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SOMMAIRE  

Les viroïdes sont des pathogènes très méconnus et découverts récemment en comparaison aux 

bact®ries, champignons ou virus. Ce sont des mol®cules dôARN simple brin circulaire, possédant 

une structure secondaire très complexe et ne codant pour aucune protéine. Ils peuvent se 

répliquer soit dans le noyau soit dans les chloroplastes des cellules dépendant de leur famille en 

suivant un mécanisme de réplication en cercle roulant. Les viroïdes sont responsables de 

maladies ayant des impacts économiques importants sur plusieurs cultures vivrières telles que 

la tomate, la pomme de terre ou chez des cultures dôarbres fruitiers. 

Cependant, la recherche du ou des mécanismes mol®culaires rentrant en jeu lors dôune infection 

avec un viroïde se heurte à un manque de plante modèle. Cet hôte doit avoir un génome connu, 

facile à étudier en laboratoire et ayant une variabilité génétique vis-à-vis de la susceptibilité face 

à un pathogène. En effet, le meilleur candidat serait Arabidopsis thaliana bien que nôayant 

jamais ®t® d®crite comme pouvant permettre la r®plication syst®mique de viroµdes lors dôune 

infection. Cependant, plusieurs ®tudes ont d®montr® que des ®cotypes diff®rents dôA. thaliana 

ne se comportaient pas tous de la m°me faon lors dôune infection virale.  

Nous avons donc ®mis lôhypoth¯se que de m°me que les virus, une variation naturelle de la 

sensibilité aux viroïdes peut exister chez A. thaliana. À cette fin, nous avons infecté de 

nombreux écotypes avec trois viroïdes (PSTVd, HSVd et CLVd), puis cherché des symptômes 

dôinfection ou d®tect® la pr®sence de viroµdes par plusieurs techniques. Ceci a permis dôidentifier 

plusieurs ®cotypes dôint®r°t dans la recherche dôun mod¯le dô®tude des viroµdes. Dôautres 
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expériences chez des lignées transgéniques de Nicotiana benthamiana et Solanum lycopersicum 

ont mis en ®vidence lôimportance du g¯ne codant pour la prot®ine AGO2 et peut-être le rôle de 

la prot®ine RDR1. Cette ®tude montre donc la mise en place dôun mod¯le dô®tude des viroµdes 

chez A. thaliana ainsi que les premières pistes pour un ou des gènes conférant une résistance ou 

sensibilité aux viroïdes dépendamment de lôall¯le ou de lôesp¯ce dôorigine de ce g¯ne. 

Mots-clés : Viroµde, R®sistance v®g®tale, Lign®es transg®niques, Mod¯le dô®tude, 

Protéines Argonautes. 
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CHAPITRE 1   

INTRODUCTION  

1.1. Les viroïdes  

1.1.1.  Présentation générale sur les viroïdes  

Lô®tude des viroµdes est rendue importante par leur fort impact sur plusieurs cultures telles que 

fles pommes de terre o½ lôon observe de 17% ¨ 64% de pertes lors dôune infection ¨ PSTVd 

(Pfannenstiel, 1980; Singh et al., 1971). La pomme de terre nôest pas la seule culture ®tant 

affectée par les viroïdes, il en va de même pour la tomate, le houblon ainsi que les concombres 

dans des proportions différentes. Plusieurs arbres fruitiers sont également touchés par les 

viroïdes comme les pommiers, par exemple, culture importante au Canada, plus 

particuli¯rement au Qu®bec. La vigne ®galement est souvent porteuse dôun ou plusieurs viroµdes, 

certains causant des maladies à la vigne elle-même ou pouvant être transmis à des cultures très 

sensibles à tel ou tel viroïde (exemple : le houblon et hop stunt viroid). Enfin, les viroïdes sont 

également capables de causer des pertes économiques pour des plantes dites ornementales telles 

que chez le chrysanthème avec le CSVd (chrysanthemum stunt viroid). 

Au travers de ces différents exemples, on retrouve lôimportance dô®tudier les viroµdes. Avant 

dôentrer plus en détail dans les caractéristiques de ces derniers, faisons une brève description 

des viroïdes. Pour commencer, il est bon de rappeler que les viroïdes, plus particulièrement 

PSTVd, sont les premières petites mol®cules dôARN circulaires hautement structur®es 

découvertes comme étant capables de se répliquer indépendamment, sans coder pour la moindre 

protéine (Diener, 1971; Ding, 2009; Flores, 2005). Ils sont également très résistants dans le 

milieu extérieur, ce qui facilite leur transmission comme expliquée plus tard. Pour déterminer 

si un ARN structuré est bel et bien un viroïde, il doit répondre à plusieurs critères : démontrer 

sa capacit® dôinfection à une ou plusieurs plantes hôtes, la possibilité de ce dernier à induire des 
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symptômes ou non et son aptitude à se répliquer chez la ou les plantes hôtes (F Di Serio et al., 

2014a). 

1.1.2.  Présentation des familles de viroïdes et leurs particularité s  

Une plante qui est susceptible aux viroïdes est un organisme dans lequel ce dernier est capable 

de se r®pliquer, de sôaccumuler et dôinfecter la plante de faon syst®mique (Diener, 1987; F Di 

Serio et al., 2014b). En mettant de côté les constructions artificielles de laboratoire, les viroïdes 

sont connus à ce jour pour infecter seulement les angiospermes (Hadidi et al., 2003; F Di Serio 

et al., 2014a). On distingue une différence dans les hôtes des deux familles de viroïdes que sont 

les Avsunviroidae et les Pospiviroidae (Delan-Forino et al., 2011; R. Flores et al., 2015), les 

premiers ne pouvant infecter que les dicotylédones alors que les seconds peuvent infecter aussi 

bien des dicotylédones que des monocotylédones (Hadidi et al., 2003). Bien que pour les 

monocotylédones, très peu de viroïdes sont capables de les infecter (Hadidi et al., 2003). 

1.1.2.1. Les Avsunviroidae  

Ce mémoire ne traitant que peu des viroïdes de la famille des Avsunviroidae, leur structure ne 

sera abordée que rapidement. Cette famille tire son nom du premier viroïde attribué à cette 

famille: lôavocado sunblotch viroid (Flores, 2005). Les Avsunviroidae se définissent par 

lôabsence de ce que lôon appelle le CCR (Central Conserved Region) qui caractérise entre autres 

la seconde famille. Le second point remarquable des Avsunviroidae est la pr®sence dôun 

ribozyme en tête de marteau (hammerhead ribozyme) autant dans la forme négative que positive 

du génome ayant un rôle dans la réplication en cercle roulant symétrique qui sera abordé dans 

une partie dédiée. On note également que leur réplication se déroule dans les chloroplastes de 

la plante infectée (Bonfiglioli et al., 1994; Flores et al., 2009).  
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Comme dit précédemment, la réplication des membres de la famille des Avsunviroidae se 

d®roule dans les chloroplastes de la plante infect®e. Lôenzyme impliqu®e dans leur r®plication 

est une ARN polymérase chloroplastique (Flores et al., 2009; Flores, 2005; F Di Serio et al., 

2014a). Pour ce qui est du cycle de réplication en lui-même, il est dit en cercle roulant 

symétrique. Ce cycle se déroule en plusieurs étapes (cf : figure 1). Tout dôabord, le viroµde (ARN 

circulaire positive) va être transcrit en ARN négatif multimérique par la CEP (Chloroplast 

Encoded Polymerase). Ce brin négatif et multimérique va, de manière autonome, se cliver en 

monom¯re n®gatif par lôaction des HHR (Hammerhead Ribozyme) pr®sents dans les deux 

polarités du viroïde (Hammann & Steger, 2012). Ces monomères vont être circularisés par 

lôintervention dôune ligase de la plante. Puis ¨ partir de ce ç viroïde négatif », on recommence 

le m°me processus jusquô¨ lôobtention dôun nouveau viroµde circulaire positif.   

Le viroïde peach latent mosaic viroid (PLMVd) est utilisé comme modèle pour étudier la 

structure secondaire des Avsunviroidae (Bussière et al., 2000; Dubé et al., 2011). Chez PLMVd 

plusieurs motifs importants ont été révélés. Les positions A50 et particulièrement C51 ont été 

identifi®es comme site dôinitiation chez le brin (+) pour la r®plication. Pour brin (-) côest la 

position U284 (Delgado et al., 2005).  La structure secondaire de ces viroïdes dépend de la 

polarité du brin. Par exemple, PLMVd (-) possède 8 branches contre 14 pour PLMVd (+). Il en 

va de même pour les autres membres des Avsunviroidae (Giguère et al., 2014). 
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Figure 1 : Cycle de réplication des Avsunviroidae en cercle roulant symétrique :  CEP 

(Chloroplast Encoded Polymerase), HHR (Hammerhead Ribozyme). (Figure issue de : 

(Hammann & Steger, 2012)). 

1.1.2.2. Les Pospiviroidae  

La seconde famille de viroïde tire son nom du potato spindle tuber viroid (PSTVd). Les viroïdes 

appartenant à cette famille se répliquent au sein du noyau des cellules. Ils possèdent une 

structure secondaire en forme de tige (Flores et al., 2009; Flores, 2005). Leur génome peut être 

décrit en 5 régions distinctes : la région terminale de gauche, le domaine de pathogénicité, la 

région centrale conservée (CCR), la région variable et la région terminale de droite. La région 

CCR est très importante pour définir les pospiviroïdes ; elle possède deux segments conservés 

de nucléotides dans le brin supérieur et inférieur. Les nucléotides situés dans la partie supérieure 

de la CCR jouent un rôle important dans la réplication en cercle roulant asymétrique des 

pospiviroïdes (Gas et al., 2007; Gozmanova et al., 2003). 
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Contrairement aux Avsunviroidae, la réplication des Pospiviroidae suit un cercle roulant 

asym®trique. Ce cycle se d®roule dans le noyau des cellules infect®es. LôARN circulaire positif 

du viroµde va servir de base ¨ lôARN polym®rase II ADN d®pendante pour transcrire un brin 

multim®rique dôARN n®gatif qui lui-même va servir pour transcrire un ARN positif 

multimérique (cf : 2). Ce brin va être clivé par une nucléase puis circularisé par une ligase de 

lôh¹te. Ce cycle est dit en cercle roulant asym®trique, car contrairement au cycle des 

Avsunviroidae, il nôy a pas de passage par lô®tat de viroµde circulaire n®gatif pour retourner au 

viroïde circulaire positif. 

 

 

Figure 2 : Cycle de réplication des Pospiviroidae via cercle roulant asymétrique  Pol II 

(ARN polymérase II ADN dépendant) (Hammann et Steger 2012). 
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Le modèle pour étudier la structure secondaire des Pospiviroidae est PSTVd. Les viroïdes de 

cette famille sont souvent décrits comme ayant une forme en bâton. On peut diviser cette 

structure en 5 domaines distincts. 

La partie terminale de gauche (TL) contient une séquence répétée imparfaite qui entraine une 

forme de Y ou une forme de bâton. Cependant, la forme en bâton du domaine TL est 

thermodynamiquement préférée (Dingley et al., 2003). PSTVd est transcrit par une ARN 

polymère II ADN-dépendante de lôh¹te qui est redirig®e pour accepter une base dôARN. Un 

point de départ dans le brin négatif a été identifié dans la boucle du domaine TL. Ce point de 

d®part est soit U359, soit C1 lors dôune transcription in vitro (Kolonko et al., 2006). 

Le domaine de pathogénicité (P) contient une zone riche en purines dans le brin supérieur qui 

correspond à une zone riche en pyrimidine dans le brin inférieur. La région qui en résulte est 

relativement instable d'un point de vue thermodynamique (Gross et al., 1981). Côest apr¯s 

s®quenage de ce domaine que lôon a appris quôun l®ger changement de s®quence dans cette 

zone entrainait une différence dans la pathogénicité de la souche de PSTVd (Gross et al., 1981). 

