocytoplasmic traffick-
ing of MtRBP1, but can also generate small peptides
participating in root symbiotic nodule organogene-
sis. Similarly, Steroid receptor RNA activator (SRA),
regulates steroid receptor-dependent gene expres-
sion in its RNA state but can also produce a pep-
tide that modulates the transcriptional activity of
SRAI gene [39]. Interestingly, the SRA gene produces
a IncRNA or peptide depending on the isoform pro-
duced, strengthening the relevance of AS for the pro-
duction of bifunctional RNA molecules [40]. Con-
versely, the TAD gene in Drosophila implicated in
embryonic development is classified as IncRNA but
a 7aa motif present in an ORF is critical for its func-
tion. Furthermore, even if the RNA molecule con-
tains a SORE the RNA moiety may modulate its abil-
ity to interact with the ribosomes and yield trans-
lation products [41]. Indeed, RNA secondary struc-
ture can influence the splicing process leading to al-
ternatively spliced mRNA that will have less affinity
with ribosomes or lacked a start/stop codon, avoid-
ing their translation into protein [42]. More generally,
increasing evidence from bioinformatic analyses and
ribosome profiling, shows that certain IncRNA asso-
ciates with ribosomes in plants and animals [43-45]
although out of the thousands of sORF discovered

in IncRNAs, very few seem to produce detectable
peptides such as MLN [46]. As the proportion of
coding IncRNA varies greatly between ribosomal-
profiling studies [47,48], the Mass spectrometry (MS)
emerged as a complementary method to decipher
the coding ability of IncRNAs and more recently pep-
tidomics approaches were combined together with
enrichment protocols to overcome the weak sensi-
tivity of MS when compared to transcriptomics [49].
In plants, several sORFs present in IncRNA such as
miRNA or siRNA precursors were shown to be asso-
ciated with ribosomes by RiboSeq approaches, how-
ever these sORF were not evolutionary conserved, in
contrast to the encoded regulatory small RNA. For
the TAS3 IncRNA, the translation process per se may
be required to stabilize the IncRNA molecular to be
able to generate dsRNA and tasiRNAs under partic-
ular conditions [44]. Even though we would like to
classify IncRNAs as exclusively coding or non-coding,
it seems that the frontier between coding and non-
coding is subtle and likely RNA sequences and sORF-
encoded peptides may develop functions in different
cellular contexts across evolution.

The increasing availability of whole genome se-
quences from different species revealed highly con-
served genomic regions between all living organ-
isms, such as the ribosomal related genes and the
homeobox-genes. On the other hand, DNA from
non-coding genes and/or intergenic regions are
lowly conserved between species and even specific
to some clades or individuals. Indeed, structural ge-
netic variants are less frequent in Coding DNA Se-
quences (CDSs) and introns as compared to other
DNA regions such as non-coding genes and inter-
genic regions in humans [50]. Similarly, in Arabidop-
sis thaliana, the 1001 genome project shows that
coding regions accumulate less Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) than non-coding or intergenic
regions [51]. Likewise, in 66 rice accessions, less than
5% of SNPs and Insertion/deletions (indels) were
located in coding regions while representing around
10% of the genome [52]. Only less than 2% of the
Arabidopsis thaliana IncRNAs are conserved at the
sequence level across the plant kingdom. Concomi-
tantly, it has been observed that highly expressed
genes tend to be more conserved than lowly or
specifically expressed genes, such as IncRNAs [53].
Logically, the conserved Brassicaceae IncRNA (18%
of sequence-level) present a higher level of expres-
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sion as compared to the non-conserved ones [54].
Genome analysis of five monocotyledon and five
dicotyledon species shows that IncRNA conservation
remains high within the same species but strongly
decreases at the inter-species level [55]. Even be-
tween ecotypes the landscape of non-coding RNAs
showed variability at expression level independently
of minor SNPs between accessions [56]. Thus, it is
tempting to assume that the non-conserved genome
reflects the specific adaptation of an accession or an
individual to its environment [56, 57]. It is notewor-
thy that the sequence of the IncRNA gene may not be
conserved although their relative position (synteny)
within the genome may be [58] suggesting that the
interaction of the IncRNA with its syntenic neighbor-
ing coding genes may have biological relevance for
their co-regulation.

4. Expression and subcellular localization of
IncRNAs

Rather than possessing recognizable specific do-
mains across evolution like functional proteins, IncR-
NAs harbor specific short sequences and secondary
structures which can shape their 3D structure and
affect their interaction with other molecules. Inter-
actor elements (IEs) serve for physical interactions
with various partners through base complementar-
ity (with other nucleic acids) and sequence-specific
recognition by RNA-binding proteins (RBPs). On the
other hand, structural elements (SEs) allow the for-
mation of secondary and/or 3D IncRNA structures,
directing their functional interactions with other cel-
lular partners. Structural domains contain both IEs
and SEs in various combinations and permit inter-
actions with RBP complexes [59]. The association of
these different elements could represent one of the
languages that serve for directing IncRNAs interac-
tions. As an example, the IncRNA Xist harbors 33
regions that form well-defined secondary structures
linked by structurally variable regions, including a
conserved A-repeat element. This region forms an
inter-repeat structure which is essential for its con-
trol over X chromosome inactivation [60].

The understanding of the RNA repertoire still re-
quires further efforts for seizing the underlying sig-
nals that allow IncRNAs to exert their functions.
Nevertheless, a few studies have tried to associate

well known protein-domains with their RNA coun-
terparts [61]. One of these signals consists in the in-
formation guiding their subcellular localization. In-
deed, IncRNAs can either be exported to the cytosol
or reside in the nucleus, contributing to various cell
processes in both cases [62]. LncRNAs are generally
more enriched in the nucleus compared to mRNAs,
possibly due to their less efficient splicing and their
interactions with nuclear RBPs. An RNA motif that
recognizes the Ul small nuclear ribonucleoprotein
(snRNP) and is essential for mobilizing IncRNAs to
chromatin was discovered, therefore retaining them
into the nucleus [63]. Similarly, the IncRNA BORG ex-
hibits a pentamer RNA motif which is essential for
nuclear retention. The mutation of this motif to a
scrambled sequence resulted in the loss of nuclear lo-
calization. Conversely, the addition of a single copy
of the motif in a cytoplasmic RNA was sufficient to
induce its retention in the nucleus [64]. These spe-
cific RNA domains could therefore represent the RNA
counterparts of the well described nuclear localiza-
tion signal (NLS) present in proteins. The characteri-
zation of these RNA signals will be of major relevance
to develop new tools for molecular biology and the
study of the mechanisms of action of IncRNAs.
Besides the regulation of their subcellular local-
ization, IncRNAs expression at the tissue level is also
tightly regulated. Interestingly, IncRNAs are gener-
ally more expressed in a tissue- specific manner than
coding-genes in both plants and animals [65, 66]. For
instance, more than 30% of Arabidopsis IncRNAs dis-
play an organ- or developmental-specific expression
pattern [65]. The growing number of discovered IncR-
NAs, their diverse sequences and their high tissue-
specificity suggest that IncRNAs could serve as mark-
ers of tissues and developmental stages, and that they
may be at the basis of the large diversity of regulatory
patterns of expression across evolution to generate
the wide variability of forms and functions through-
out development and stress responses in eukaryotes.

5. LncRNA in the regulation of gene expression

LncRNAs have emerged as important regulators
of gene expression both at transcriptional and
post-transcriptional levels. We will now focus the
next part on the mechanisms involving plant long
non-coding RNAs although we will cite few papers
from animal studies in relation to these mechanisms
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as several concepts are common and give a major
relevance to the generality of these mechanisms in
evolution. Nevertheless, there are excellent recent re-
views to describe the plethora of information about
long non-coding RNAs in animal cells [67] and briefly
refer to plant IncRNAs.

Transcription involves the cooperation between
the RNA Polymerase machinery, TFs and other com-
plexes. Among them, the MEDIATOR complex me-
diates the communication between TFs and Pol IJ,
influencing the transcriptional rate. Interestingly, in
Arabidopsis, the IncRNA ELF18-INDUCED LONG-
NONCODING RNA1 (ELENAI) is able to bind to
MEDI19a, a subunit of the MEDIATOR complex,
and modulate its recruitment to specific promot-
ers [68]. A pathogen attack triggers the accumula-
tion of ELENAI which binds to the promoter re-
gion of PATHOGENESIS-RELATEDI1 (PRI) gene al-
lowing to enhance the recruitment of MEDI19a in
this region activating PR1 expression. Likewise, the
PANDA and DHFR human IncRNAs were also shown
to directly interact with TFs in order to modulate
their binding to gene promoters, directly influencing
the transcription of these IncRNA-recognized tar-
gets [69]. LncRNAs can also act negatively on the reg-
ulation of target gene transcription. In Arabidopsis,
the HIDDEN TREASUREI (HIDI) IncRNA decreases
PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 3 (PIF3)
transcriptional activity by binding to its first intron.
Downregulation of HIDI expression increases PIF3
gene activity and the subsequent elongation of the
hypocotyl. The mechanism by which HID3 decreases
gene expression is still unclear, however HIDI forms
a ribonucleoprotein complex interacting with the
PIF3 genomic region suggesting that this recruit-
ment may impair Pol II progression along the PIF3
gene [70].

When two genes oriented in the opposite direc-
tion overlap are generally considered antisense RNAs
and, in many cases, one of the members of this cou-
ple is a IncRNA. However, two genes cannot be tran-
scribed at the same moment, otherwise the two Pol
II complexes will encounter each other and their re-
spective progression on the DNA will be blocked. In
Arabidopsis, the antisense IncRNA SVALKA is a nice
example where this process controls its neighbor-
ing protein-coding gene CBFI involved in cold toler-
ance. Prolonged cold exposure triggers a transcrip-
tional read-through of the SVALKA genomic region

leading to Pol II collision between SVALKA and CBFI
transcriptions. This down-regulates CBFI and fine
tunes the response of the plants to this stress [71]. In
agreement, in yeast, Pol II collision of natural anti-
sense RNAs lead to the removal of both Pol II poly-
merases from the DNA through proteolysis [72]. An
alternative explanation for the co-existence of tran-
scription in both strands on the same region can be
that each member of the couple is expressed in dif-
ferent cells as shown for specific antisense RNAs [73].
In this case, the role of the IncRNA is to spatially
control gene expression. Taken together, IncRNAs
can change the transcriptional efficiency of a gene
through interaction with transcription-related pro-
teins or through transcriptional readthrough leading
to different transcriptional outputs.

5.1. LncRNAs in chromatin regulation

There are a large number of evidences that IncR-
NAs can physically interact with proteins able to
modify the epigenetic landscape in cells. One of the
best studied examples is the epigenetic regulation by
IncRNAs of the FLC flower regulator [74]. The FLOW-
ERING LOCUS C (FLC) gene encodes a MADS TF
involved in flowering transition through a complex
epigenetic switch likely involving the action of three
IncRNAs. First, COOLAIR, an antisense transcript of
the FLC gene, physically interacts with the 5’ region
of FLC and mediates, with FLOWERING LOCUS D
(FLD, a histone demethylase) the demethylation of
H3K4me2 in the locus resulting in FLC transcrip-
tional repression. Additionally, the COLD ASSISTED
INTRONIC NONCODING RNA (COLDAIR) FLC in-
tronic IncRNA interacts with the CLF PRC2 sub-unit
to enhance the epigenetic silencing of FLC gene
through H3K27me3 deposition [75]. Finally, another
IncRNA, COLDWRAP arising from the promoter of
FIC is also able to interact with the PRC2 com-
plex and modulates FLC silencing in different eco-
types [76]. Another example in Arabidopsis for such a
mechanism was linked to the AGAMOUS INTRONIC
RNA 4 (AG-incRNA4). This IncRNA binds to the CLF
sub-unit from the PRC2 complex and is encoded in
the first intron of the AGAMOUS (AG) gene which
codes for another MADS TF involved in flower devel-
opment. In PRC2 mutants, a reduction in the repres-
sive mark H3K27me3 on AG chromatin was detected
with a concomitant induction of AG. Interestingly,
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the intronic AG-incRNA4 IncRNA seems inked to the
recruitment of PRC2 complexes to this locus lead-
ing to its own silencing and stablishing a feedback
loop as production of the IncRNA requires AG expres-
sion resulting in gene repression [77]. Related mecha-
nisms were analyzed also in other plants such as rice.
The expression of the LRKs gene cluster involved in
rice grain yield is modulated by an antisense IncRNA,
named LRK ANTISENSE INTERGENIC RNA (LAIR),
transcribed from a region inside the LRK1 gene. This
IncRNA is able to recruit the OsWDR5 (WD REPEAT
DOMAINS), involved in the H4K16 acetylation, of
the LRK genomic region, increasing their expression.
Conversely, the overexpression of LAIR IncRNA dras-
tically increased grain yields in rice [78] and reduces
the presence of this histone modification in this
region.

LncRNAs can also modulate the chromatin state
through DNA methylation and the production of siR-
NAs. In this case, the IncRNA region can be pro-
cessed into specific siRNAs able to trigger gene si-
lencing through DNA methylation via the RADM
mechanism [14]. For example, in Arabidopsis, an
auxin stimulus triggers a strong upregulation of both
the PIN-related protein kinase PID, regulating root
gravitropism, and its neighboring IncRNA AUXIN-
REGULATED PROMOTER LOOP (APOLO). This auxin
induction is mediated by the disruption of a chro-
matin loop encompassing the APOLO region and the
PID promoter likely via an active DNA demethylation
process. The demethylation of the PID-APOLO dual
promoter by auxin opens this chromatin loop and
permits the expression of both genes. Gradually, Pol
II-dependent APOLO transcripts recruit LHP1 pro-
tein and the RADM machinery to reform the chro-
matin loop and strengthen the compaction of the
chromatin loop [79]. Then, both repressive marks
and DNA methylation of this region maintains the
silencing of the APOLO-PID regions. As the epige-
netic status and chromatin condensation influences
genome topology, it was proposed that chromatin-
related IncRNAs are actors in the 3D spatial config-
uration of the genome. Indeed, in the last decade,
many evidences linked IncRNAs to the modulation
of chromatin conformation in different species [80].
This was correlated with classical experiments show-
ing that RNAse A treatment of nuclei resulted in a
global decondensation of chromatin [81]. In plants,
the previously mentioned COLDWRAP IncRNA tran-

scribed within the FLC flowering repressor gene me-
diates the formation of a repressive intragenic chro-
matin loop which blocks Pol II transcription, inhibit-
ing FLC expression allowing plant to flower [76]. On
the other hand, the APOLO IncRNA was shown to
also act in trans, through the formation of RNA:DNA
duplexes named R-loops. R-loops containing the
APOLO RNA are able to displace LHP1 at distant loci
and modulate their chromatin conformation [82]. In-
terestingly, a significant proportion of genomic dis-
tant loci recognized by the APOLO RNA are auxin-
responsive genes. Among them, the LEUCINE RICH
EXTENSIN2 (LRX2), involved in cell wall remodeling
upon lateral root emergence, and ROOT HAIR DE-
FECTIVE 6 (RHD6), a key regulator of root hair ini-
tiation [83, 84].

5.2. LncRNAs mediating post-transcriptional
regulation of gene expression

In addition to the regulatory mechanisms involv-
ing small RNAs (e.g. target mimicry or siRNA pro-
duction as mentioned above), recently alternative
mechanisms for the post-transcriptional control of
gene expression by IncRNAs emerged. These IncR-
NAs target the splicing machinery and this inter-
action highlights the potential of IncRNAs to con-
tribute to the generation of protein diversity through
the regulation of alternative splicing (AS). In plants,
the Arabidopsis IncRNA Alternative Splicing COm-
petitor (ASCO) was shown to physically interact with
the nuclear speckle RNA-binding proteins (NSRs),
which are alternative splicing regulators during de-
velopmental processes. By overexpressing the ASCO
IncRNA in plants, many NSR-alternatively spliced
targets were modified showing that ASCO-NSRs in-
teractions affect AS of multiple auxin related genes
and influence auxin-driven lateral root formation in
Arabidopsis (85, 86]. More recently, the ASCO IncRNA
have been found to interact also with other core
components of the spliceosome (SmD1b and PRP8a,
components directly participating in splicing reac-
tions) suggesting that dynamic and complex interac-
tion of IncRNAs and spliceosomal components, such
as the U snRNAs, may intervene in the regulation of
specific targets [87]. There are several studies provid-
ing clues about the potential role of IncRNAs in the
control of AS in animal cells and three types of reg-
ulation seem to emerge: (a) chromatin remodelling
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and RNA-DNA hybrids, (b) formation of IncRNA-RNA
hybrids and (c) alteration of splicing factors (SFs)
proteins or AS mRNA targets interaction with the
spliceosome to affect directly the splicing reactions.

5.2.1. LncRNAs affecting chromatin remodelingin the
context of splicing

In addition to the previously mentioned regula-
tion of chromatin conformation and epigenetic sta-
tus by IncRNA, the chromatin context of a locus, no-
tably in the gene body, was also found to affect AS.
Since splicing mainly occurs co-transcriptionally, the
modulation of Pol I elongation rate by the chromatin
context fine-tunes the choice of alternative splice
sites [88]. Hence, as IncRNA can affect chromatin re-
modeling, it seems plausible that certain IncRNAs
interacting with chromatin, notably in gene bodies,
may indirectly affect alternative splicing. In plants,
this mechanism was recently analyzed by uncovering
the role of the non-coding circRNA SEP3 in the AS
modulation of its own gene [89]. SEP3 is a member
of the MADS (MCM1-AGAMOUS-DEFICIENS-SRF)-
box superfamily and was shown to participate in
flower development. Defects in SEP3 splicing pro-
voke floral homeotic phenotypes, underlying its im-
portance in this developmental process. Surprisingly,
the overexpression of a circRNA containing the en-
tire exon 6 of the SEP3 gene led to the accumula-
tion of the AS variant SEP3.3 lacking this exon 6. It
was further shown that SEP3 exon 6 circRNA can di-
rectly interact with its cognate DNA locus through
the formation of R-loops (RNA-DNA hybrids). This
R-loop promotes transcriptional pausing on its own
gene and affects the recruitment of splicing fac-
tors [89]. This specific mechanism suggests that cir-
cRNAs may participate in the AS regulation of their
cognate exon-skipped messenger RNAs. However, it
also opens the possibility that certain IncRNAs only
encode circRNAs acting in splicing in trans. Inter-
estingly, in animals many circRNAs are encoded in
intergenic genome regions [23]. Other examples in
animals suggest that IncRNA modulate AS through
chromatin interactions. For example, the IncRNA as-
FGFR2 (for antisense FGFR2) is transcribed from the
human FGFR2 locus and induces epithelial-specific
AS of FGFR2 [90]. This AS is permitted by the re-
cruitment of chromatin modifiers specifically to its
own locus, leading to changes in the DNA methy-
lation status of this region. The presence of asF-

GRF2 ensures the deposition of H3K27me3 mark and
the decrease of H3K36me2/3 marks, resulting in im-
paired recruitment of the chromatin-binding protein
MRG15 and the negative splicing regulator PTBP1.
The MRG15-PTBP1 complex cannot any longer in-
hibit the inclusion of the exon IIIb in FGFR2, lead-
ing to the epithelial-specific AS of this gene. Hence,
IncRNAs can modulate chromatin conformation ei-
ther by direct binding to DNA (through R-loops) or by
recruiting specific epigenetic regulators to genomic
loci that may show changing epigenetic and AS pat-
terns in different cells or in response to environmen-
tal stresses.