Le domaine central (C) des membres de la famille des Pospiviroidae est une région hautement 

conservée. En plus des structures en bâtons entre les bases des brins supérieurs et inférieurs, il 

y a possibilité de formation de boucle en épingle à cheveux dans cette zone. 

Le domaine variable (V) est comme son nom lôindique tr¯s variable. Côest le domaine qui 

montre le moins de similarit® dôune esp¯ce de viroµde ¨ lôautre. Les limites du domaine V sont 

définies par une faible similarité avec le domaine C et le domaine terminal droit (TR) (Keese & 

Symons, 1985). 

Enfin le domaine TR semble essentiel au mouvement de cellule en cellule via les plasmodesmes 

chez PSTVd (Ding et al., 1997). Il existe certainement des motifs structurels qui interagissent 

spécifiquement avec des facteurs cellulaires pour obtenir un déplacement systémique chez la 
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plante (R. Takeda et al., 2011). La structure et/ou la stabilité de la boucle présente dans le 

domaine TR sont essentielles pour le mouvement sur de longues distances (Hammond, 1994). 

1.1.3.  Symptômes et transmission  

Depuis la découverte des viroïdes, la question récurrente est : comment les viroïdes induisent-

ils des symptômes chez les plantes ? En effet, à bien des égards, les symptômes causés par des 

viroïdes sont identiques à ceux causés par des virus bien que contrairement à ces derniers, les 

viroïdes ne codent pour aucune protéine. Plusieurs études sur HSVd et Citrus exocortis viroid 

(CEVd) ont montr® quôils peuvent induire des modifications du m®tabolisme aux niveaux 

hormonaux, changements responsables de lôapparition de la maladie (Duran-Vila & Semancik, 

1982; Yaguchi & Takahashi, 1985). Le r¹le de lôARNi est tr¯s important lors dôune infection 

aux viroµdes, il est le responsable dôune diminution du titre de viroïdes dans la plante (Francesco 

Di Serio et al., 2009; Itaya et al., 2001; Martínez de Alba et al., 2002). En effet, les viroïdes 

peuvent °tre reconnus par la plante comme ®tant de lôARNdb par les prot®ines DICER (DCL) 

et seront dégradés en vd-sRNA (Viroid-derived sRNA) qui, en association avec les protéines 

Argonautes (AGO), vont former le RISC et cibler les viroïdes entraînant ainsi leur dégradation 

(Axtell, 2013; Chiumenti et al., 2014; Hammann & Steger, 2012b; Mallory & Vaucheret, 2010). 

Dôun autre côté, il semble aussi que les vd-sRNA puissent cibler des transcrits de la plante, voire 

des gènes, et empêcher respectivement leur traduction et leur transcription, ceci entraînant de 

fait lôapparition de sympt¹mes par effet de cascade (Minoia et al., 2014b; Schuck et al., 2013). 

La relation entre viroïdes et ARNi sera abordée plus en détail par la suite. 

PSTVd est le premier viroïde à avoir été découvert en 1971, soit 50 ans après la première 

description de la maladie quôil engendre dans les ann®es 1920 (Diener, 1971). Afin de limiter 

les pertes importantes dans la production de pommes de terre, on doit commencer rapidement à 

mettre en place des tests afin de détecter la présence de ce viroïde. PSTVd est connu pour 

infecter sévèrement plusieurs espèces végétales, dont S. lycopersicum (Puchta et al., 1990) et 

Solanum tuberosum (pomme de terre). Sur la pomme de terre, son effet est de déformer le 
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tubercule ; il peut également réduire sa taille ou son nombre. Les plantes infectées seront plus 

petites avec de plus petites feuilles parfois déformées (Schultz & Folsom, 1923). PSTVd est 

capable dôinfecter naturellement de nombreux membres de la famille des solanac®es, mais aussi 

certaines esp¯ces ligneuses comme lôavocat (Persea americana). De façon expérimentale, 

PSTVd peut infecter un plus large spectre de plante que dans la nature (Singh, 1973). PSTVd 

possède un génome allant de 356 à 364 nucléotides avec une conformation en bâtonnet et une 

région centrale conservée (Owens et al., 2012).  

Il existe deux types de transmission pour les viroïdes : la transmission horizontale où le 

pathogène est transmis dôune plante ¨ une autre dans la m°me g®n®ration ainsi que la 

transmission verticale o½ lôagent infectieux est transmis de la plante m¯re aux plantes filles. 

Dans les cas des viroµdes, côest la transmission horizontale qui prédomine. Elle survient lors de 

lôutilisation de mat®riels agricoles contamin®s (Flores et al., 2011), ces derniers pouvant rester 

longtemps contagieux à cause de la résistance importante des viroïdes en milieu extérieur. Il 

peut également y avoir transmission via les mains, les gants ou les vêtements. Des études ont 

présenté le cas peu fr®quent dôune transmission par les racines (Hadidi et al., 2003). Il a été 

montr® quôen culture hydroponique de tomate, PSTVd pouvait se propager dôun plant ¨ lôautre 

via les racines (Mehle et al., 2014; Vachev et al., 2010). De même que la transmission par les 

racines, la diffusion des viroµdes par les insectes nôest que tr¯s peu document®e, mais existe 

cependant (Diener, 1987). 

On note également la possibilité de transmission verticale pour les viroïdes. Ce phénomène est 

bien étudié pour la transmission par les graines et/ou le pollen pour les viroïdes des deux familles 

(Flores et al., 2011; Hadidi et al., 2003).Peu importe le système viroïde/plante étudié, il en 

résulte que la transmission aux graines varie en fonction du variant pour le viroïde et du cultivar 

pour la plante (Francesco Di Serio et al., 2010). 
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1.2. Introduction ¨ lôARN interf®rent (RNA silencing)  

1.2.1.   Introduction aux mécanismes de défense des plantes  

Animaux, plantes, bactéries : tous ces organismes doivent faire face à des attaques de pathogènes 

aussi divers que variés. Chaque forme de vie a développé un ou plusieurs mécanismes de 

défense. Ici, on abordera ceux adoptés par les plantes afin de se défendre contre : des virus, des 

bactéries,  des champignons, des nématodes ou encore des viroïdes (J. D. G. Jones & Dangl, 

2006) 

Au cours de lô®volution, les plantes ont adopt® un syst¯me de d®fense comprenant plusieurs 

niveaux de réponses : lôimmunit® d®clench®e par reconnaissance dôun motif mol®culaire associ® 

au pathogène (Pathogen-Associated Molecular Pattern (PAMP)-Triggered Immunity (PTI)) 

ainsi que lôimmunit® d®clench®e par des effecteurs (Effectors Triggered Immunity (ETI)) (Stael 

et al., 2015). 

Tel qu'énoncé précédemment, les plantes ont deux mécanismes de défense principaux afin de 

faire face aux menaces extérieures. Chaque cellule de la plante possède à sa surface des protéines 

qui appartiennent à la classe des récepteurs de reconnaissance de motifs (Pattern Recognition 

Receptors (PRRs)) (J. D. G. Jones & Dangl, 2006; Pieterse et al., 2009). Lorsquôun pathog¯ne 

veut pénétrer une cellule de la plante, les PRRs vont reconnaître des molécules exprimées à la 

surface ou dans le pathogène ; ces molécules sont les PAMPs. La reconnaissance du PAMPs 

par les PRRs va déclencher une cascade de réaction qui va mettre en action le système 

immunitaire. Si les plantes ont évolué pour reconnaître les pathogènes afin de déclencher leur 

système immunitaire, il va de soi que de leur côté, les pathogènes ont également évolué pour 

contrer ce système. En effet, ces derniers vont produire ce que lôon nomme des effecteurs qui 

ont pour but dôinhiber la PTI. Les plantes en r®ponse ¨ ces effecteurs ont acquis, au cours de 

lô®volution, des gènes de résistance (gènes R) (Anandalakshmi et al., 1998; Cook et al., 2015; 

Garner et al., 2016). Ces gènes vont produire des protéines de résistance (R) en présence 
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dôeffecteurs et ainsi d®clencher la r®ponse ETI. Lôimpact le plus important de lôETI est une 

r®ponse dôhypersensibilit® autour de la zone dôentr®e du pathog¯ne. Cette r®action va entra´ner 

la mort rapide des cellules pour emp°cher la diffusion de lôinfection au reste de la plante 

(Durrant & Dong, 2004). 

1.2.2.    ARN interférent (RNA silencing) et ses acteurs  

1.2.2.1. Introduction de lôARN interf®rent  

Il est maintenant temps dôaborder un m®canisme permettant aux plantes de se d®fendre contre 

des acides nucléiques étrangers tels que les virus et les viroïdes, mais aussi de réguler 

lôexpression transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle de gènes : lôARN interf®rent (ARNi) 

ou RNA silencing (RNAi) (Fang & Qi, 2016). Ce mécanisme est médié par de petits ARN (small 

RNA sRNA). Ces derniers r®sultent de la d®gradation dôARN double brin (double-stranded 

RNA dsRNA) par des DICER ou DICER-like proteins (M.-B. Wang et al., 2012). Ce clivage 

des dsRNA par les DICER forme des duplex de sRNA de 21 à 24 nucléotides de long (Ruiz-

Ferrer & Voinnet, 2009). Ces sRNA vont ensuite être pris en charge par des protéines 

Argonautes (AGO). La combinaison sRNA/AGO va former un complexe nommé RISC (RNA-

Induced Silencing Complex) (Bologna & Voinnet, 2014). Le sRNA chargé dans le RISC va 

servir de guide pour cibler spécifiquement des séquences complémentaires pour entraîner la 

d®gradation de lôARN cible, la r®pression de sa traduction ou encore entraîner la méthylation de 

lôADN de cible homologue r®gulant ainsi plusieurs aspects physiologiques des plantes (Borges 

& Martienssen, 2015). 

1.2.2.2. Les protéines Dicer (DCL)  

Comme brièvement énoncées précédemment, les protéines DCL sont responsables du clivage 

de lôARNdb dôorigine endog¯ne ou exog¯ne pr®sent dans les cellules de la plante. Les prot®ines 

DICER des champignons et des animaux, tout comme les protéines DICE-like des plantes, 
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possèdent 6 domaines qui peuvent ne pas être tous présents en fonctions des protéines, soit : 

DExD, Hélicase-C, DUF283, PAZ (Piwi/Argonaut/Zwille), RNase III, et double-stranded 

RNA-binding (dsRB). Lôh®licase-C et DexD sont retrouvés respectivement dans la partie C-

terminale et N-terminale de la protéine (Margis et al., 2006). DUF283 ou Domaine de Fonction 

Inconnu 283 est lui situé dans la partie N-terminale du premier domaine RNase III (Du et al., 

2008). En effet, il existe 2 domaines RNase III (RNase IIIa et RNase IIIb) chez les protéines 

DICER. Chez de nombreux vertébrés (humain, souris) ainsi que chez les nématodes, les voies 

des microARN (miRNA) et des siRNA (small interefering RNA) sont régulées par une seule 

protéine DICER qui va moduler leur développement (Song & Rossi, 2017). La capacité de cette 

unique protéine DICER a été expliquée dans des ®tudes chez lôHomme, ®tude d®montrant la 

capacité de la protéine à effectuer un réarrangement structural (Taylor et al., 2013). Brièvement, 

les domaines PAZ et dsRDB pourront être réarrangés en fonction du pr®curseur dôARNdb 

rencontré. Enfin, la distance entre le domaine PAZ et le domaine RNase III va déterminer la 

longueur du petit ARN produit (sRNA). 