5.2.2. LncRNA-RNA hybrids as AS regulators

Regardless of their genomic origin, natural anti-
sense transcripts or NATs, can hybridize with pre-
mRNAs and form RNA-RNA duplexes. These com-
plexes were shown to impact AS during various bi-
ological processes, notably in mammalian cells [85].
One major apoptotic pathway in animals is activated
through the interaction between the Fas receptor
(Fas) and the Fas ligand (FasL) [91]. At the FAS locus,
the antisense IncRNA SAF is transcribed in reverse
orientation and from the opposite strand of the first
intron of FAS. SAF localizes in the nucleus where it
binds to the Fas receptor pre-mRNA and the human
SPLICING FACTOR 45 (SPF45). This interaction facil-
itates the AS and exclusion of the exon 6, leading to
the production of a soluble Fas protein that protects
cells against FasL-induced apoptosis [91]. Thus, NAT
transcripts can facilitate interactions between pre-
mRNAs and specific SFs both in cis (on its own tran-
script) or in trans whereas they can also mask specific
splice sites to prevent their processing by the spliceo-
some. In A. thaliana, the increased frequency of al-
ternatively spliced and variably polyadenylated tran-
scripts when an intron overlaps with a NAT suggests
that the formation of NAT IncRNA-RNA pairs may
regulate the AS of protein-coding genes [92]. Con-
sistently, a genome-wide screen of trans- NATs in A.
thaliana allowed the identification of 1320 putative
trans-NAT pairs [93]. Even though certain trans-NATs
were predicted to produce double stranded RNAs
and siRNAs (so-called natsiRNAs) leading to RNA
silencing of their sense target, the study showed that
many trans-NAT pairs have a much higher propor-
tion of AS events compared to all transcription units
in the genome. Thus, IncRNAs can take advantage of
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sequence similarity to bind specific transcripts and
modulate their splicing.

5.2.3. LncRNAs altering splicing factors activity and
interactions with the spliceosome

The spliceosome is a giant ribonucleoprotein
complex where splicing factors, small nuclear RNAs
and target mRNAs meet to define the splicing out-
come of a gene. The modulation of SF proteins activ-
ity can occur through many ways: by promoting post-
translational modification of the protein, changing
its subcellular localization, or impacting protein
binding to other partners or transcript targets. One
of the most deeply characterized IncRNAs associated
with AS regulation are the NUCLEAR PARASPECKLE
ASSEMBLY TRANSCRIPT 1 (NEATI1) and METASTA-
SIS ASSOCIATED LUNG ADENOCARCINOMA TRAN-
SCRIPT 1 (MALAT1)!NUCLEAR PARASPECKLE AS-
SEMBLY TRANSCRIPT 2 (NEAT2). Both of these IncR-
NAs were shown to modulate the localization and
phosphorylation status of specific SFs, and to exhibit
differential expression in a wide range of human
and murine tissues [94]. NEATI is a highly abundant
IncRNA found in paraspeckles, nuclear domains
controlling the sequestration of splicing-related pro-
teins. During adipocyte differentiation, the abun-
dance of NEATI is dynamically regulated to modu-
late the relative levels of PPARy mRNA isoforms, the
major TF driving adipogenesis. In short, NEAT1 was
shown to interact with the SR protein SRp40 (SFRS5),
leading to SRp40 retention in paranuclear bod-
ies. The NEATI-SRp40 interaction enhances SRp40
phosphorylation by CDC2-LIKE KINASE 1 (CLK1),
a kinase specifically targeting SFs. This change in
SRp40 phosphorylation promotes PPARy AS, there-
fore fine-tuning the adipogenesis process [95].

The IncRNA MALAT1/NEAT2 localizes in nuclear
speckles and exerts oncogenic roles within the cell.
Like NEAT1, MALAT1/NEAT2 can effectively modu-
late SF distribution and phosphorylation, leading to
AS changes in their target pre-mRNAs [96]. In plants,
the characterization of IncRNAs directly involved in
AS is still at its infancy. Nevertheless, a few examples
showing IncRNAs interactions with SFs are slowly
emerging. In the legume plant Medicago truncatula,
the IncRNA ENODA40 is rapidly induced upon in-
teraction with symbiotic rhizobial bacteria. It is ex-
pressed in the root pericycle and in the differenti-
ating cells of the nodule primordia [97]. The over-

expression of ENOD40 leads to accelerated nodula-
tion, mainly caused by increased initiation of pri-
mordia and an enhanced sensitivity to nodulation
signals. ENOD40 was found to be highly structured
and did not associate with polysomes. Yeast three-
hybrid assays revealed direct interaction between
ENOD40 and the constitutive RNA Binding Protein 1
(RBP1), which localizes into nuclear speckles where
the splicing machinery is also hosted [98]. During
nodulation, RBP1 is re-localized to cytoplasmic gran-
ules through its association with ENOD40. Therefore,
the highly structured ENOD40 IncRNA contributes
to nucleocytoplasmic trafficking of RBP1, suggest-
ing that RBP1 role in the nucleus may be perturbed
during nodule development. MtRBP1 is a close ho-
molog of AtNSRs splicing factors; known to regulate
AS and it was demonstrated major changes in AS dur-
ing nodule differentiation concomitant to ENOD40
expression [99]. Although a direct effect of ENOD40
on AS has not yet been shown in Medicago truncat-
ula, the relocalisation of an SF into the cytoplasm
may affect AS patterns.

As mentioned before the overexpression of the
IncRNA named ASCO was shown to modulate AS of
NSR mRNA targets during lateral root development
in A. thaliana [86]. Identified first by Ben Amor et al.
[26] using a genome-wide bioinformatics analysis of
Arabidopsis full-length cDNA databases, ASCO is en-
coded within an intergenic region of chromosome
1 (AT1G67105). It has a size of 786 nt and no obvi-
ous protein-coding capacity and accumulates in the
nucleus. Consistently, ASCO was not found to be as-
sociated with ribosomes [44]. A ClustalW and MUS-
CLE alignment identified at least 4 ASCO paralogs
in A. thaliana, and suggested a wide conservation of
ASCO and its paralogs in Arabidopsis ecotypes and
even between different Brassicaceae species. Interest-
ingly, detailed analysis of AS in the nsra/b double mu-
tant uncovered an important number of AS events,
notably in response to auxin [100] that were similarly
observed in the ASCO overexpressing lines. More-
over, RNA immunoprecipitation assays using NSR-
GFP lines established that NSRs bind in vivo not only
to their alternatively spliced mRNA targets, but also
to the ASCO IncRNA and many other IncRNAs [101].
Using in vitro experiments to assess the binding of
NSR-containing complexes to its mRNA substrates,
Bardou et al. showed that the ASCO IncRNA was able
to compete out of the complex the endogenous tar-
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get mRNA in a very efficient sequence-specific man-
ner. This suggested that ASCO can displace AS tar-
gets from an NSR-containing complex to modify their
AS pattern [26] and proposed a model where the
IncRNA ASCO hijacks the NSR splicing factors to pre-
vent their interaction with its own targets. It remains
to be seen whether this is a more general mechanism
for other SF-IncRNA interactions but it is tempting to
speculate that these “hijacker competitor IncRNAs”
may be acting as intron mimics inside the spliceo-
some to regulate their function in a cell-specific
manner.

Taken together, these studies suggest that IncR-
NAs integrate a dynamic splicing network including
many SFs, chromatin states and their associated pre-
mRNA targets. Through these varied range of interac-
tions with different partners, IncRNAs exert control
over transcriptome reprogramming through AS in
eukaryotes.

6. Concluding remarks

Altogether, IncRNA molecules are emerging as new
elements in regulatory networks controlling plant
growth and development. Physically interacting with
epigenetic-related complexes, TFs or the DNA it-
self, they fine-tune transcriptional activity of tar-
get protein-coding genes. Variation in IncRNA ex-
pression in response to external abiotic or biotic

stimuli, which show major variability between cell
layers inside tissues, may lead to diverse expression

Version francaise

1. Introduction : Divers ARN non codants
existent dans les cellules

La disponibilité des séquences génomiques de nom-
breux organismes vivants a considérablement mo-
difié notre vision du génome. Les génomes sont
largement transcrits et produisent des milliers de
longs ARN non codants (IncRNAs), qui constituent
une classe abondante de transcrits de plus de 200
nucléotides ayant de faibles capacités de codage
des protéines [1]. Les IncRNAs sont généralement
transcrits par 'ARN polymérase II (Pol II), sont poly-
adénylés et peuvent contenir des introns comme un

patterns of their targets at cellular level, enhancing
specific differentiation processes or responses to ex-
ternal stimuli. Additionally IncRNAs interacting with
key modulators of the mRNA splicing and stability,
may also influence mRNA abundance of target genes
at post-transcriptional level and may diversify pro-
tein outputs from a same gene. Globally, the discov-
ery of these IncRNA-dependent regulatory mecha-
nisms opens wide perspectives to understand the di-
versity of morphologies and adaptation capacities of
plants.
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ARNm codant. On considére qu'un long ARN non co-
dant a une fonction indépendante de son potentiel
de codage des protéines. Initialement, les approches
génétiques chez les bactéries ont principalement
révélé le role des génes codants pour des protéines
dans 'expression des genes (par exemple, les facteurs
de transcription) et de méme, chez les eucaryotes,
I'identification des mutations contrélant divers
phénotypes émergeant des criblages génétiques a
pointé principalement vers les genes codants pour
des protéines. En effet, jusque dans les années 1940,
il a été proposé que la longueur du génome soit en
corrélation positive avec la complexité de 1'orga-
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nisme [2]. Néanmoins, les fortes différences de lon-
gueur du génome observées entre des organismes
étroitement apparentés et 1'existence de trés longs
génomes au sein d’organismes simples, constatée au
début des années 1950, donnent lieu a un dilemme
circonstanciel, le « paradoxe de la valeur C » [3]. En
fait, la complexité évolutive des organismes euca-
ryotes était censée concerner de rares génes codants
pour des protéines, immergés dans I’ADN dit « pou-
belle », susceptible de ne contenir aucune fonction.
Or, 'avénement du séquencage du génome a révélé
que chez la levure, le nombre de génes codants pour
des protéines était trois fois inférieur a celui détecté
chez 'homme, malgré la grande diversité des types
cellulaires et des fonctions spécialisées des cellules
humaines dans les organismes par rapport aux 2
principales cellules (méiotiques ou non) liées a la
biologie de la levure. Cela a conduit a I'hypothese
que la complexité du génome était peut-étre liée a la
partie non codante du génome plus qu'au génome
codant pour les protéines et que cet ADN poubelle,
dont les fonctions ne pouvaient étre révélées par
les approches génétiques classiques, était peut-étre
caché. La découverte de grandes régions d’ADN non
codant pour les protéines au sein du génome a sou-
levé de multiples questions concernant leur perti-
nence : comment ces séquences apparaissent-elles et
sont-elles fonctionnelles? Les progres considérables
des méthodes de séquencage de 'ARN ont révélé que
plus de 90 % des génomes eucaryotes sont transcrits
en ARN et que seulement 2 a 10 % des transcrits
individuels sont traduits en protéines [4]. Comme
on pouvait s’y attendre, cette énorme quantité de
transcrits recouvre une diversité trés significative,
puisque certains transcrits sont constitutivement
activés et participent a la fonction basale de la vie
cellulaire, comme la transcription ou la traduction
des geénes, tandis que d’autres sont spécifiquement
activés lors de stimuli ou dans des tissus particuliers,
suggérant des fonctions régulatrices potentielles. En
fait, de nombreux ARNnc ont été liés a I'épissage et
a la traduction des ARNm dans tous les organismes.
Un gene codant est transcrit en une molécule d’ARN
qui devient mature par 'ajout d'une queue poly(A)
et d'une guanosine N7-méthylée liée au premier
nucléotide en 5, modifications qui augmentent la
stabilité de 'ARNm et l'efficacité de la traduction.
Dans les noyaux, apres la transcription, la séquence
linéaire de 'ARNm peut également étre modifiée

de facon interne, ou épissée, par le spliceosome, ce
qui conduit a I'éviction d'une partie du transcrit,
les fameux introns [5]. Chez ’homme, 73 mutations
altérant le processus d’épissage ont été liées a une
prédisposition au cancer [6], ce qui confirme I'im-
portance de ce mécanisme pour la vie cellulaire.
La plupart du temps, lors de I'épissage, toutes les
régions introniques sont éliminées du transcrit. Ce-
pendant, certains introns peuvent étre conservés et
certains exons peuvent étre sautés, ce qui conduit a
des ARNm matures différents a partir d'un locus par
épissage alternatif (EA), permettant dans certains cas
de développer des variantes de protéines a partir du
méme gene. Le spliceosome est constitué de petits
ARN nucléaires non codants (snRNA) qui se lient a
des protéines qui forment ensemble un complexe ri-
bonucléoprotéique et catalysent les réactions d’épis-
sage [7]. Notamment, plus de 90 % des transcriptions
de pré-ARNm sont épissées chez 'homme, souvent
d’'une maniere qui dépend du tissu ou du dévelop-
pement [8]. De méme, chez les plantes supérieures,
plus de 60 % des transcrits contenant un intron su-
bissent une AS [9]. Une fois matures, les transcrits
codants sortent du noyau et sont liés et décodés par
le complexe ribosomal, la encore un grand complexe
formé de multiples protéines et des ARN non codants
ribosomaux (ARNr) [10]. Ce complexe est capable de
reconnaitre des séquences spécifiques des transcrits
codants et de produire la protéine correspondante
a l'aide d'un autre type de transcrits non codants :
I’ARN de transfert (ARNt), lié aux acides aminés [11].
Ainsi, 'épissage et la traduction sont tous deux réa-
lisés par la coopération de protéines et de transcrits
non codants.

2. Les petits ARN, nouveaux régulateurs de
Iexpression des génes

En plus de ces ARN non codants domestiques bien
caractérisés, de nouveaux ARN régulateurs sont ap-
parus ces dernieres années. Les petits ARN non co-
dants régulateurs ou petits ARN (ARNs) sont dé-
finis comme des transcrits d’'une longueur com-
prise entre 19 et 25 nt et non traduits en protéines.
IIs sont issus de doubles brins (ds) d’ARN. En fonc-
tion de leur biogenese et de leur mécanisme d’ac-
tion, ils peuvent étre classés en différents types prin-
cipaux : les petits ARN interférents (siRNA), les mi-
croARN (miRNA) et les phasiARN [12], qui reglent
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tous finement l'activité génique transcriptionnelle
ou post-transcriptionnelle de leurs ARNm cibles par
clivage ou régulation de la traduction. Plusieurs ex-
cellentes revues consacrées a la biogenese et a la
fonction des petits ARN ont été publiées et nous ne
les décrirons pas ici en détail [12, 13]. Ces petits ARN
sont codés dans le génome sous forme de grands pré-
curseurs qui sont transformés en petits ARN par la
machinerie RDR/DCL et leur biogenése a permis la
classification de ces différents types de siRNA [12,14].
Ainsi, de nombreux longs ARN non codants codent
pour ces petits ARN non codants et sont des régu-
lateurs majeurs de 'expression des genes car leur
action est impliquée dans de nombreux aspects du
développement des eucaryotes. Chez les plantes, ils
ont été liés aux processus de développement ainsi
qu’a la réponse a 'environnement. De maniére in-
téressante, certains IncRNAs, tels que TAS3, qui ne
sont pas des précurseurs de miRNAs, sont ciblés par
un miRNA, miR390, pour induire une réaction de
clivage dans le IncRNA. Ce processus déclenche la
formation d’ARN double brin et la transformation
par DCL4 pour former ce que I'on appelle les ta-
siRNAs. Ces tasiRNA secondaires ciblent maintenant
les mRNAS de la famille ARF (facteurs de transcrip-
tion liés a 'auxine) pour contrdler de maniere post-
transcriptionnelle I'expression des ARF dans 1'espace
ou dans le temps. 1l est intéressant de noter que de
nombreuses voies de miRNA fonctionnent dans un
grand nombre de processus, par exemple, la voie
miR390-TAS3-ARF est impliquée dans la croissance
latérale des racines, la formation des feuilles, I'em-
bryogenese et est conservée dans toutes les plantes
terrestres [15]. De méme, un IncRNA du blé, WS-
GAR, est ciblé par miR9678 pour générer des pha-
siRNAs qui sont impliqués dans le développement
et la germination des graines [16]. Dans 'ensemble,
les miRNA, les siRNA et les phasiRNA générés apres
le clivage médié par les miRNA ont déja révélé une
partie des IncRNA contribuant a la complexité de
la régulation des geénes par la formation de petits
ARN.

De plus, de nombreux IncRNAs agissent en tant
que tels pour moduler la fonction des miRNAs
in vivo. Par exemple, le gene PHOSPHATE 2 (PHO2),
un régulateur clé de 'homéostasie du phosphate
(Pi), est ciblé par miR399 et le IncRNA AtIPS1 par-
tage une séquence de 23nt trés similaire avec PHO2,
correspondant a la séquence de reconnaissance de

miR399. De maniére intéressante, dans IPS1, il y a
un mésappariement de séquence de 3 nt au milieu
du site de liaison de miR399 conduisant a la forma-
tion d’'un renflement évitant le clivage de IPS1. Par
conséquent, IPS1 agit comme un substrat « suicide »
du clivage médié par miR399 et séquestre miR399
et inhibe son action sur la régulation de PHO2. Ce
mécanisme appelé mimétisme de cible [17] est un
bel exemple de nouveaux mécanismes de régulation
liés aux IncRNAs et a été initialement découvert chez
les plantes. Ces « éponges » a miARN peuvent blo-
quer la régulation post-transcriptionnelle, médiée
par les miARN, de cibles spécifiques d’ARNm. Il est
intéressant de noter que I'inhibition du miR399 mé-
diée par IPS1 est également conservée chez le mais,
la tomate et Medicago truncatula (18, 19] et que des
criblages bio-informatiques chez Arabidopsis ont
révélé 407 IncRNA miRNA-sponge putatifs agissant
en réponse a la lumiére bleue; I'un d’entre eux est
directement impliqué dans la photomorphogeneése
médiée par lalumiere bleue et la réponse au stress du
mannitol par la séquestration du miR167, impliqué
dans I'élongation de I'hypocotyle [20]. Ce type de
régulation dans lequel un IncRNA piege un miRNA
est nommé mimétisme de cible. Ce mécanisme a
également été trouvé chez les animaux, ot deux tiers
du transcriptome humain sont susceptibles d’étre
régulés par des miRNA, ouvrant de larges perspec-
tives au role de cette classe de IncRNAs dans la régu-
lation post-transcriptionnelle [21]. II est intéressant
de noter que les ARN circulaires (ARNc) constituent
une classe récente d’ARN non codants formés par
épissage inverse d'un exon ou par cyclisation d'un
intron au sein d'un gene, généralement codant mais
aussi dans certains cas non codant [22]. Ces ARNc
sont courts, présentent une liaison covalente aux
extrémités 5'-3' [23], sont non polyadénylés et signi-
ficativement plus stables que les IncRNA linéaires. Ils
sont abondants dans le génome humain, et exprimés
de maniere spécifique aux tissus [24], et il a été dé-
montré que beaucoup d’entre eux agissent principa-
lement comme des éponges a miARN comme IPS]1.
Des milliers d’ARN circulaires ont été identifiés chez
I'homme, et également chez les plantes dans pres de
30 especes, parmi lesquelles Arabidopsis et de nom-
breuses cultures [25]. Malgré leur réactivité aux stress
abiotiques et biotiques, leurs fonctions biologiques
chez les plantes restent a élucider. Ainsi, les petits
ARN, soit par leur biogenése, soit par leur interac-
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tion avec les IncRNA, ont révélé des mécanismes
spécifiques de régulation des genes ol les IncRNA
jouent un role important dans le développement des
plantes et les réponses aux stress.