Lorsque lôon se penche sur les plantes, on remarque que les DCL des plantes partagent une 

grande homologie avec celle du règne animal, ceci laissant suggérer une similarité dans leurs 

propriétés biologiques (Fukudome & Fukuhara, 2017; Zhao et al., 2015). En plus de cette 

ressemblance, il est bon de noter que contrairement aux animaux et nématodes, les plantes ont 

d®velopp® plusieurs DCL, le nombre variant dôune esp¯ce ¨ lôautre. Chez A. thaliana, la plante 

modèle en biologie moléculaire végétale, il existe 4 DCL (AtDCL 1, 2 ,3 et 4); Vitis vinifera en 

possède également 4 (VvDCL 1, 2, 3 et 4); la tomate (S. lycospersicum) quant à elle en a 7 

(SlDCL1, 2a, 2b, 2c, 2d, 3 and 4) (Bellaoui et al., 2003; Bologna & Voinnet, 2014; T. Wang et 

al., 2016; Zhao et al., 2015). Bien que très similaire, les différentes DCL ont des rôles allant du 

développement de la plante, à la défense contre des virus/viroïdes en passant par la production 

des différents sRNA de la plante ; donc plus largement en réponse aux stress (Q. Liu et al., 

2009). De plus, lôexpression des DCL varie dôun tissu ¨ lôautre chez A. thaliana (Q. Liu et al., 

2009). 
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Tout comme leur cousine du règne animal, les DCL des plantes possèdent plusieurs domaines. 

Chez la protéine DCL1 dôA. thaliana, on note la présence des domaines suivants : DExD, RNA 

hélicase, DUF283, PAZ, deux domaines  RNase III (RNase IIIa et RNase IIIb) et deux domaines 

dsRBD (Margis et al., 2006). De récentes études semblent montrer que le domaine DUF283 de 

DLC1 est un domaine de liaison ¨ lôARN nouvellement annot® (Qin et al., 2010). Le traitement 

des précurseurs des miRNA se fait via le domaine hélicase de DLC1, cette action est ATP 

dépendant (C. Liu et al., 2012). Le domaine dsRBD des protéines DCL semble varier dôune 

prot®ine ¨ lôautre. Le cas du second dsRBD C-terminal de DCL1, également retrouvé chez 

DCL3 et DCL4, mais pas chez DCL2, est responsable de la reconnaissance de lôARN double 

brin ainsi que de la localisation de DCL1 dans le noyau de la cellule (Burdisso et al., 2012). 

De façon similaire au DICER humain qui génère des siRNA de longueurs qui diffèrent en 

fonction de lôh®lice-Ŭ qui se connecte au domaine PAZ et au domaine catalytique. Côest la 

longueur de cette hélice qui détermine la longueur des siRNA. Les protéines DCL2, DCL3 et 

DCL4 dôA. thaliana vont cliver les mol®cules dôARN double brin en siRNA respectivement de 

longueur 22, 24 et 21 nucléotides (Bologna & Voinnet, 2014; Henderson et al., 2006). La 

fonction de DCL4 est très liée au PTGS (Post Transcriptional Gene Silencing) via 2 populations 

de siRNA, les phasiRNA et les tasiRNA, qui seront expliquées ultérieurement, ce dernier 

provenant de la d®gradation dôARNdb issue de la RDR6 (RNA-Dependent RNA Polymerase 6) 

(Haag et al., 2012; Matzke & Mosher, 2014). Quant à elle, DCL3 influe aussi le PTGS et est 

associée avec le RDR2. Plusieurs études démontrent des redondances fonctionnelles de DCL2, 

3 et 4 pour la production de siRNA ainsi que la mise en place de la m®thylation de lôADN et 

son maintien (Henderson et al., 2006). Ces trois DCL peuvent toutes acc®der ¨ lôARNdb; 

cependant, leur localisation cellulaire ainsi que les voies de biosynth¯ses peuvent °tre ¨ lôorigine 

de différences dôaffinit® (Bologna & Voinnet, 2014). 

Ce qui vient dô°tre montr® concerne de lôARNdb dôorigine endog¯ne ; cependant, lôARNdb peut 

®galement provenir de lôext®rieur. Les DCL des plantes ont la capacit® de cliver lôARNdb 

dôorigine virale/viroµdale (Minoia et al., 2014; Katsarou et al., 2016), ceci étant crucial dans le 



  

13 
 

RNA-silencing antiviral. Lors dôune infection par un virus ¨ ARN, il y a production de vsiRNA 

(viral small-interfering RNA) de 21 nucléotides par DCL4 et 22nt par DCL2. Ces derniers seront 

ensuite pris en charge pas des protéines Argonautes (AGO) qui peuvent ensuite cibler lôARN 

viral (Carbonell & Carrington, 2015; Pumplin & Voinnet, 2013). Plusieurs études ont démontré 

quôen cas dôune mutation des DCL2 et 4, la sensibilité aux virus était accrue (Garcia-Ruiz et al., 

2010). Pour une d®fense efficace en cas dôattaque virale, il est nécessaire que soient présents 

DCL 2 et 4 ainsi que les RDR1 et 6, dont le rôle va être détaillé par la suite (Garcia-Ruiz et al., 

2010; Moissiard et al., 2007). 

1.2.2.3. Les protéines Argonautes (AGO)  

Les protéines de la famille des Argonautes sont des protéines ayant la capacité de se lier à de 

petits ARN (sRNA) de toutes sortes. Lorsque lôune dôentre elles sôattache avec un sRNA, elle 

forme le complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex) (Carbonell & Carrington, 2015; 

Vaucheret, 2008); côest ce complexe ainsi assembl® qui va inhiber la transcription et/ou la 

traduction des gènes chez la plante ou encore entraîner une modification de la chromatine 

(Carbonell & Carrington, 2015; Schuck et al., 2013). Les AGO sont présentes chez les bactéries, 

les Archées et les eucaryotes ; ceci suggère une origine ancienne de ces gènes. Le nombre de 

gènes codant pour des prot®ines AGO varie dôun organisme ¨ lôautre allant dôun seul chez la 

levure Schizosaccharomyces pombe à 27 chez le nématode Caenorhabditis elegans (Höck & 

Meister, 2008). Chez lôorganisme mod¯le en biologie v®g®tale A. thaliana, on compte dix 

protéines Argonautes nommées de 1 à 10 (AGO-1 à AGO-10) (Vaucheret, 2008); la tomate 

quant à elle possède 15 versions de protéines AGO (Xian et al., 2013). 

Toutes les protéines AGO possèdent les 4 domaines suivants : le domaine N-terminal, le 

domaine PAZ (PIWI-ARGONAUTE-ZWILLE), le domaine MID (Middle) et le domaine PIWI 

(Meister, 2013). De tous ces domaines, le domaine N-terminal est le plus incompris chez les 

plantes (Fang & Qi, 2016). Le domaine PAZ, de son côté, de manière similaire aux protéines 

DCL, est responsable de la liaison avec les sRNA simples brins gr©ce ¨ la pr®sence dôune r®gion 
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de liaison de repliement à oligonucléotide/oligosaccharide. Le domaine MID, pour sa part, a une 

boucle de nucléotide spécifique qui reconnaît le nucl®otide 5ô du sRNA (Frank et al., 2012). 

Cette spécificité va changer en fonction des AGO. En effet, chez Arabidopsis AGO1 interagit 

de pr®f®rence avec des ARNm avec un 5ôU; AGO5 avec des sRNA avec un 5ôC; alors qu'AGO2 

se lie avec des siRNA avec un 5ôA (Mi et al., 2008; Montgomery et al., 2008; A. Takeda et al., 

2008). De son côté, le domaine PIWI a une fonction proche de celle dôune RNase H, ce qui 

permet aux protéines AGO de cliver leur ARN cible en fonction de la complémentarité de leur 

sRNA guide. Cette capacité est conférée par le site catalytique suivant : Asp-Asp-Asp/His (soit 

DDD ou DDH) (Fang & Qi, 2016). 

Pour le bon fonctionnement du mécanisme de ARNi (RNAi ou RNA silencing), les sRNA 

doivent être triés et chargés dans des protéines AGO spécifiques. Comme expliqué 

précédemment, la nature m°me du nucl®otide situ® en 5ô des sRNA est importante pour °tre 

incorporée dans le complexe qui, avec la protéine AGO, va former le RISC. Cependant, dans 

certains cas, ce nucl®otide nôest pas le seul facteur permettant de diff®rencier les AGO. AGO1 

et AGO2 se lient avec des sRNA avec le m°me nucl®otide en 5ô. La diff®rence va se faire sur 

une préférence de mésappariement dans la région centrale du sRNA (15e nucléotide). AGO1 va 

pr®f®rer ou accepter un m®sappariement alors quôAGO2 ne va, quant à lui, tol®rer quôun seul 

alignement parfait. 

Les protéines AGO vont agir de façons différentes; elles peuvent faire de la régulation post-

transcriptionnelle en clivant les ARNm ou en les séquestrant, entraînant ainsi une répression de 

la traduction de ces derniers (Montgomery et al., 2008). Les AGO peuvent également agir au 

niveau de la transcription en réalisant de la RdDM. De nombreuses protéines AGO ont la 

capacité de cliver les ARNm comme précisés plus tôt; certains plus que dôautres, comme 

AGO1(N Baumberger & Baulcombe, 2005), AGO4 (Y. Qi et al., 2006), AGO7 (Montgomery 

et al., 2008), AGO2 (Carbonell et al., 2012) et AGO10 (Ji et al., 2011). Des études montrent que 

la compartimentalisation intracellulaire du complexe AGO1/miRNA peut jouer un rôle entre le 

clivage de lôARNm cible ou sa s®questration. En plus de la m®thylation de lôADN, il a ®t® r®v®l® 
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r®cemment dôautres fonctions jou®es par les AGO des plantes. Un exemple est celui de la 

r®paration de lôADN par AGO2 (Wei et al., 2012). Les protéines AGO jouent un rôle clef dans 

la protection contre les virus via lôARNi. 

1.2.2.4. Les protéines RNA-dependent RNA polymérase (RdR)  

Un autre acteur important des diff®rentes voies de lôARNi : les protéines RdR sont capables de 

synthétiser un ARN double brin à partir dôARN simple brin. On trouve des RdR dans de 

multiples organismes, tels que les virus, les plantes, les insectes, les mammifères, les 

champignons, etc. (Zong et al., 2009). Il existe, chez les eucaryotes, trois clades majeurs de RdR 

: RDRŬ, RDRɓ et RDRɔ. Cependant, tous ne possèdent pas les trois groupes ; les plantes et les 

champignons poss¯dent des RDRɔ, les RDRɓ sont pr®sentes uniquement chez les champignons 

et les animaux. Enfin, les RDRŬ sont retrouv®es chez les trois diff®rents groupes (plantes, 

animaux et champignons) (Wassenegger & Krczal, 2006; Zong et al., 2009). Lorsque lôon 

regarde du côt® dôA. thaliana, 3 protéines RDR sont bien caractérisées : RDR1, RDR2 et RDR6, 

toutes faisant partie du clade RDRŬ. RDR2 participe ¨ la production dôARN double brin qui va 

être clivé par la protéine DCL3, ceci donnant comme résultat des petits ARN nommés hc-siRNA 

(heterochromatic small interfering RNA). Ces derniers vont être pris en charge par AGO4 afin 

de r®aliser de la m®thylation de lôADN ARN d®pendant (RdDM) (Haag et al., 2012; Matzke & 

Mosher, 2014).  