3. Coder ou ne pas coder : telle est la question.
Peptides ou ARN?

La sensibilité accrue des méthodes de séquencage de
nouvelle génération a permis de détecter de grandes
quantités de longs ARN non codants chez les eu-
caryotes [14]. Les IncRNAs sont des transcrits d'une
longueur supérieure a 200 nt, présentant une faible
capacité a coder pour des protéines et sont clas-
sés en fonction de leur position génomique par rap-
port aux autres geénes. Tout d’abord, les IncRNA in-
troniques sont des IncRNA transcrits dans l'intron
d’'un autre géne qui ne chevauche aucun exon, in-
dépendamment de son orientation [1], tandis qu’ils
sont classés comme IncRNA exoniques ou sens na-
turel s’ils chevauchent I'exon d'un gene sur le méme
brin. En revanche, les IncRNAs chevauchant des ré-
gions génomiques exoniques mais sur l'autre brin
de I'ADN sont classés comme IncRNAs antisens na-
turels (NAT-IncRNA). Les IncRNAs transcrits a par-
tir du promoteur d'un geéne peuvent constituer un
promoteur-IncRNA et les IncRNAs intergéniques (lin-
cRNAs) sont des unités transcriptionnelles IncRNAs
localisées entre deux génes (y compris leur région
promotrice, par exemple 1 kb avant le TSS) bien que
cela ne soit pas absolu [1]. Le nombre de IncRNAs
découverts a augmenté en méme temps que le dé-
veloppement du séquencage et des outils de pré-
diction bio-informatique. Par exemple, en 2017, le
projet FANTOMS5 a identifié environ 27 919 IncRNA
chez 'homme, alors qu’en 2018, il a été estimé que
le génome humain contient environ 270 044 IncRNA
(https://fantom.gsc.riken.jp/5/). De méme chez les
plantes, le nombre de IncRNA annotés a significa-
tivement augmenté au fil du temps. Par exemple,
I'étude de Ben Amor (2009) n’a identifié que 76 In-
cRNAs dans Arabidopsis a partir d'une expertise dé-
taillée des bases de données d’ADNc complets [26],
alors qu'une étude plus récente utilisant RNAseq a
identifié 6510 IncRNAs, dont 4050 NAT-IncRNAs et
2460 lincRNAs [27]. Aujourd’hui, plus de milliers de
IncRNA ont été identifiés dans plus de 40 espéces vé-
gétales. Par exemple, la Green Non-Coding Database

(GreeNC) a annoté plus de 120 000 IncRNA dans 37
espéces végétales et six algues [28].

Il existe un nombre croissant de pipelines ca-
pables de déchiffrer si un transcrit est codant ou
non codant sur la base de multiples parameétres, no-
tamment la séquence du transcrit, la structure se-
condaire et la conservation de I’ARN, qui ont per-
mis d’améliorer considérablement les annotations
génomiques. Par exemple, le programme CPC uti-
lise a la fois I'alignement des séquences et la lon-
gueur et la couverture des cadres de lecture ouverts
(ORF), tandis que le programme phyloCSF utilise des
bases de données de protéines connues ainsi que
I'alignement des séquences pour classer un transcrit
comme codant ou non codant [29]. CNCI et PLEK uti-
lisent la composition nucléotidique telle que la te-
neur en GC et I'occurrence des k-mer [30, 31], tan-
dis que COME utilise les caractéristiques structu-
relles du transcrit et les informations épigénétiques
pour déchiffrer sa capacité de codage [32]. Ces outils
sont basés sur une approche d’apprentissage auto-
matique, ou le logiciel est entrainé sur un ensemble
de transcriptions codantes et non codantes connues.
Plus récemment, des outils récemment développés
utilisent un ensemble de méthodes d’alignement
et de non-alignement pour analyser les caractéris-
tiques de plusieurs transcrits, comme I'ORE la struc-
ture secondaire de ’ARN, le point isoélectrique des
peptides codés et le score de Ficket. Parmi ces ou-
tils, CPC2 est apparu comme un outil de prédiction
de codage largement utilisé pour un large éventail
d’especes [33].

Bien que les IncRNA partagent des caractéris-
tiques communes avec les ARN codants (polyA,
transcrits épissés), ils ont également des caracté-
ristiques distinctes telles que généralement une
longueur plus courte, moins d’exons et un nombre
plus faible d’isoformes par rapport aux ARN co-
dants [34, 35]. De plus, ils sont souvent moins abon-
dants que les ARNs codants et fréquemment retenus
dans le noyau alors que les ARNs codants sont ra-
pidement transloqués vers le cytoplasme pour étre
traduits. Chez les mammiferes, les promoteurs des
IncRNA ont tendance a avoir moins de sites de liai-
son TF et moins de modifications des histones, ce
qui pourrait expliquer leur plus faible abondance
par rapport aux transcrits codants. En effet, un test
de rapporteur massivement parallele, qui a comparé
l'activité du promoteur de 2078 génes codants et In-
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cRNAs, montre que les promoteurs de génes codants
ont une activité plus élevée que les promoteurs de In-
cRNAs [36]. La faible stabilité de la transcription des
IncRNA pourrait également participer a leur faible
abondance.

Comme les molécules de IncRNA ont une lon-
gueur de plus de 200 nt, il est probable qu’elles
contiennent de petits ORF qui pourraient étre re-
connus et décodés par les unités ribosomiques [37],
méme si la classification stipule généralement que
les IncRNA n'ont pas de potentiel de codage dis-
cernable. Plus important encore, un long transcrit
est considéré comme un IncRNA s’il est biologi-
quement fonctionnel a I'état d’ARN, méme s’il peut
produire certains peptides [1]. Par ailleurs, certains
transcrits peuvent avoir une fonction d’ARN et de
protéine, ce qui suggeére qu’ils peuvent étre des ARN
« doubles » [38]. Par exemple, le transcrit ENOD40
est impliqué dans le trafic nucléocytoplasmique de
MtRBP1, mais peut également générer de petits pep-
tides participant al’'organogenése du nodule symbio-
tique racinaire. De méme, 'activateur ARN du récep-
teur stéroidien (SRA) régule I'expression des genes
dépendants des récepteurs stéroidiens a I’état d’ARN
mais peut également produire un peptide qui mo-
dule I'activité transcriptionnelle du géne SRA1 [39].
Il est intéressant de noter que le géne SRA produit un
IncRNA ou un peptide en fonction de I'isoforme pro-
duite, ce qui renforce la pertinence du SA pour la pro-
duction de molécules d’ARN bifonctionnelles [40]. A
I'inverse, le gene TAD de la drosophile impliqué dans
le développement embryonnaire est classé comme
IncRNA mais un motif 7aa présent dans un ORF est
critique pour sa fonction. De plus, méme si la molé-
cule d’ARN contient un sORE la partie de ’ARN peut
moduler sa capacité a interagir avec les ribosomes et
a donner des produits de traduction [41]. En effet, la
structure secondaire de '’ARN peut influencer le pro-
cessus d’épissage conduisant a des ARNm épissés al-
ternativement qui auront moins d’affinité avec les ri-
bosomes ou seront dépourvus d'un codon start/stop,
évitant ainsi leur traduction en protéine [42]. Plus gé-
néralement, de plus en plus de preuves provenant
d’analyses bio-informatiques et de profilage de ribo-
somes montrent que certains IncRNA s’associent aux
ribosomes chez les plantes et les animaux [43-45]
bien que parmi les milliers de sORF découverts dans
les IncRNA, tres peu semblent produire des peptides
détectables tels que la MLN [46]. Comme la pro-

portion de IncRNA codants varie grandement entre
les études de profilage ribosomal [47, 48], la spec-
trométrie de masse (MS) est apparue comme une
méthode complémentaire pour déchiffrer la capa-
cité de codage des IncRNAs et plus récemment des
approches peptidomiques ont été combinées avec
des protocoles d’enrichissement pour surmonter la
faible sensibilité de la MS par rapport a la trans-
criptomique ('¢). Chez les plantes, plusieurs sORFs
présents dans les IncRNA tels que les précurseurs
de miRNA ou de siRNA se sont avérés étre asso-
ciés aux ribosomes par des approches RiboSeq, ce-
pendant ces sORFs n’étaient pas conservés au cours
de I'évolution, contrairement aux petits ARN régu-
lateurs codés. Pour le IncRNA TAS3, le processus de
traduction en soi peut étre nécessaire pour stabiliser
le IncRNA moléculaire afin de pouvoir générer des
dsRNA et des tasiRNA dans des conditions particu-
lieres [44]. Méme si nous aimerions classer les In-
cRNA comme étant exclusivement codants ou non
codants, il semble que la frontiere entre codant et
non codant soit subtile et que les séquences d’ARN et
les peptides codés par le SORF puissent développer
des fonctions dans différents contextes cellulaires au
cours de I'évolution.

La disponibilité croissante des séquences de gé-
nomes entiers de différentes espeéces a révélé des ré-
gions génomiques hautement conservées entre tous
les organismes vivants, comme les genes liés aux ri-
bosomes et les génes homéobox. En revanche, les
genes non codants et/ou les régions intergéniques
sont peu conservés entre les espéces, voire spéci-
fiques a certains clades ou individus. En effet, les va-
riants génétiques structurels sont moins fréquents
dans les séquences d’ADN codantes (CDS) et les in-
trons par rapport a d’autres régions d’ADN telles que
les génes non codants et les régions intergéniques
chez 'homme [50]. De méme, chez Arabidopsis tha-
liana, le projet 1001 Génomes montre que les ré-
gions codantes accumulent moins de Single Nucleo-
tide Polymorphism (SNP) que les régions non co-
dantes ou intergéniques [51]. De méme, dans 66 ac-
cessions de riz, moins de 5 % des SNP et des in-
sertions/délétions (indels) étaient situés dans les ré-
gions codantes alors qu’ils représentent environ 10 %
du génome [52]. Seulement moins de 2 % des In-
cRNA d’Arabidopsis thaliana sont conservés au ni-
veau de la séquence dans le regne végétal. De ma-
niére concomitante, il a été observé que les génes for-



30 Martin Crespi

tement exprimés ont tendance a étre plus conservés
que les genes faiblement ou spécifiquement expri-
més, tels que les IncRNAs [53]. Logiquement, les 18 %
de IncRNA des Brassicaceae conservés au niveau de
la séquence présentent un niveau d’expression plus
élevé par rapport aux IncRNA non conservés [54].
Lanalyse du génome de cinq espéces de monocoty-
lédones et de cing espéces de dicotylédones montre
que la conservation des IncRNA reste élevée au sein
d’'une méme espéce mais diminue fortement au ni-
veau inter-espeéces [55]. Méme entre écotypes, le pay-
sage des ARN non codants a montré une variabilité
au niveau de l'expression indépendamment des SNP
mineurs entre les accessions [56]. Ainsi, il est ten-
tant de supposer que le génome non conservé reflete
I'adaptation spécifique d'une accession ou d'un indi-
vidu a son environnement [56,57]. Il convient de no-
ter que la séquence du gene de ’ARNnc peut ne pas
étre conservée bien que sa position relative (synté-
nie) au sein du génome puisse 1'étre [58], ce qui sug-
gere que l'interaction de ’ARNnc avec ses genes co-
dants synténiques voisins peut avoir une pertinence
biologique pour leur corégulation.