Les RDR vont avoir un r¹le important lors dôune infection virale ou par un viroïde ; en effet, 

elles vont °tre ¨ lôorigine de la production dôARN double brin de novo ¨ partir dôARN viral ou 

viroïdale clivé (vRNA ou vdRNA). Cet ARNdb va passer par les protéines DCL4 et DCL2; il 

en résulte des vsiRNA (secondary viral small interfering RNA) et donc une amplification du 

RNA-silencing dirigé contre le virus/viroïde (Adkar-Purushothama et al., 2019; Garcia-Ruiz et 

al., 2010; Gómez et al., 2008a). Les RDR 1, 2 et 6 ont déjà été décrites dans la défense contre 

une infection virale. De plus, RDR1 et 6 sont essentiels pour une défense totale (Garcia-Ruiz et 

al., 2010; X. Qi et al., 2009a). Chez Arabidopsis, trois protéines RDR définissent le clade RDRɔ : 
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RDR 3, RDR4 et RDR5. Aucune fonction ne leur a été attribuée pour le moment. Cependant, ces 

trois protéines montrent une expression variable dans plusieurs phases du développement ou de 

stress de la plante. Ceci laissant penser quôelles ont des r¹les dans diff®rentes voies (Zong et al., 

2009). 

1.2.2.5. Les autres composants du RNA silencing  

Les plantes codent pour cinq prot®ines se liant ¨ lôARN double brin (dsRNA binding protein) : 

DRB1/HYL1, DRB2, DRB3, DRB4 et DRB5 (Hiraguri et al., 2005). Elles contiennent chacune 

2 domaines de liaison ¨ lôARNdb N-terminal (dsRBD double stranded RNA Binding Domain). 

Les protéines DRB interagissent avec les protéines DCL chez les plantes et sont essentielles 

pour le passage dôARN double brin au sRNA. DRB1/HYL1 via son second dsRBD interagit 

avec DCL1 pour traiter les précurseurs de miRNA ainsi que sélectionner le sRNA guide qui va 

être chargé dans le complexe RISC (Kurihara, 2005). Les DRB 2, 3 et 5 ont été montrés capables 

de traiter des miRNA non conventionnels spécifiques (Eamens et al., 2012). DRB4 va être 

requise pour une production correcte des trans-acting siRNA (tasiRNA), vraisemblablement en 

interagissant avec DCL4 (Adenot et al., 2006) ; de plus, DRB4 est antagoniste de DRB2 dans 

le traitement des hc-siRNA dans le RdRM. Ceci suggérant un rôle pour ces 2 protéines dans 

cette voie métabolique (Pelissier et al., 2011). Enfin, DRB3 interagit avec DCL3 et AGO4 dans 

la défense antivirale via la méthylation contre les Géminivirus (Raja et al., 2014). 

Après le clivage des ARNdb pour les prot®ines DCL, les sRNA ont besoin dô°tre modifi®s pour 

empêcher leur dégradation. Cette modification va être réalisée par une protéine 

méthyltransférase Hua Enhancer (HEN1) qui va ajouter un groupement méthyle ̈  lôextr®mit® 

3ô de chaque brin du miRNA et du duplex siRNA sp®cifiquement dans le 2ô-OH (Li et al., 2005; 

B. Yu, 2005). La protéine HEN1 possède 5 domaines : un domaine méthyltransférase, 2 

domaines dsRBD, un LCD (La-motif-containing domain) et un PLD (PPIase-like domain) 

(Huang et al., 2009). Les deux dsRBD interagissent avec le sRNA et vont former un lien fort 

sur la région du duplex. Le LCD va spécifiquement reconnaître les groupements 3ô-OH 
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permettant ainsi au domaine m®thyltransf®rase dôajouter le groupement 2ô-O-méthyl. Il a été 

montré, avec l'aide d'expériences in vitro, que la reconnaissance de la partie 3ô et lôajout du 

groupement méthyle sont font séparément dans le duplex sRNA (Huang et al., 2009; Li et al., 

2005; B. Yu, 2005). La protéine HEN1 est importante dans le RNA silencing contre les virus 

étant donn® que la m®thylation 2ô-OH est nécessaire pour protéger les vsiRNA de la dégradation. 

En effet, des mutants HEN1 montrent une hypersensibilité aux virus (Vogler et al., 2007). 

Enfin, le dernier acteur du RNA silencing que l'on doit présenter est le SGS (Supressor of Gene 

Silencing). SGS2 et SGS3 sont les protéines les mieux caractérisées dans ce groupe (Mourrain 

et al., 2000; Peragine et al., 2004). Les protéines SGS contiennent un domaine en doigt de Zinc 

(Zinc Finger ZF) ayant une fonction inconnue, un domaine XS nécessaire pour la liaison de 

lôARN (D. Zhang & Trudeau, 2008) et un domaine CC (Coiled-coil domain) impliqué dans 

lôhomodim®risation de SGS3 (Elmayan et al., 2009). Les protéines SGS interagissent avec 

RDR6 surtout SGS3, mais également SGS2; elles aident dans la synth¯se secondaire dôARNdb 

(Borges & Martienssen, 2015; Peragine et al., 2004). De plus, les SGS protègent lôARN simple 

brin de la d®gradation avant la production dôARN double brin (Elmayan et al., 2009). 

1.3. Introduction aux petits ARN (sRNA) dans le RNA silencing  

1.3.1. La voie des micro-ARN (miRNA) et fonction  

La voie des miRNA débute avec la transcription des gènes miRNA par la polymérase II; il en 

r®sulte la formation dôun pri-miRNA avec 5ô coiff® et une queue de poly-A. Contrairement aux 

animaux, les pri-miRNA des plantes sont traités dans le noyau par une unique RNase III de la 

famille DICER-like : DCL1 (Kurihara & Watanabe, 2004). DCL1 nôest pas le seul acteur entrant 

en jeu dans le traitement des pré-miRNA, la prot®ine de liaison ¨ lôARNdb HYL1 (Hyponastic 

Leaves 1) et la protéine doigt de Zinc Serrate assistent DCL1 dans ce processus (Han et al., 

2004; Lobbes et al., 2006). Durant tout ce processus, le pri-miRNA passe par une étape de pre-

miRNA et finalement au duplex mature miR:miR. Ce dernier est modifié par la 
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m®thyltransf®rase HEN1 qui prot¯ge le miRNA des autres modifications ou de lôactivit® 

dôexonucl®ase (Yang et al., 2006). Par la suite, le miRNA mature est exporté du noyau vers le 

cytoplasme de la cellule où il va entrer en interaction avec AGO1 ou dôautres protéines AGO et 

agir dans le clivage, dans la r®pression de la traduction ou la m®thylation de lôADN en fonction 

de la cible (Addo-Quaye et al., 2008; Iwakawa & Tomari, 2015). Peu de miRNA/cibles sont 

conservées chez les différentes familles de plantes. De plus, la majorité des interactions sembles 

très spécifiques, ceci laissant suggérer quôun grand nombre de gènes MIRNA connus sont 

relativement r®cents dans lô®volution des plantes. Certains sont conservés, tels que chez les 

bryophytes. (Cuperus et al., 2011). 

Les miRNA jouent des rôles clefs dans presque tous les processus biologiques et métaboliques 

des plantes. On peut noter leur implication dans la transition entre plante juvénile et plante 

adulte, dans la floraison avec lôaction des miR156 et miR172 (Ji et al., 2011; Wu et al., 2009). 

De plus, les miRNA ont dôimportantes fonctions de r®ponses au stress chez les plantes. Lors 

dôinteraction plante-pathogène, plusieurs miRNA peuvent voir leur quantité augmentée. Par 

exemple, chez A. thaliana, lors dôune infection par la bact®rie Pseudomonas syringae (Pst) 

DC300 avec une souche virulente et lôautre non virulente, on note une diff®rence dôexpression 

de plusieurs miRNA (W. Zhang et al., 2011). 

1.3.2. Les petits ARN interfèrent chez les plantes (siRNA)  

Tout comme les miRNA, les siRNA est une classe de sRNA qui ont un rôle crucial chez les 

plantes dans le développement et les réponses face au stress. Il existe plusieurs classes de siRNA 

qui se différencient par leur biogenèse (Fei et al., 2013).  Les hc-siRNA sont des sRNA de 24 

nucl®otides de long issus de lôaction de DCL3 ¨ partir de r®gions interg®niques ou répétées du 

génome. Par lôaction de lôARN polymérase Pol IV, les hc-siRNA aident au maintien de 

lôint®grit® du g®nome via la m®thylation de lôADN ARN dépendant (Axtell, 2013). 
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Les trans-acting siRNA (tasiRNA) sont une classe de siRNA secondaires qui sont générés à 

partir des gènes TAS qui produisent de lôARN non codant (Manavella et al., 2012). Il existe 4 

familles de TAS décrites à ce jour chez A. thaliana Columbia-0. miR173 est capable de cibler 

les familles TAS1a/b/c et TAS2 (Yoshikawa et al., 2005); miR390 cible la famille TAS3a/b/c 

(Axtell, 2013); alors que miR828 est capable de déclencher la biogenèse de tasiRNA TAS4 

(Rajagopalan et al., 2006). Apr¯s la transcription de lôARN non codant des TAS par lôARN 

polymérase II, puis son clivage par le miRNA chargé dans AGO1, la RDR6, en collaboration 

avec SGS3, va d®clencher la synth¯se dôARN double brin ¨ partir des fragments dôARN TAS 

clivé par les miRNA (Yoshikawa, 2013). Cet ARNdb va être traité par  la combinaison de DCL4 

et DRB4 (Double-stranded RNA Binding protein), formant ainsi des duplex tasiRNA de 21 

nucléotides de long (Fukudome & Fukuhara, 2017). La famille des TAS3 est lôune des mieux 

caractérisées parmi les tasiRNA; en effet, plusieurs études montrent leur implication lors des 

r®ponses en pr®sence dôauxine telles que le développement des racines et la transition 

juvénile/adulte (Marin et al., 2010). Une étude de séquençage a démontré que les niveaux 

dôexpression de TAS4 tasiRNA augmentent lors dôune d®ficience en phosphate laissant sugg®rer 

un rôle pour ce tasiRNA dans les réponses au stress (Hsieh et al., 2009). 

Il existe un dernier type de siRNA d®pendant dôune ARN polym®rase ARN d®pendante (RDR) 

; ce sont les phasiRNA (phased small-interfering RNA). Les phasiRNA ont une biogenèse 

similaire à celle des tasiRNA. Cependant, ils sont générés à partir de loci codant pour des 

protéines comprenant les PPR (Pentatricopeptide Repeat), NB-LRR et la famille de facteurs de 

transcription MYB qui, dans différentes espèces de plantes, participent dans la régulation post-

transcriptionnelle de ces gènes (Howell et al., 2007; Xia et al., 2012). Les plantes possèdent un 

nombre important de protéines NB-LRR, ces dernières déclenchant lôETI (Effectors-Triggered 

Immunity). Les phasiRNA jouent un rôle important dans la régulation des NB-LRR. Chez S. 

lycopersicum, deux miRNA, miR482 et miR2118 se lient ¨ lôARNm de prot®ines NB-LRR; il 

en résulte la production de phasiRNA (Shivaprasad et al., 2012). Le rôle des phasiRNA devient 

très important, car un d®faut dôinhibition des transcrits des prot®ines NB-LRR peut conduire à 
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une accumulation trop importante de ces dernières qui peuvent déclencher une auto-immunité 

en absence de pathogène et nuire à la croissance de la plante (Fei et al., 2013). 