4. Expression et localisation subcellulaire des
IncRNAs

Plutoét que de posséder des domaines spécifiques
reconnaissables au cours de I’évolution comme les
protéines fonctionnelles, les IncRNAs hébergent des
séquences spécifiques et des structures secondaires
qui peuvent faconner leur structure 3D et affecter
leur interaction avec d’autres molécules. Les élé-
ments interacteurs (IE) servent aux interactions phy-
siques avec divers partenaires par la complémen-
tarité des bases (avec d’autres acides nucléiques)
et la reconnaissance spécifique de la séquence par
les protéines de liaison a 'ARN (RBP). D’autre part,
les éléments structuraux (SEs) permettent la for-
mation de structures secondaires et/ou 3D des In-
cRNA, dirigeant leurs interactions fonctionnelles
avec d’autres partenaires cellulaires. Les domaines
structuraux contiennent a la fois des IEs et des SEs
dans diverses combinaisons et permettent des inter-
actions avec les complexes RBP [59]. L'association
de ces différents éléments pourrait représenter I'un
des langages qui servent a diriger les interactions des
IncRNA. A titre d’exemple, le IncRNA Xist possede 33
régions qui forment des structures secondaires bien

définies reliées par des régions structurellement va-
riables, dont un élément A-répétitif conservé. Cette
région forme une structure inter-répétitive qui est
essentielle pour son contrdle de I'inactivation du
chromosome X [60].

La compréhension du répertoire des ARN néces-
site encore des efforts supplémentaires pour saisir
les signaux sous-jacents qui permettent aux IncR-
NAs d’exercer leurs fonctions. Néanmoins, quelques
études ont tenté d’associer des domaines protéiques
bien connus a leurs homologues ARN [61]. Lun
de ces signaux consiste en l'information guidant
leur localisation subcellulaire. En effet, les IncRNAs
peuvent soit étre exportés vers le cytosol, soit résider
dans le noyau, contribuant dans les deux cas a divers
processus cellulaires [62]. Les IncRNA sont générale-
ment plus enrichis dans le noyau que les ARNm, pro-
bablement en raison de leur épissage moins efficace
et de leurs interactions avec les RBP nucléaires. On
a découvert un motif ’ARN qui reconnait la petite
ribonucléoprotéine nucléaire (snRNP) Ul et qui est
essentiel pour mobiliser les IncRNAs vers la chroma-
tine, les retenant ainsi dans le noyau [63]. De méme,
le IncRNA BORG présente un motif d’ARN pentamere
qui est essentiel pour la rétention nucléaire. La mu-
tation de ce motif en une séquence brouillée a en-
trainé la perte de la localisation nucléaire. Inverse-
ment, I'ajout d'une seule copie du motif dans un ARN
cytoplasmique était suffisant pour induire sa réten-
tion dans le noyau [64]. Ces domaines spécifiques de
I’ARN pourraient donc représenter les homologues
ARN du signal de localisation nucléaire (NLS) bien
décrit présent dans les protéines. La caractérisation
de ces signaux ARN sera d'une importance majeure
pour le développement de nouveaux outils de biolo-
gie moléculaire et I'étude des mécanismes d’action
des IncRNAs.

Outre la régulation de leur localisation subcel-
lulaire, I'expression des IncRNAs au niveau tissu-
laire est également étroitement régulée. Il est in-
téressant de noter que les IncRNA sont générale-
ment plus exprimés de maniére spécifique a un
tissu que les genes codants, tant chez les plantes
que chez les animaux [65, 66]. Par exemple, plus de
30 % des IncRNA d’ Arabidopsis présentent un modeéle
d’expression spécifique a un organe ou a un dévelop-
pement [65]. Le nombre croissant de IncRNAs décou-
verts, leurs séquences diverses et leur haute spécifi-
cité tissulaire suggerent que les IncRNAs pourraient
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servir de marqueurs de tissus et de stades de dé-
veloppement, et qu’ils pourraient étre a la base de
la grande diversité des modeles d’expression régula-
teurs au cours de I'évolution pour générer la grande
variabilité des formes et des fonctions tout au long
du développement et des réponses au stress chez les
eucaryotes.

5. Les LncRNA dans la régulation de I'expres-
sion des génes

Les LncRNAs sont apparus comme d’importants ré-
gulateurs de 'expression des génes tant au niveau
transcriptionnel que post-transcriptionnel. Nous al-
lons maintenant concentrer la partie suivante sur
les mécanismes impliquant les longs ARN non co-
dants végétaux, méme si nous citerons quelques ar-
ticles sur les cellules animales en relation avec ces
mécanismes, car plusieurs concepts sont communs
et donnent une importance majeure a la généralité
de ces mécanismes dans I’évolution. Néanmoins, il
existe d’excellentes revues récentes pour décrire la
pléthore d’informations sur les longs ARN non co-
dants dans les cellules animales [67]. Dans la vaste bi-
bliographie, elles se concentrent principalement sur
les IncRNAs animaux et font brievement référence
aux IncRNAs végétaux.

La transcription implique la coopération entre la
machinerie de 'ARN polymérase, les TF et d’autres
complexes. Parmi ces derniers, le complexe MEDIA-
TOR est le médiateur de la communication entre
les TF et la Pol II, influencant le taux de transcrip-
tion (Allen et Taatjes, 2015). De maniére intéres-
sante, chez Arabidopsis, le IncRNA ELF18-INDUCED
LONG-NONCODING RNA1 (ELENA1) est capable
de se lier a MED19a, une sous-unité du complexe
MEDIATOR, et de moduler son recrutement vers
des promoteurs spécifiques [68]. Une attaque pa-
thogéne déclenche I'accumulation d’ELENA1 qui se
lie a la région promotrice du gene PATHOGENESIS-
RELATEDI1 (PR1) permettant de renforcer le recru-
tement de MED19a dans cette région activant 1'ex-
pression de PR1. De méme, il a été démontré que
les IncRNA humains PANDA et DHFR interagissent
directement avec les TF afin de moduler leur liaison
aux promoteurs des genes, influencant directement
la transcription de ces cibles reconnues par les In-
cRNA [69]. Les IncRNA peuvent également agir né-
gativement sur la régulation de la transcription des

genes cibles. Chez Arabidopsis, le IncRNA HIDDEN
TREASUREI (HID1) diminue 'activité transcription-
nelle du PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 3
(PIF3) en se liant a son premier intron. La régulation
négative de I'expression de HID1 augmente l'activité
du géne PIF3 et I'élongation subséquente de 'hypo-
cotyle. Le mécanisme par lequel HID3 diminue I'ex-
pression du géne n’est pas encore clair, cependant
HID1 forme un complexe ribonucléoprotéique inter-
agissant avec larégion génomique de PIF3, suggérant
que ce recrutement pourrait entraver la progression
de Pol II le long du géne PIF3 [70].

Lorsque deux genes orientés dans la direction op-
posée se chevauchent, ils sont généralement consi-
dérés comme des ARN antisens et, dans de nombreux
cas, I'un des membres de ce couple est un IncRNA.
Cependant, deux génes ne peuvent pas étre trans-
crits au méme moment, sinon les deux complexes Pol
II se rencontreront et leurs progressions respectives
sur 'ADN seront bloquées. Chez Arabidopsis, le In-
cRNA antisens SVALKA est un bel exemple oui ce pro-
cessus contrdle son gene codant pour une protéine
voisine, CBF1, impliqué dans la tolérance au froid.
Une exposition prolongée au froid déclenche une
lecture transcriptionnelle de la région génomique de
SVALKA, ce qui entraine une collision Pol IT entre les
transcriptions de SVALKA et de CBF1. Ceci a pour ef-
fet de réguler a la baisse CBF1 et d’affiner la réponse
des plantes a ce stress [71]. En accord, chez la levure,
la collision Pol IT d’ARN antisens naturels conduit a
I'élimination des deux polymérases Pol II de 'ADN
par protéolyse [72]. Une explication alternative a la
coexistence de la transcription dans les deux brins
sur la méme région peut étre que chaque membre
du couple est exprimé dans des cellules différentes
comme cela a été montré pour les ARN antisens spé-
cifiques [73]. Dans ce cas, le role du IncRNA est de
contrdler spatialement I'expression des genes. Dans
I'ensemble, les IncRNA peuvent modifier I'efficacité
transcriptionnelle d’'un gene par le biais d'une inter-
action avec des protéines liées a la transcription ou
par le biais d'une lecture transcriptionnelle condui-
sant a des sorties transcriptionnelles différentes.

5.1. Les IncRNA dans la régulation de la chroma-
tine

Il existe un grand nombre de preuves que les IncRNA
peuvent interagir physiquement avec des protéines
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capables de modifier le paysage épigénétique des cel-
lules. Lun des exemples les mieux étudiés est la ré-
gulation épigénétique par les IncRNA du régulateur
floral FLC [74]. Le géne FLOWERING LOCUS C (FLC)
est un MADS TF impliqué dans la transition vers
la floraison par un commutateur épigénétique com-
plexe impliquant probablement I’action de trois In-
cRNAs. Tout d’abord, COOLAIR, un transcrit antisens
du gene FLC, interagit physiquement avec la région
5’ de FLC et est médiateur, avec FLOWERING LOCUS
D (FLD, une histone déméthylase), de la déméthyla-
tion de H3K4me2 dans le locus résultant en la répres-
sion transcriptionnelle de FLC. De plus, le IncRNA in-
tronique FLC COLD ASSISTED INTRONIC NONCO-
DING RNA (COLDAIR) interagit avec la sous-unité
PRC2 de CLF pour renforcer la répression épigéné-
tique du géne FLC par le dépot de H3K27me3 [75].
Enfin, un autre IncRNA, COLDWRAP provenant du
promoteur de FLC est également capable d’interagir
avec le complexe PRC2 et module I'extinction de FLC
dans différents écotypes [76]. Un autre exemple chez
Arabidopsis d'un tel mécanisme a été 1ié a ’ARN IN-
TRONIQUE AGAMIQUE 4 (AG-incRNA4). Ce IncRNA
se lie a la sous-unité CLF du complexe PRC2 et est
codé dans la premiere intro du gene AGAMOUS (AG)
qui code pour un MADS TF impliqué dans le déve-
loppement des fleurs. Chez les mutants PRC2, une
réduction de la marque répressive H3K27me3 sur la
chromatine d’AG a été détectée avec une induction
concomitante d’AG. 1l est intéressant de noter que
le IncRNA intronique AG-incRNA4 semble lié au re-
crutement des complexes PRC2 a ce locus, ce qui
conduit a sa propre extinction et établit une boucle
de rétroaction, car la production du IncRNA néces-
site I'expression de AG, ce qui entraine la répression
du géne [77]. Des mécanismes similaires ont égale-
ment été analysés chez d’autres plantes comme le
riz. Lexpression du groupe de génes LRKs impliqués
dans le rendement en grains du riz est modulée par
un IncRNA antisens, appelé LRK ANTISENSE INTER-
GENIC RNA (LAIR), transcrit a partir d'une région
a l'intérieur du gene LRK1. Ce IncRNA est capable
de recruter les OsWDR5 (WD REPEAT DOMAINS),
impliqués dans I'acétylation de H4K16, de la région
génomique LRK, augmentant ainsi leur expression. A
I'inverse, la surexpression du IncRNA LAIR augmente
drastiquement le rendement en grains chez le riz [78]
et réduit la présence de cette modification d’histone
dans cette région.