1.3.3. La m®thylation de lôADN ARN d®pendant (RdDM)  

La RdDM est un processus épigénétique qui est déclenché par les hc-siRNA et les ARN non 

codants de longue taille (Axtell, 2013; Wierzbicki et al., 2008). La biogenèse des hc-siRNA est 

li® au bon fonctionnement de la machine transcriptionnelle. Apr¯s la formation dôARN simple 

brin par la Pol IV au locus cible, une mol®cule dôARN double brin est synth®tis®e par la RDR2 

qui est physiquement associée avec la Pol IV (Haag et al., 2012). La protéine DCL3 clivera 

lôARN double brin en duplex de hc-siRNA de 24 nucléotides, lesquels sont protégés de la 

dégradation via méthylation par HEN1 (Ji & Chen, 2012). Les siRNA obtenus peuvent être 

chargés dans différentes protéines AGO toutes appartenant au clade dôAGO4, tel quôAGO6, 

AGO9 (Eun et al., 2011; Olmedo-Monfil et al., 2010). 

La seconde ®tape de la RdDM passe par la g®n®ration dôune longue mol®cule dôARN non codant 

par lôARN PolV li® ¨ lôARN polym®rase II à partir des transposons, des séquences répétées ou 

r®p®tition dans les promoteurs des g¯nes, les introns ou les r®gions codantes. LôARNdb produit 

va rapidement entrer en interactions avec les hc-siRNA de 24nt chargés dans les protéines 

AGO4 ou apparentés (Matzke & Mosher, 2014). La transcription de cet ARN non codant de 

grande taille et lôassociation de la Pol V avec la chromatine sont facilitées par le complexe DDR 

(Zhong et al., 2012). Le complexe DDR est formé de trois acteurs principaux, le remodeleur de 

chromatine DRD1 ( Defective in RNA-directed DNA methylation), DMS3 (Defective in 

Meristem Silencing 3) et RDM1 (RNA-directed DNA Methylation 1) (Law et al., 2010). La Pol 

V recrute AGO4 via lôinteraction avec NRPE1 (Nuclear RNA Polymerase E1), une grosse sous 

unité de la Pol V, avec KTF1/SPT5 (Kow Domain-Containing Transcription Factor 1) qui 

contient un motif permettant lôaccroche de prot®ines AGO (Bies-Etheve et al., 2009). Le 

complexe formé dôAGO4/siRNA se lie sp®cifiquement ¨ la s®quence de lôARN non codant et 
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recrute DRM2 (Domains Rearranged Methyltransferase 2) qui va catalyser la méthylation de 

lôADN (Chan et al., 2005).  

En plus des rôles dans la reproduction, le contrôle des transposons et dôautres voies 

métaboliques dans le cycle de vie des plantes, la RdDM joue également un rôle dans la défense 

lors dôune infection par un pathog¯ne. De nombreuses ®tudes ont montr® que la m®thylation de 

la chromatine virale conduisant au TGS (Transcriptional Gene Silencing) est un système de 

défense potentiel contre les virus à ADN tel que les Géminivirus (Raja et al., 2008, 2014). En 

effet, des preuves tendent à montrer que la RdDM agit contre les infections par des virus à ADN. 

Cependant, les géminivirus sont capables de produire des suppresseurs qui inactivent lôADK 

(Adenosine Kinase) requise et nécessaire en tant que cofacteur de méthyltransférase et donc 

inhibent les mécanismes de RdDM (Buchmann et al., 2009). 

1.3.4. Le mouvement des sRNA  

Tr¯s t¹t dans lô®tude sur les sRNA, des expériences sur les greffes ont démontré la capacité du 

signal de lôARN interf®rent à se propager via le phloème aux différentes parties de la plante 

(Palauqui et al., 1997; Voinnet et al., 1998). Ceci laisse penser que les mouvements de cellules 

en cellules, ainsi que les mouvements systémiques peuvent avoir des rôles dans le 

développement et la physiologie des plantes (Voinnet et al., 2000), mais également  aussi dans 

la défense antivirale (Carlsbecker et al., 2010). Des expériences des greffes chez A. thaliana 

exprimant un transgène GFP ainsi que des racines exprimant une hairpin ARN dérivé de la GFP 

pour cibler la GFP produite dans les parties hautes de la plante ont montré une diminution de 

fluorescence dans les parties supérieures de la plante. Cette perte est due au mouvement des 

sRNA produit dans les racines exprimant la GFP-hairpin (Molnar et al., 2010). Les siRNA de 

24 nucléotides de longs peuvent se transmettre au travers des deux parties dôune greffe et sont 

capables de réaliser de la RdDM et du TGS de promoteur de transgène  dans les cellules 

méristématiques (Melnyk et al., 2011). Ces donn®es appuient lôhypoth¯se selon laquelle la 

plante est capable de propager les sRNA comme des signaux pour lôARNi. La capacit® des 
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sRNA à se mouvoir est cruciale pour obtenir une amplification de la répression contre les virus. 

Cette amplification permet aux tissus non infectés de se préparer et de limiter la propagation des 

virus dans lôorganisme. Lôimportance de cette mobilit® dans la d®fense antivirale est appuy®e 

par lôexistence de VSRs (Viral Supressors of RNA silencing) qui préviennent la diffusion du 

signal de plusieurs manières. De plus cela empêche lôinitiation de la r®ponse antivirale, en 

s®questrant les sRNA, en emp°chant la formation, lôassemblage fonctionnel ou lôinactivation du 

complexe RISC (Csorba et al., 2015). 

1.4. ARN interférent et virus  

1.4.1. LôARNi dirig® contre les virus  

Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires et vont profiter de la machinerie de 

lôh¹te pour se multiplier et se propager. Leur g®nome peut °tre constitu® dôADN ou dôARN 

simples ou doubles brins, génome qui va être protégé de lôenvironnement par une structure de 

protéines, la capside. Les virus encodent pour un petit nombre de gènes nécessaires à leur 

réplication et leur mouvement. En agriculture, les pertes de productivité due aux maladies de 

virus de plantes sont très importantes (Anderson et al., 2004; Boualem et al., 2016; Dangl et al., 

2013). LôARNi est ce que les plantes poss¯dent de plus imm®diat pour se d®fendre contre les 

infections virales (Baulcombe, 2004). De façon similaire aux mécanismes endogènes, la défense 

est d®clench®e par la pr®sence dôARN double brin dôorigine viral, que ce soit des intermédiaires 

de réplication, des régions locales de complémentarité dans le génome viral ou encore par 

lôaction de RDR sur ARN viral (Donaire et al., 2009; X. Qi et al., 2009b; Szittya et al., 2010). 

LôARN viral double brins est cliv® par les prot®ines DCL pour donner des vsi-RNA (viral 

siRNA) qui vont être méthylés en 2ô-O via lôintervention de HEN1 pour les prot®ger de la 

d®gradation. Lôun des brins du vsi-RNA va être chargé dans une protéine AGO pour assembler 

le RISC. Ce dernier va être guidé par le vsi-RNA pour interférer avec le génome viral via la 

complémentarité entre le guide et le génome (Pumplin & Voinnet, 2013; Ruiz-Ferrer & Voinnet, 

2009). Dans le cas des virus à ADN qui ne se répliquent pas via des intermédiaires dôARNdb, 
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il est supposé que les vsi-RNA sont formés à partir de transcription antisens, par lôactivit® des 

RDR ou de structure secondaire de lôARN viral (Aregger et al., 2012; Blevins et al., 2006). La 

RdDM de la chromatine virale pourrait être une défense contre les virus à ADN (Raja et al., 

2008; Rajamäki et al., 2014). 

1.4.2. Viral Supressor of RNA silencing  

Une preuve que lôARNi est un acteur majeur de la d®fense contre les infections virales est la 

capacit® des virus de contrecarrer la r®ponse de lôARNi par lôaction de VSR (Viral suppressors 

of RNA-silencing). Les VSR présentent une grande diversité dans leur séquence, leur  structure 

et leur activité parmi les différentes familles de virus; ceci laisse penser à des origines 

indépendantes (Incarbone & Dunoyer, 2013). Du fait de leur diversité, les VSR peuvent agir de 

diff®rentes faons pour pr®venir lôARNi. La strat®gie de nombreux VSR est de s®questrer les 

duplex de sRNA (vsiRNA et miRNA) et ainsi prévenir les ®tapes suivantes de lôARNi (Lakatos 

et al., 2006; Silhavy et al., 2002). Dôautres VSR vont inhiber la r®ponse de lôARNi en se liant 

avec les sRNA, pr®venant ainsi lôintervention des prot®ines de lôh¹te impliqu® dans lôARNi 

(Hemmes et al., 2007; Kubota et al., 2003). Il existe une troisième stratégie que les virus 

poss¯dent pour contrecarrer lôARNi; ils peuvent déstabiliser les protéines AGO et donc prévenir 

la formation du RISC ou son inactivation (Nicolas Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al., 

2007). Les VSR sont très importants pour les virus ; pour preuve, tous les virus en possèdent 

même si leur nature ou leur fonction diffère. Malgré la présence de VSR, les virus sont tout de 

m°me cibl®s de faon plus ou moins efficace par lôARNi. 
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1.5. L'ARN interférent et son interaction avec les viroïdes  

1.5.1. Les viroµdes capables de d®clencher lôARNi  

De façon similaire aux virus, les viroïdes se répliquant provoquent le déclenchement de la 

machinerie de lôARNi des plantes (Itaya et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001; M.-B. Wang 

et al., 2004). Pour se protéger des pathogènes, les plantes ont développé des stratégies de 

défenses pour combattre les infections aux viroïdes. Il semble que les 4 protéines DCL sont 

capables de cliver lôARN des viroµdes (Dadami et al., 2013; Navarro et al., 2009). LôARN des 

viroïdes matures est directement ciblé par les DCL, ce qui va entraîner leur dégradation 

endonucléaire en vd-siRNA (viroid derived siRNA) (Itaya et al., 2007). Des études appuient 

cette affirmation en démontrant que des transcrits de PSTVd et PLMVd (Peach Latent Mosaic 

viroid) sont clivés en vd-siRNA après incubation in vitro avec des extractions contenant les 

DCL (Itaya et al., 2007; Landry & Perreault, 2005). Comme vu dans la partie sur la réplication 

des viroµdes, il existe des ®tapes interm®diaires ¨ ARNdb entre 2 formes matures dôun viroµde. 

Ces formes intermédiaires peuvent être ciblées par les DCL en plus de la forme mature ayant 

des zones partiellement ARNdb. Chez les plantes, les transcrits aberrants comme les ARN 

nôayant pas de coiffe et/ou de queue de polyA sont copi®s en ARNdb par la RDR6 dans le 

cytoplasme et certainement dans le noyau aussi (Gazzani et al., 2004; Luo & Chen, 2007). Il est 

raisonnable dô®mettre lôhypoth¯se selon laquelle les viroïdes matures ou leurs intermédiaires de 

réplication vont être reconnus comme les ARN aberrants décrits précédemment. Il a été  montré 

indirectement que RDR6 est capable de transcrire lôARN de PSTVd lors dôune ®tude sur une 

infection chez un mutant RDR6 de N. benthamiana (Francesco Di Serio et al., 2010). Il fut 

observ® que RDR6 est associ® avec un retard dans lôaccumulation de PSTVd et de son exclusion 

du méristème. En association avec la RDR6, RDR2 semble être capable de copier les transcrits 

négatifs oligomériques des viroïdes de la famille des Pospiviroidae sôaccumulant dans le noyau 

des cellules (Tabler & Tsagris, 2004). Pour la famille des Avsunviroidae, ce nôest pas certain 

quôil soit trait® par les RDR (Schiebel et al., 1998). Il est intéressant de noter que RDR1 a été 

montré comme étant plus exprimé dans des plants de tomates infectés avec PSTVd (Schiebel et 
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al., 1998). Indifféremment de leur origine, les vd-siRNA sont chargés dans les protéines AGO 

(Minoia et al., 2014a) pour cibler les viroïdes matures et/ou leurs intermédiaires de réplication 

(cis-PTGS). En plus du cis-PTGS, les vd-siRNA semblent également être capables de cibler les 

g¯nes de lôh¹te (trans-PTGS) ainsi que se faire de la RdDM. Les trois cas de figure seront 

développés ultérieurement. 

1.5.2. Viroïdes et protéines Dicer  

Comme abordé dans les parties précédentes, les protéines DCL ont des fonctions redondantes 

et sont localisées dans la périphérie du noyau (Pontes et al., 2013). De plus, on a également vu 

que les viroïdes des 2 familles sont ciblés par les DCL (Martínez de Alba et al., 2002; 

Papaefthimiou et al., 2001). Les Pospiviroidae, qui se répliquent dans le noyau, sont 

certainement ciblés par les DCL lors de cette réplication. De leur côté, pour les membres de la 

famille des Avsunviroidae, lôhypoth¯se est quôils sont cibl®s par les DCL lors de leur passage 

dans le cytoplasme (Gómez & Pallas, 2012). De plus, il possible que les viroïdes soient ciblés 

par les DCL dans le cytoplasme pendant leur mouvement de cellule en cellule et leur mouvement 

longue distance. Il a été montr® que lôensemble des vd-siRNA produits lors dôune infection ne 

couvre pas lôint®gralit® du g®nome du viroµde; ceci renforce lôid®e que les viroµdes dans leur 

forme simple brin plutôt que leur forme double brin sont ciblés par les DCL (Itaya et al., 2007). 

Cependant, il est bon de noter que m°me lorsque lôARNdb cliv® par les DCL est parfaitement 

double brin, il nôen r®sulte pas une population homog¯ne de sRNA le long de lôARNdb, mais 

présente des points chauds (Hotspot) (Sasaki et al., 2014). Chez des tomates transgéniques 

exprimant un transgène hairpin-PSTVd, les siRNA dérivés de cette hairpin montrent des hotspot 

dôaccumulation similaire ¨ ceux observ®s lors dôinfections naturelles (Schwind et al., 2009). Les 

hotspot, quant à eux, reflètent des disparités dues aux différences de traitement par les DCL, 

une différence de chargement/stabilité dans les AGO ou une difficulté de clonage/séquençage 

des sRNA nôest pas claire. Il est important de noter que les r®gions parfaitement align®es dans 

les viroïdes matures ne sont pas plus longues que 14 paires de bases (pb) (M.-B. Wang et al., 

2004). Un fragment de 14 pb dôARNdb est sous le minimum pour °tre cibl®s par les DCL qui 
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ont besoin au moins de 19 pb dôARNdb parfait (J.-Y. Yu et al., 2002). Cependant, des vd-siRNA 

des 2 polarités ont été détectées par séquençage et Northern Blot (Itaya et al., 2007; Machida et 

al., 2007; Y. Wang et al., 2011), ce qui laisse sugg®rer que le clivage nôest pas forc®ment r®alis® 

sur lôARNdb. Pour r®sumer, les donn®es actuelles ne permettent pas dôaffirmer si les DCL 

clivent uniquement les viroïdes dans leur forme ARNdb ou ARNsb, mais plutôt un mélange des 

deux. Les vd-siRNA des viroïdes suivants appartenant soit aux Pospiviroidae ou aux 

Avsunviroidae ont été détectés par northern blot et/ou par séquençage des sRNA : PSTVd 

(Dadami et al., 2013; Francesco Di Serio et al., 2010; Diermann et al., 2010; Itaya et al., 2001; 

Machida et al., 2007), ASVd (avocado sunblotch viroid) (Markarian et al., 2004), hop stunt 

viroid (HSVd) (Gómez et al., 2008b; Navarro et al., 2009), grapevine yellow speckle viroid 1 

(GYSVd1) (Navarro et al., 2009). Les vd-siRNA ont été montrés comme étant phosphorylés à 

leur début en 5ô et m®thyl®s ¨ leur fin en 3ô par HEN1 (Martín et al., 2007). Les vd-siRNA(+) 

sont répartis en hotspots sur le génome du viroïde, alors que pour les vd-siRNA(-), la répartition 

se fait tout du long du génome (Itaya et al., 2007; Y. Wang et al., 2011). Il est bon de noter que 

cette d®couverte nôest peut-être pas révélatrice du point de vue biologique, mais peut-être due à 

un biais du séquençage ou une différence de stabilité des différents vd-siRNA. Il nôest ®galement 

pas certain que les vd-siRNA soient des duplex dôARNdb parfaits ou poss¯dent des boucles 

asym®triques en leur sein. Ce dernier point peut °tre dôune importance biologique majeure et 

pourrait °tre impliqu® dans lôARNi en initiant un changement de conformation dôAGO1 (Chen 

et al., 2010; Cuperus et al., 2010; McHale et al., 2013). 

Une co-immunoprécipitation des protéines AGO dôA. thaliana, exprimée de façon transitoire 

chez N. benthamiana infecté par PSTVd, révèle que AGO1, AGO2 et AGO3 se lient 

préférentiellement avec les vd-siRNA de 21 et 22 nucléotides; alors que AGO4, AGO5 et AGO9 

se lient plutôt avec des vd-siRNA de 24 nt (Minoia et al., 2014b). Cependant, il nôest pas certain 

si le complexe vd-siRNA/AGO est présent dans le cytoplasme et le noyau. Chez la tomate, les 

vd-siRNA dérivés de PSTVd sont présents uniquement dans le cytoplasme (Denti et al., 2004).  
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1.5.3. Ciblage des viroïdes par le PTGS (cis-PTGS)  

La structure secondaire si particulière des viroïdes laisse suggérer que ces derniers peuvent 

échapper ou sont résistants au PTGS (Itaya et al., 2007; M.-B. Wang et al., 2004). Il est certain 

que lors dôune infection naturelle, les vd-siRNA produits sont incapables dô®liminer le viroµde 

correspondant. Cependant, il existe plusieurs exemples qui démontrent que le PTGS est capable 

de cibler les viroïdes. Chez des plants de tomates transgéniques exprimant en grande quantité 

une hairpin-PSTVd, lôinfection de ces m°mes plants avec PSTVd ®tait inefficace (SCHWIND 

et al., 2009). De même chez des transgéniques de N. benthamiana exprimant un transgène 

hairpin-PSTVd dans un stock de racines, la partie supérieure de la greffe présente des 

symptômes atténués dôinfection (Kasai et al., 2013). Une expression transitoire des protéines 

AGO1, AGO2, AGO4 et AGO5 par agroinfiltration chez des tissus infectés avec PSTVd de N. 

benthamiana entraîne une diminution des niveaux dôARN de viroµdes. Ceci laisse sugg®rer que 

les viroïdes ou leurs précurseurs sont ciblés par les siRNA (Minoia et al., 2014b).  

Enfin, une étude de co-infection de citronnier par le CDVd (citrus dwarfing viroid) et le CTV 

(citrus tristeza virus) montre que la quantit® de viroµdes augmente gr©ce ¨ lôaction dôun acteur 

du virus inhibant lôARNi. Ceci laissant penser que les viroµdes nô®chappent pas complètement 

au cis-PTGS (Serra et al., 2014). Apparemment, les vd-siRNA sont incapables de déclencher le 

PTGS au niveau du noyau (Athanasios Dalakouras et al., 2015). Il est donc possible dôassumer 

que les viroµdes sont capables dô°tre ciblés uniquement dans le cytoplasme quand ils se 

déplacent du noyau (Pospiviroidae) et des chloroplastes (Avsunviroidae) aux cellules voisines. 

1.5.4. Viroïdes et trans-PTGS  

Les vd-siRNA sont possiblement capables de cibler des transcrits de lôh¹te, réalisant de fait du 

trans-PTGS. Ainsi, les sympt¹mes issus dôune infection aux viroµdes seraient basés sur 

lôinhibition de lôexpression de g¯nes de lôh¹te (Hammann & Steger, 2012b; Papaefthimiou et 

al., 2001; M.-B. Wang et al., 2004). Cette affirmation est soutenue par de multiples observations. 
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Chez des tomates exprimant une hairpin dôARN constitu® de la quasi-totalité de la séquence de 

PSTVd, on note lôapparition dôun ph®notype similaire ¨ une infection naturelle de PSTVd (M.-

B. Wang et al., 2004). Encore chez des tomates infectées avec PSTVd, lôaccumulation de 

plusieurs miRNA endogènes est supprimée, donc les vd-siRNA induisent une diminution du 

miRNA correspondant (Diermann et al., 2010). Deux gènes de la tomate, impliqués dans la 

biosynth¯se de la gibb®relline et de lôacide jasmonique, possèdent des sites de liaisons pour des 

vd-siRNA dans leur ORF et sont r®prim®s dans les premiers temps dôune infection ¨ PSTVd (Y. 

Wang et al., 2011). Lors dôune infection de tomates par TPMVd (tomato planta macho viroid), 

un ARNm de lôh¹te a ®t® pr®dit puis valid® comme ®tant cliv® par un vd-siRNA (Avina-Padilla 

et al., 2015). 

Comme évoqué précédemment, les vd-siRNA ne sont pas nécessairement des duplex parfaits, 

mais peuvent contenir des boucles asymétriques. De tels siRNA sont suggérés comme étant 

capables de changer AGO1 en une structure permettant lôinitiation de lôARNi transitif en 

recrutant RDR6 (Manavella et al., 2012). Ce recrutement de la RDR6 va entraîner la production 

de siRNA secondaires qui peuvent avoir le potentiel de cibler des g¯nes de lôh¹te nôayant aucune 

homologie avec le génome du viroïde ; on a donc un effet hors cible. Il est intéressant de savoir 

que chez N. benthamiana, les symptômes induits par HSV sont dépendants de lôactivit® de la 

RDR6 (Gómez et al., 2008a). ê lôinverse, toujours chez N. benthamiana, les symptômes issus 

dôune infection ¨ PSTVd sont ind®pendants de la RDR6 (Francesco Di Serio et al., 2010). Il est 

bon de noter que lôactivation de lôARNi contre les virus chez Arabidopsis est accompagnée par 

la production de vasiRNAS (virus-activated siRNA) de 21 nt par la RDR1. Ces vasiRNA sont 

transcrits ¨ partir des g¯nes de lôh¹te et d®clenchent lôinhibition de nombreux endog¯nes (Cao 

et al., 2014). Pour le moment, un tel m®canisme nôest pas connu pour les viroµdes. 

1.5.5. Viroïdes et RdDM (RNA-directed DNA methylation)  

En plus de lôactivation du PTGS, les membres de la famille des Pospiviroidae ont la capacité de 

déclencher la RdDM de séquences homologues (Wassenegger, 2000; Wassenegger et al., 1994). 
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LôADN des chloroplastes nôest pas m®thyl®, mais ¨ ce jour, il nôa pas ®t® d®termin® si oui ou 

non les membres de la famille des Avsunviroidae peuvent déclencher la RdDM sur des 

s®quences dôADN nucl®aires apparent®es. La RdDM induite par les viroµdes a ®t® d®couverte 

chez des plants de tabacs infectés avec PSTVd contenant des copies multimériques de PSTVd 

intégrées dans leur génome (Wassenegger et al., 1994). La RdDM induite par les viroïdes est 

hautement d®pendante de lôhomologie entre la s®quence du viroïde et la séquence cible; elle 

requiert une cible dôune taille minimale de 30pb (Thierry Pélissier & Wassenegger, 2000), mais 

peut être inhibée par certaines s®quences dôADN (Athanasios Dalakouras et al., 2010). Il en 

résulte une dense méthylation des cytosines dans les contextes suivants : CG, CHG CHH (T 

Pélissier et al., 1999). Seule la méthylation CG est maintenue dans une descendance non infectée 

issue de parents infectés avec un viroïde (Athanasios Dalakouras et al., 2012).  