Les IncRNAs peuvent également moduler !'état
de la chromatine par la méthylation de I'ADN et la
production de siRNAs. Dans ce cas, la région In-
cRNA peut étre transformée en siRNAs spécifiques
capables de déclencher l'extinction des genes par
méthylation de ’ADN via le mécanisme RdADM [14].
Par exemple, chez Arabidopsis, un stimulus auxin dé-
clenche une forte régulation a la hausse de la pro-
téine kinase PID liée au PIN, qui régule le gravi-
tropisme racinaire, et de son IncRNA voisin AUXIN-
REGULATED PROMOTER LOOP (APOLO). Cette in-
duction par 'auxine est médiée par la perturbation
d’'une boucle chromatinienne englobant la région
APOLO et le promoteur PID, probablement via un
processus actif de déméthylation de 'ADN. La dé-
méthylation du double promoteur PID-APOLO par
l'auxine ouvre cette boucle chromatinienne et per-
met 'expression des deux genes. Progressivement,
les transcrits APOLO dépendants de Pol II recrutent
la protéine LHP1 et la machinerie RADM pour refor-
mer la boucle chromatinienne et renforcer la com-
paction de la boucle chromatinienne [79]. Ensuite,
les marques répressives et la méthylation de 'ADN
de cette région maintiennent le silencage des ré-
gions APOLO-PID. Comme le statut épigénétique et
la condensation de la chromatine influencent la to-
pologie du génome, il a été proposé que les IncRNAs
liés a la chromatine soient des acteurs de la configu-
ration spatiale 3D du génome. En effet, au cours de
la derniére décennie, de nombreuses preuves ont lié
les IncRNA a la modulation de la conformation de
la chromatine chez différentes espéces [80]. Ceci a
été corrélé avec des expériences classiques montrant
que le traitement des noyaux par la RNAse A entraine
une décondensation globale de la chromatine [81].
Chez les plantes, le IncRNA COLDWRAP mentionné
précédemment, transcrit dans le géne répresseur de
la floraison FLC, agit comme médiateur de la forma-
tion d’'une boucle chromatinienne intragénique ré-
pressive qui bloque la transcription de Pol II, inhi-
bant I'expression de FLC et permettant a la plante
de fleurir [76]. D’autre part, il a été démontré que
le IncRNA APOLO agit également en trans, par la
formation de duplex ARN : ADN appelés R-loops.
Les boucles R contenant ’ARN APOLO sont capables
de déplacer LHP1 a des loci distants et de moduler
leur conformation chromatinienne [82]. Il est inté-
ressant de noter qu'une proportion significative de
loci génomiques distants reconnus par ’ARN APOLO
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sont des génes sensibles a 'auxine. Parmi eux, la
LEUCINE RICH EXTENSIN2 (LRX2), impliquée dans
le remodelage de la paroi cellulaire lors de I'émer-
gence des racines latérales, et ROOT HAIR DEFEC-
TIVE 6 (RHD6), un régulateur clé de I'initiation du
cheveu racinaire [83, 84].

5.2. Les IncRNAs médiateurs de la régulation
post-transcriptionnelle de l'expression géné-
tique

En plus des mécanismes de régulation impliquant
les petits ARN (par exemple, le mimétisme de cible
ou la production de siRNA), des mécanismes alter-
natifs pour le controle post-transcriptionnel de 1'ex-
pression des génes par les IncRNA ont récemment
émergé. Ces IncRNAs ciblent la machinerie d’épis-
sage et cette interaction souligne le potentiel des
IncRNAs a contribuer a la génération de la diver-
sité protéique par la régulation de I'épissage alter-
natif (AS). Chez les plantes, il a été démontré que
le IncRNA Alternative Splicing COmpetitor (ASCO)
d’Arabidopsis interagit physiquement avec les pro-
téines de liaison a I’ARN du spectre nucléaire (NSRs),
qui sont des régulateurs de I'épissage alternatif au
cours des processus de développement. En surexpri-
mant uniquement le IncRNA ASCO dans les plantes,
de nombreuses cibles épissées alternativement par
les NSR ont été modifiées, montrant que les inter-
actions ASCO-NSRs affectent 'AS de plusieurs génes
liés a I'auxine et influencent la formation de racines
latérales pilotée par I'auxine chez Arabidopsis [85,86].
Plus récemment, on a découvert que le IncRNA ASCO
interagissait également avec d’autres composants
centraux du spliceosome (SmD1b et PRP8a, compo-
sants participant directement aux réactions d’épis-
sage), ce qui suggere que l'interaction dynamique et
complexe des IncRNA et des composants du spliceo-
some, tels que les UsnRNA, peut intervenir dans la ré-
gulation de cibles spécifiques [87]. Plusieurs études
fournissent des indices sur le role potentiel des In-
cRNA dans le controle de I’AS dans les cellules ani-
males et trois types de régulation semblent émer-
ger : (a) remodelage de la chromatine et hybrides
ARN-ADN, (b) formation d’hybrides IncRNA-ARN et
(c) altération des protéines des facteurs d’épissage
(SFs) ouinteraction des cibles de’ARNm de I'AS avec
le spliceosome pour affecter directement les réac-
tions d’épissage.

5.2.1. LncRNAs affectant le remodelage de la chroma-
tine dans le contexte de I'épissage

En plus de la régulation de la conformation de la
chromatine et du statut épigénétique par les IncRNA
mentionnée précédemment, on a découvert que le
contexte chromatinien d’'un locus, notamment dans
le corps du gene, affecte également le SA. Comme
I'épissage se produit principalement de maniere co-
transcriptionnelle, la modulation de la vitesse d’élon-
gation de Pol II par le contexte chromatinien permet
d’affiner le choix des sites d’épissage alternatifs [88].
Ainsi, comme les IncRNA peuvent affecter le remo-
delage de la chromatine, il semble plausible que cer-
tains IncRNA interagissant avec la chromatine, no-
tamment dans les corps des génes, puissent indirec-
tement affecter I'épissage alternatif. Chez les plantes,
ce mécanisme a été récemment analysé en décou-
vrant le ré6le du circRNA non codant SEP3 dans la
modulation de I'AS de son propre geéne [89]. SEP3
est un membre de la superfamille des boites MADS
(MCM1-AGAMOUS-DEFICIENS-SRF) et il a été dé-
montré qu'il participe au développement des fleurs.
Les défauts d’épissage de SEP3 provoquent des phé-
notypes homéotiques floraux, ce qui souligne son
importance dans ce processus de développement.
De manieére surprenante, la surexpression d'un cir-
cRNA contenant l'exon 6 entier du gene SEP3 a
conduit a I'accumulation du variant AS SEP3.3 dé-
pourvu de cet exon 6. Il a également été démontré
que le circRNA de I'exon 6 du géne SEP3 peut inter-
agir directement avec son locus d’ADN correspon-
dant par la formation de boucles R (hybrides ARN-
ADN). Cette boucle R favorise la pause transcription-
nelle sur son propre géne et affecte le recrutement
des facteurs d’épissage [89]. Ce mécanisme spéci-
fique suggere que les circRNAs peuvent participer a
la régulation AS de leurs ARN messagers cognés a
exon sauté. Cependant, il ouvre également la possi-
bilité que certains IncRNAs ne codent que des cir-
cRNAs agissant dans I'épissage en trans. Il est inté-
ressant de noter que chez les animaux, de nombreux
circRNA sont codés dans des régions génomiques in-
tergéniques [23]. D’autres exemples chez les animaux
suggerent que les IncRNA modulent le SA par le biais
d’interactions chromatiniennes. Par exemple, le In-
cRNA asFGFR2 (pour antisense) est transcrit a par-
tir dulocus FGFR2 humain et induit un SA spécifique
de I'épithélium de FGFR2 [90]. Cette AS est permise
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par le recrutement de modificateurs de chromatine
spécifiquement pour son propre locus, conduisant a
des changements dans le statut de méthylation de
I’ADN de cette région. La présence de asFGRF2 as-
sure le dépot de la marque H3K27me3 et la diminu-
tion des marques H3K36me2/3, ce qui entraine une
altération du recrutement de la protéine de liaison
a la chromatine MRG15 et du régulateur d’épissage
négatif PTBP1. Le complexe MRG15-PTBP1 ne peut
plus inhiber I'inclusion de I’exon IIIb dans le FGFR2,
ce qui conduit a I'AS spécifique de I'épithélium de ce
gene. Par conséquent, les IncRNA peuvent moduler
la conformation de la chromatine soit en se liant di-
rectement a 'ADN (par le biais de boucles R), soit en
recrutant des régulateurs épigénétiques spécifiques a
des loci génomiques qui peuvent présenter des sché-
mas de SA changeants dans différentes cellules ou en
réponse a des stress environnementaux.