Lôimportance biologique de la RdDM lors dôune infection par un viroµde reste incertaine. Chez 

le concombre, une infection par HSVd induit un changement dans la dynamique de la 

m®thylation de lôADN des g¯nes dôARN ribosomal (Martinez et al., 2014), ceci indiquant que 

lô®pig®n®tique peut avoir un impact sur lôinitiation des sympt¹mes de viroµdes. La façon dont 

les viroµdes induisent la RdDM nôest pas claire; le modèle actuel de RdDM suggère que des 

siRNA de 24nt guident la machinerie de la RdDM à leur cible (Matzke & Mosher, 2014). 

Cependant, il semble probable que les siRNA ne soient pas les guides directs de la RdDM, mais 

quôils soient plutôt impliqués dans une étape intermédiaire (A Dalakouras et al., 2013). De 

nouvelles études sont nécessaires pour découvrir si une infection de viroïde est en effet associée 

avec la méthylation de novo dôendog¯nes qui sont impliqu®s dans lôapparition des sympt¹mes. 
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1.6. Objectifs  

Les viroïdes ont une capacité à infecter un nombre restreint de plantes. Y a-t-il des gènes 

conférant la résistance aux viroïdes ou une sensibilité qui existe ? En biologie végétale, le 

modèle de plante est A. thaliana. Or, à ce jour, cette derni¯re nôest pas connue pour être infectée 

par aucun viroïde.  

Des études précédentes dans le laboratoire ont mis ¨ jour que les diff®rents ®cotypes dôune m°me 

espèce vont présenter des sensibilités différentes pour un même virus. Il en ressort que les allèles 

AGO2 des écotypes Col-0 et C24 vont être respectivement plus résistants et plus sensibles à 

PVX. En sachant ceci, le premier objectif que nous nous sommes fixés est dôidentifier au moins 

un ®cotype sensible dôA. thaliana aux viroµdes. Les 2 collections dô®cotypes ¨ disposition vont 

être criblées une première fois avec un mélange de trois viroïdes (PSTVd, HSVd et CLVd). Par 

la suite, des infections individuelles vont permettre dôidentifier lequel ou lesquels de ces viroµdes 

à la capacit® dôinfecter lô®cotype.  



  

31 
 

 

Figure 3 : Hypothèses pour l'origine des symptômes causés par les viroïdes 

Par la suite se trouvent des croisements successifs avec lô®cotype poss®dant le plus de mutants 

disponibles, Col-0 (Columbia), et ce afin de diminuer la part du g®nome de lô®cotype sensible 

au fur et à mesure des générations tout en gardant la sensibilité aux viroïdes. Une fois le 

pourcentage dô®cotype sensible suffisant faible, le but est dôidentifier le ou les g¯nes apportant 

la sensibilité aux viroïdes; ceci rendant disponible un mod¯le dô®tudes des viroµdes dans la plante 

modèle en biologie moléculaire végétale.  

Une fois le modèle en place, il devient possible dô®tudier plus facilement plusieurs zones 

dôombres chez les viroµdes. Parmi ces derni¯res, les acteurs de r®plication des viroµdes ne sont 

pas tous connus, tout comme les moyens utilisés pour leur déplacement de cellule en cellule et 

leur mouvement via le phloème. Comment interagissent-ils avec lôARNi est ®galement 



  

32 
 

méconnu; comment, dans certains cas, lôARNi va °tre capable de cibler et ®liminer les viroµdes, 

et dans dôautres, les viroµdes vont emballer le syst¯me de lôARNi et induire des sympt¹mes via 

ce dernier. Avec un modèle en place, il devient aussi possible dôobserver le fonctionnement 

dôune infection avec un viroµde. En effet, il existe plusieurs hypoth¯ses (Figure 3) concernant 

lôinduction de sympt¹mes par un viroµde, hypoth¯ses qui peuvent °tre ®tudiées avec un modèle 

approprié. A. thaliana est le modèle parfait en biologie végétale par sa facilité de croissance 

ainsi que par les connaissances sur son g®nome tr¯s nombreuse. ê cela sôajoutent une gamme 

de mutants et des ressources importantes à disposition. 

Le second objectif de cette maîtrise est de caract®riser lôefficacit® de la prot®ine AGO2 dôA. 

thaliana à cibler les viroïdes et de la comparer avec celles de N. benthamiana et de la tomate. 

En effet, des lignées transgéniques de tomate présentes au laboratoire vont permettre de regarder 

la capacité de ces trois protéines AGO2 de combattre une infection à PSTVd, puisque ce viroïde 

est ravageur chez les tomates. La sensibilité aux viroïdes établie pour ces lignées transgéniques, 

il est important de tester ®galement lôimpact de ces transg¯nes sur la plante, côest-à-dire de tester 

la capacité de la plante à faire des fruits, combien et leur taille.



CHAPITRE 2   

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

2.1. Matériel végétal et condition de croissance  

Pour ce projet, plusieurs plantes sont utilisées : A. thaliana, N. benthamiana et S. lycopersicum 

avec plusieurs écotypes, mutants ou lignées transgéniques pour chaque espèce. Les graines 

dôArabidopsis de tous les écotypes passent 3 jours ¨ 4ÁC pour simuler lôhiver, côest la 

vernalisation. Les graines poussent toutes dans le mélange Agromix de Fafard avec un cycle 

Jour/Nuit de 12h à 23°C. Pour Nicotiana et les tomates, le mélange BM6 de Berger sans 

vernalisation est préconisé ; le cycle Jour/Nuit est de 16h de jour pour 8h de nuit le tout à 21°C. 

Pour une obtention plus rapide des graines de tomates, un cycle avec un temps réduit, voire nul, 

de nuit peut être utilisé. 

La liste des différents écotypes dôA. thaliana utilisés peut être retrouvée sur le site TAIR 

(https://www.arabidopsis.org/index.jsp). Ils font partie deux collections différentes, la 

collection provenant du laboratoire de D. Weigel, MPI (Max Planck Institute) et la seconde du 

laboratoire Joy Bergelson, Martin Kreitman, Magnus Nordborg. La liste des écotypes montré 

dans les différentes figures est visible au tableau 1. 

Pour ce qui est des lignées transgéniques de tomates et de N. benthamiana, les graines étaient 

déjà présentes au laboratoire. Les graines de N. benthamiana CRISPR-AGO2 proviennent de 

Márta Ludman, József Burgyán et Károly Fátyol (Ludman et al., 2017). Les plantes de type 

sauvage (WT) de N. benthamiana étaient elles aussi déjà au laboratoire. Pour finir, les graines 

du cultivar de tomates Moneymaker ont été achetées chez West Coast Seeds. Toutes les 

expériences ont été répétées 3 fois avec 3 plantes ou plus par répétition. 

https://www.arabidopsis.org/index.jsp
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Tableau 1 : Liste des écotypes présentés dans les différentes figures : 

Tube 
Stock 

Number 
Name Abréviation 

Other 

Name 
Country  Collection 

10 CS22573 Eden-2 Eden-2 N22573 Sweden 
Joy Bergelson, 

Martin Kreitman, 

Magnus 

Nordbourg 

70 CS22633 Bayreuth Bay-0 N22633 Germany 

81 CS22644 Warschau Wa-1 N22644 Poland 

29 CS76422 
Krasnaja 

Zorka 
Krazo-2 ice 75 Russia 

D. Weigel lab, 

MPI 
43 CS76370 Petrovac Petro-1 ice 21 Serbia 

46 CS76426 Lebjashje Leb-3 ice 138 Russia 

9 CS76377 Stepnoje Stepn-2 (St-2) ice 60 Russia 

 

2.2. Inoculation des viroïdes et souches utilisées  

Le projet utilise 3 viroïdes différents : PSTVd (potato spindle tuber Viroid), HSVd (hop stunt 

viroid) et CLVd (columnea latent Viroid). Les souches ont pour num®ro dôaccession respective 

AY937179.1 potato spindle tuber viroid strain PSTVd_intermediate, AB055634.1, hop stunt 

viroid variant AD2 genomic RNA, et AY367350.1 columnea latent viroid isolate 89001013. 

Les viroïdes nous ont été fournis par le laboratoire du professeur Jean-Pierre Perreault de 

lôuniversit® de Sherbrooke, sous la forme de transcrits in vitro. 
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Figure 4 : Obtention de viroïdes mature à partir de dimères : Les viroïdes fournis sont issus 

dôune transcription in vitro donnant pour résultat un dimère pour le viroïde transcrit. Lors de 

lôinoculation de ce dim¯re dans une plante, un clivage de ce dernier va être effectué. À la suite 

du clivage, le viroïde va se circulariser obtenant alors sa forme mature. 

Pour lôinoculation, 3 voies peuvent °tre emprunt®es. La première, et la plus employée, est 

lôinoculation par frottement (Figure 5). Les viroïdes sont intégrés sous forme de dimères dans 

des plasmides de transcription in vitro (Marquez-Molins et al., 2019). Cette construction binaire 

sous le contr¹le dôun promoteur T7 permet dôobtenir une solution contenant de lôARN infectieux 

dimérique. Ces dimères de viroïdes après inoculation vont être clivés puis se circulariser, 

donnant ainsi un viroïde mature (Figure 4). Après l'application dôun compos® abrasif (Carbon 

powder) sur les feuilles ¨ infecter, au nombre de trois par plantes, on d®pose 1000 ng dôARN 

infectieux. La solution dôARN infectieux est composée des dimères obtenus de façon in vitro 

dilu®s avec de lôeau distill®e st®rile et un tampon phosphate 0,5 M pH 7,0 (concentration finale 

0,05 M). La seconde m®thode dôinoculation passe encore par un plasmide (pbin61) dans lequel 

est insérée la construction dim®rique du viroµde voulu afin de faire de lôagro-infiltration par 

Agrobacterium tumefaciens (Gómez et al., 2008a). Enfin, la troisième mani¯re dôinfecter les 
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différentes plantes utilisées est de récolter les viroïdes déjà matures dôune infection pr®c®dente. 

Ceci pouvant augmenter la variabilité génétique due aux erreurs de réplications qui augmentent 

la diversit® g®n®tique des viroµdes au cours dôune infection. Pour limiter cet effet, un gros stock 

de viroïdes mature est réalis® par extraction de la s¯ve dôun plant de tomate infect® par PSTVd. 

Une fois ce stock réalisé, la m®thode dôinfection est la m°me que pour lôARN infectieux. 

 

Figure 5 : Méthode d'infection des plantes pour les viroïdes et virus : Lôinoculation par 

frottement est réalisée avec une poudre de carbone qui par frottement sur la feuille va 

endommager les tissus de surface. Ceci va permettre aux viroïdes au préalable déposés de 

pénétrer dans la feuille. 
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2.3. Détection des viroïdes  

Une fois lôinfection en place, il faut v®rifier la pr®sence ou non de viroµdes dans la plante. En 

plus du contr¹le de lôaspect ph®notypique de lôinfection, il faut d®terminer la pr®sence de 

viroïdes matures dans lôorganisme. 

2.3.1. Extraction de lôARN et RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR)  

Pour lôextraction dôARN, deux options sont possibles. Dans le cas dôune extraction en vue dôune 

RT-PCR, une bonne qualit® et puret® de lôARN est n®cessaire. Pour ce faire, 100mg de tissu 

sont broy®s dans de lôazote liquide, puis lôARN est extrait en utilisant le kit ç RNA extraction 

kit è de Qiagen puis suivi dôun traitement pour ®liminer les RNases ç RNase-Free DNase » de 

Qiagen. Pour les deux kits, les recommandations des protocoles sont suivies sans modification. 