5.2.2. Hybrides LncRNA-ARN en tant que régulateurs
AS

Indépendamment de leur origine génomique, les
transcrits antisens naturels ou NATs, peuvent s’hybri-
der avec des pré-ARNm et former des duplex ARN-
ARN. 1l a été démontré que ces complexes ont un
impact sur la SA au cours de divers processus bio-
logiques, notamment dans les cellules de mammi-
feres [85]. Une des principales voies apoptotiques
chez les animaux est activée par l'interaction entre
le récepteur Fas (Fas) et le ligand Fas (FasL) [91]. Au
locus FAS, le IncRNA antisens SAF est transcrit dans
une orientation inverse et a partir du brin opposé
du premier intron de FAS. SAF se localise dans le
noyau ot il se lie au pré-mRNA du récepteur Fas et au
SPF45 (SPLICING FACTOR 45) humain. Cette inter-
action facilite I’AS et I'exclusion de 'exon 6, condui-
sant a la production d'une protéine Fas soluble qui
protege les cellules contre I'apoptose induite par
FasL [91]. Ainsi, les transcriptions NAT peuvent facili-
ter les interactions entre les pré-ARNm et les FS spé-
cifiques a la fois en cis (sur sa propre transcription)
ou en trans alors qu'elles peuvent également mas-
quer des sites d’épissage spécifiques pour empécher
leur traitement par le spliceosome. Chez A. thaliana,
la fréquence accrue de transcrits alternativement
épissés et variablement polyadénylés lorsqu'un in-
tron chevauche un NAT suggere que la formation
de paires IncRNA-ARN NAT peut réguler I'AS des
génes codant pour des protéines [92]. De maniére

cohérente, un criblage a I'échelle du génome des
trans-NAT chez A. thaliana a permis d’identifier 1320
paires trans-NAT putatives [93]. Bien que certains
trans-NAT aient été prédits pour produire des ARN
double brin et des siRNA (appelés natsiRNA) condui-
sant a 'ARN silencieux de leur cible sens, I'étude a
montré que de nombreuses paires trans-NAT ont une
proportion beaucoup plus élevée d’événements AS
par rapport a toutes les unités de transcription du gé-
nome. Ainsi, les IncRNA peuvent profiter de la simila-
rité de séquence pour se lier a des transcriptions spé-
cifiques et moduler leur épissage.

5.2.3. LncRNAs modifiant l'activité des facteurs
d’épissage et les interactions avec le spliceo-
some

Le spliceosome est un complexe ribonucléopro-
téique géant ot les facteurs d’épissage, les petits ARN
nucléaires et les ARNm cibles se rencontrent pour dé-
finir le résultat de I’épissage d'un gene. La modula-
tion de I'activité des protéines SF peut se faire de plu-
sieurs manieres : en favorisant la modification post-
traductionnelle de la protéine, en changeant sa loca-
lisation subcellulaire, ou en ayant un impact sur la
liaison de la protéine a d’autres partenaires ou cibles
de transcription. Parmiles IncRNA les mieux caracté-
risés et associés a la régulation des SA, on compte le
NUCLEAR PARASPECKLE ASSEMBLY TRANSCRIPT 1
(NEAT1) et le METASTASIS ASSOCIATED LUNG ADE-
NOCARCINOMA TRANSCRIPT 1 (MALAT1) / NU-
CLEAR PARASPECKLE ASSEMBLY TRANSCRIPT 2
(NEAT2). Il a été démontré que ces deux IncRNA
modulent la localisation et I'état de phosphorylation
de FS spécifiques, et qu’ils présentent une expres-
sion différentielle dans un large éventail de tissus
humains et murins [94]. NEAT1 est un IncRNA tres
abondant que I'on trouve dans les paraspeckles, des
domaines nucléaires contrélant la séquestration des
protéines liées a I'épissage. Au cours de la différen-
ciation des adipocytes, 'abondance de NEAT1 est ré-
gulée dynamiquement pour moduler les niveaux re-
latifs des isoformes de '’ARNm PPARYy, le principal
TF dirigeant 'adipogenese. En bref, il a été démontré
que NEAT1 interagit avec la protéine SRp40 (SFRS5),
entrainant la rétention de SRp40 dans les corps para-
nucléaires. Linteraction NEAT1-SRp40 augmente la
phosphorylation de SRp40 par la CDC2-LIKE KINASE
1 (CLK1), une kinase ciblant spécifiquement les SFs.
Cette modification de la phosphorylation de SRp40
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favorise I’AS PPARY, et donc le réglage fin du proces-
sus d’adipogenese [95].

Le IncRNA MALAT1/NEAT2 se localise dans les
mouchetures nucléaires et exerce des roles onco-
genes dans la cellule. Comme NEAT1, MALAT1/
NEAT2 peut moduler efficacement la distribution et
la phosphorylation de SE conduisant a des change-
ments de SA dans leurs pré-ARNm cibles [96]. Chez
les plantes, la caractérisation des IncRNAs directe-
ment impliqués dans la SA en est encore a ses dé-
buts. Néanmoins, quelques exemples montrant les
interactions des IncRNA avec les AS émergent lente-
ment. Chez la plante 1égumineuse Medicago trunca-
tula, le IncRNA ENODA40 est rapidement induit lors
de l'interaction avec les bactéries rhizobiennes sym-
biotiques. Il est exprimé dans le péricycle de la racine
et dans les cellules de différenciation des primor-
dia des nodules [97]. La surexpression de ENOD40
conduit a une nodulation accélérée, principalement
causée par une initiation accrue des primordia et
une sensibilité accrue aux signaux de nodulation.
ENOD40 s’est avéré étre hautement structuré et ne
s’est pas associé aux polysomes. Des essais de levure
a trois hybrides ont révélé une interaction directe
entre ENODA40 et la protéine constitutive de liaison a
I’ARN 1 (RBP1), qui se localise dans les mouchetures
nucléaires ot la machinerie d’épissage est également
hébergée [98]. Pendant la nodulation, RBP1 est relo-
calisée dans les granules cytoplasmiques par son as-
sociation avec ENOD40. Par conséquent, le IncRNA
ENOD40 hautement structuré contribue au trafic nu-
cléocytoplasmique de RBP1, ce qui suggere que le
r6le de RBP1 dans le noyau peut étre perturbé pen-
dant le développement du nodule. MtRBP1 est un
homologue proche des facteurs d’épissage AtNSRs;
il est connu pour réguler la SA et il a été démontré
que des changements majeurs dans la SA pendant
la différenciation des nodules sont concomitants a
I'expression de ENOD40 [99]. Bien qu'un effet direct
d’ENODA40 sur les SA n’ait pas encore été démontré
chez Medicago truncatula, la relocalisation d'un FS
dans le cytoplasme peut affecter les modeles de SA.

Comme mentionné précédemment, il a été dé-
montré que la surexpression du IncRNA nommé
ASCO modulait I’AS des cibles de TARNm NSR pen-
dant le développement des racines latérales chez
A. thaliana [86]. Identifié pour la premieére fois par
Ben Amor et al. [26] en utilisant une analyse bio-
informatique a l'échelle du génome des bases de

données d’ADNc complets d’Arabidopsis, ASCO est
codé dans une région intergénique du chromosome
1 (AT1G67105). II a une taille de 786 nt et aucune
capacité évidente de codage de protéines et s’ac-
cumule dans le noyau. De maniére cohérente, on
n'a pas trouvé que ’ASCO était associé aux ribo-
somes [44]. Un alignement ClustalW et MUSCLE a
identifié au moins 4 paralogues d’ASCO dans A. tha-
liana, et a suggéré une large conservation d’ASCO et
de ses paralogues dans les écotypes d’Arabidopsis et
méme entre différentes especes de Brassicaceae. 1l est
intéressant de noter que I'analyse détaillée de I'AS
dans le double mutant nsra/b a mis en évidence un
nombre important d’événements AS, notamment en
réponse a l’auxine [100], qui a été observé de maniére
similaire dans les lignées surexprimant I’ASCO. De
plus, des essais d'immunoprécipitation d’ARN utili-
sant des lignées NSR-GFP ont établi que les NSR se
lient in vivonon seulement a leurs cibles ARNm alter-
nativement épissées, mais aussi au IncRNA ASCO et
a de nombreux autres IncRNA [101]. En utilisant des
expériences in vitro pour évaluer la liaison des com-
plexes contenant des NSR a leurs substrats d’ARNm,
Bardou et al. ont montré que le IncRNA ASCO était
capable de concurrencer hors du complexe 'ARNm
cible endogéne d'une maniere tres efficace et spéci-
fique a la séquence. Cela a suggéré que I’ASCO peut
déplacer les cibles d’AS d’'un complexe contenant des
NSR pour modifier leur modele d’AS [26] et a proposé
un modele ou le IncRNA ASCO détourne les facteurs
d’épissage des NSR pour empécher leur interaction
avec ses propres cibles. Il reste a voir s’il s’agit d'un
mécanisme plus général pour d’autres interactions
SF-IncRNA, mais il est tentant de spéculer que ces
« IncRNA concurrents pirates » peuvent agir comme
des imitateurs d’intron a l'intérieur du spliceosome
pour réguler leur fonction d'une manieére spécifique
ala cellule.

Dans I'ensemble, ces études suggerent que les
IncRNA integrent un réseau d’épissage dynamique
comprenant de nombreux SE des états chromati-
niens et leurs cibles pré-mRNA associées. Grace a
cette gamme variée d’interactions avec différents
partenaires, les IncRNA exercent un controéle sur la
reprogrammation du transcriptome par le biais de
I'AS chez les eucaryotes.
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6. Remarques finales

Dans I'ensemble, les molécules IncRNA apparaissent
comme de nouveaux éléments des réseaux de ré-
gulation controlant la croissance et le développe-
ment des plantes. En interagissant physiquement
avec des complexes épigénétiques, des TF ou 'ADN
lui-méme, ils reglent avec précision l'activité trans-
criptionnelle de geénes codant pour des protéines
cibles. Les variations de I'expression des IncRNA en
réponse a des stimuli abiotiques ou biotiques ex-
ternes, qui présentent une grande variabilité entre les
couches cellulaires a l'intérieur des tissus, peuvent
conduire a des schémas d’expression différents de
leurs cibles au niveau cellulaire, améliorant ainsi des
processus de différenciation spécifiques ou des ré-
ponses a des stimuli externes. En outre, les IncRNA
interagissent avec des modulateurs clés de I'épissage
et de la stabilité de 'ARNm et peuvent également in-
fluencer I'abondance de 'ARNm des genes cibles au
niveau post-transcriptionnel et diversifier les sorties
protéiques d'un méme geéne. Globalement, la décou-
verte de ces mécanismes de régulation dépendants
des IncRNA ouvre de larges perspectives pour com-
prendre la diversité des morphologies et des capaci-
tés d’adaptation des plantes.
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