La qualit® et la puret® de lôARN sont v®rifi®es par lôutilisation dôun spectrophotomètre ; le degré 

de pureté ciblé est compris entre 1,7 et 2,2. Lôint®grit® de lôARN est v®rifi®e par une 

électrophorèse dans un gel dôagarose ¨ 1,5%. Une fois ces v®rifications effectu®es, lôADNc est 

synth®tis® ¨ partir de lôARN obtenu pr®c®demment avec lôutilisation du kit ç All -in-one RT 

MasterMix è dôabmÈ en suivant le protocole et en appliquant 1000ng dôARN par ®chantillon. 

Ce kit sôest montr® le plus efficace pour r®aliser des RT-PCR sur des viroïdes matures. Les 

différentes amorces utilisées sont disponibles dans le tableau 2. 
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Tableau 2 : Amorces PCR et qPCR utilisées. 

Amorces Séquences 5' -> 3' 

qPCR PSTVd F2 TCGTGGTTCCTGTGGTTCAC 

qPCR PSTVd R2 GGTGAAAACCCTGTTTCGGC 

qPCR PSTVd F3 CCCTTCCTTTCTTCGGGTGT 

qPCR PSTVd R3 GTTTCCACCGGGTAGTAGCC 

qPCR PSTVd F4 AACTCGTGGTTCCTGTGGTT 

qPCR PSTVd R4 GGTGAAAACCCTGTTTCGGC 

qPCR PSTVd F5 CTCGTGGTTCCTGTGGTTCA 

qPCR PSTVd R5 CGGGAATTACTCCTGTCGGC 

qPCR SL Ubi3 F1 GAAACCCTAGAAGCCGCAGT 

qPCR SL Ubi3 R1 CTGCTTTCCGGCGAAAATCA 

PSTV-231F GCC CCC TTT GCG CTG T 

PSTV-296R AAG CGG TTC TCG GGA GCT T 

PSTVd-For-BssSaI CTCGTGGTTCCTGTGGTTCACAC 

PSTVd-Rev-StyI CCAAGGGCTAAACACCCTCGC 

AtAGO2-HA-F1 GCCACCATGTACCCATACGA 

AtAGO2-HA-R1 CACGACCACGACCTTGTTCT 

AtAGO2-HA-R2 CCACGACCTTGACCACGATT 

NbAGO2-HA-F1 GCCACCATGTACCCATACGA 

NbAGO2-HA-R1 GCTATCACCTCCACCACCAC 

NbAGO2-HA-R2 GGCCTTGCTCCTGTTCGTAT 

SlAGO2-F1 GGGAATCGGCCTGTGAAGAA 

SlAGO2-R1 CTTCCCCGTCAGACCAGTTC 

SlAGO2-F2 TGTCAAGTCAATTGCGCTGC 

SlAGO2-R2 CTTCACAGGCCGATTCCCAT 

qPCR TomUbi3 F CACTCTCCATCTCGTGCTCC 

qPCR TomUbi3 R GCAACACAGCGAGCTTAACC 

 

2.3.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)  

Pour la d®tection des viroµdes par PCR, lôADNc correspondant va °tre utilis®. Chaque r®action 

de PCR contient du tampon ThermoPol 10X, de la TaqDNA Polymérase (New England 

Biolabs), 0,2 mM du mix de dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 0,6 ɛM de chaque amorce spécifique 

pour le viroïde voulu. Les réactions PCR sont réalisées en thermocycleur avec des paramètres 
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correspondant aux sp®cificit®s de la paire dôamorces pour permettre une amplification 

spécifique. Pour toutes les PCR portant sur les viroµdes, la temp®rature dôhybridation est de 

58°C. Le cycle complet est le suivant : dénaturation initiale 5min à 95°C, puis 35 cycles avec 

10s de d®naturation ¨ 95ÁC, 20s dôhybridation ¨ 58ÁC et 30s dô®longation ¨ 72ÁC, enfin une 

élongation finale de 3 min à 72°C. Le r®sultat de la PCR est observ® par ®lectrophor¯se dôun gel 

dôagarose 2%. 

2.3.3. PCR en temps réal (RT-qPCR)  

Les différentes expériences de RT-qPCR sont réalisées dans la machine CFX96 de BioRad®, 

permettant analyse de lôexpression relative. Chaque réaction contient un Mastermix SYBR 

Green de WISENT, 400 ɛM des deux amorces ainsi quôune dilution au 1/5 de 2 ɛg dôADNc. 

Les cycles dôamplification sont les suivants apr¯s optimisation : 2 min 95ÁC puis 40 cycles avec 

5 sec à 95°C et 30 sec à 60°C. Ces cycles sont suivis par lô®tape des courbes de fusion afin de 

vérifier la spécificité des amorces utilisées. Toutes les réactions de RT-qPCR sont réalisées en 

triplicatas biologiques et techniques. Pour normaliser les résultats, un gène de référence doit être 

déterminé. Pour les viroµdes, côest lôubiquitine UBI3 qui est retenue pour la tomate et la tubuline 

(TUA6) pour N. benthamina. Pour obtenir lôexpression relative des analyses la formule mise  en 

place par (Pfaffl, 2001) est utilisée. Les cycles seuils (Ct : Cycle threshold) de chaque 

®chantillon et chaque r®action sont tout dôabord convertis en expression relative (ER). Pour ce 

faire, on normalise les Ct pour chaque ®chantillon ce que lôon nomme Ct 1, on fait de m°me 

pour les Ct de la condition contrôle (Ct Ø). La différence de ces deux Ct nous donne : ȹCt1 = 

Ct1 - Ct Ø. Par la suite, une deuxième normalisation est effectuée pour les gènes de références 

(Ct ref) ainsi que la condition contrôle (Ct Øref). De même que précédemment la différence des 

deux donne : ȹCtref = Ct ref- Ct Øref. Pour d®terminer lôexpression relative, il faut ®galement 

prendre en compte lôefficacit® des amorces (EA). Ceci donne la formule suivante pour 

lôexpression relative : ER = EA1(ȹCt1) / EAref(ȹCtref). Une fois lôexpression relative obtenue, 

il reste lôanalyse statistique ¨ r®aliser. Cette derni¯re se fait par ANOVA ¨ comparaison multiple 

ou par un test T selon lôexp®rience r®alis®e. 
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2.3.4. Northern Blot    

Dans le cas des northern blot, lôextraction dôARN a été effectuée en suivant le protocole fourni 

avec le Qiazol (Qiagen®). La détection des viroïdes par northern blot permet dôobserver les 

deux formes des viroïdes : la forme circulaire qui est celle des viroïdes matures et la forme 

linaire qui peut être originaire des intermédiaires réplications ou issue de viroïde mature 

linéarisé au cours des manipulations. Pour la détection des viroïdes, des sondes correspondantes 

à chaque viroïde sont créées ; ces sondes ont la particularit® dôint®grer des nucl®otides modifi®s 

portant une Digoxigénine (DIG), permettant ainsi la détection avec un anticorps spécifique. Les 

Northern blot sont r®alis®s soit sur gel dôagarose 2%, soit sur gel de polyacrylamide 5%. Pour 

le gel dôagarose, on dissout 1.2 g dôagarose dans 110 mL de MOPS 1X une fois la solution 

chauffée on complémente le tout avec 10 mL formaldéhyde à 37%. On d®pose 15 ɛg dôARN 

avec du tampon de charge pour lôARN. On chauffe lôensemble ¨ 65ÁC pendant 10 min puis on 

laisse reposer 5 min sur glace. Le gel est migré pendant 2h à 70 V dans du tampon 1X MOPS. 

À la suite de la migration, le gel est rincé 2 fois dans du 20X SSC (Salin Sodium Citrate) pendant 

15 min puis 1 fois dans de lôeau distillée stérile pendant 10 min. Le transfert du gel vers la 

membrane se fait par capillarité avec pour solution du 20X SSC pendant tout la nuit. Le 

lendemain la membrane est fixée sous UV pendant 105 secondes et 15 000 J. Pour vérifier que 

le transfert a bien fonctionné, on peut colorer la membrane avec une solution de bleu de 

méthylène (0.02% w/v). La membrane est ensuite décolorée avec une solution 0,2X SSC et 1% 

SDS. La membrane est ensuite préhybridée dans 10 mL du tampon DIG Easy Hyb de Roche 

pendant 6h à 50°C. Peu de temps avant la fin des 6h, les sondes sont dénaturées 5 min à 95°C 

puis on ajoute 5 ¨ 10 ɛL au tampon. Lôhybridation continue ainsi tout la nuit ¨ 50ÁC. La suite 

du protocole est décrite en détail dans le protocole fourni par Roche (DIG Easy Hyb). 
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2.4. Détection des protéines AGO2 (SlAGO2, NbAGO2 et AtAGO2)  

2.4.1. Western Blot  

La première étape pour détecter les AGO2 par western Blot est dôextraire les prot®ines. Pour ce 

faire, on utilise un tampon dôextraction de prot®ines (4% SDS, 20% glyc®rol, 10% 2-

mercaptoéthanol, 0.004% bleu de bromophénol, 0,125 M Tris HCl). Après avoir broyé dans de 

lôazote liquide les tissus, on ajoute ¨ raison de 100mg de tissus pour 100-200 ɛL de tampon.  

Apr¯s r®cup®ration du surnageant et lôajout de tampon de charge, le tout est chauff® ¨ 95ÁC 

pendant 5 min puis centrifugés 5 minutes à 13000 g. Ces étapes sont nécessaires pour dénaturer 

les protéines et leur donner une charge négative. Le surnageant obtenu est chargé sur un gel 

SDS-PAGE pendant 1h, dôabord ¨ 90 V puis 110V au bout de 5 ¨ 10 min. ê lôissue de la 

migration, les protéines sont transférées sur une membrane PVDF (Bio-RAD, ON, 

Mississauga). Les protéines NbAGO2 et AtAGO2 des lignées transgéniques possèdent une 

étiquette HA (HA-Tag) permettant dôutiliser un anticorps anti-HA (dilution 1 : 3000) comme 

anticorps primaire et un anticorps secondaire dô©ne anti-IgG polyclonal de lapin HRP (dilution 

1 : 10 000). Pour vérifier un chargement égal en protéines des différents gels, on vérifie avec 

une coloration au rouge de Ponceau. 

2.4.2. Extraction dôARN, RT-PCR et RT-qPCR  

Il est également possible de vérifier la présence des transgènes par PCR ou même de quantifier 

leur présence lors des infections et en dehors des infections via la RT-qPCR. Dans les deux cas, 

lôextraction de lôARN va °tre la m°me que pour les viroµdes, donc avec le kit Qiagen. Par la 

suite, le m°me protocole pour obtenir lôADNc est utilis®. Seules les amorces pour PCR et pour 

qPCR vont °tre sp®cifiques au transg¯ne vis®. Lôubiquitine est utilis®e comme g¯ne de r®f®rence 

dans ce cas-là aussi. 
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2.4.3. Expression transitoire chez Nicotiana benthamiana  

N. benthamiana est utilis®e afin dôexprimer de façon transitoire les protéines SlAGO2, AtAGO2 

et NbAGO2, toutes trois Flag-Tag. Cette expression transitoire chez N. benthamiana CRISPR-

AGO2 permet dô®tudier la stabilit® et lôefficacit® des diff®rentes AGO2 vis-à-vis des viroïdes 

(PSTVd). Les vecteurs binaires transform®s dans la souche C58C1 dôA. tumefaciens, souche 

contenant un plasmide « helper » pSoup, le tout via électroporation (H. D. Jones et al., 2005). 

Pour donner suite à la transformation, une sélection des bactéries contenant le plasmide est 

réalisée sur milieu contenant un ou des antibiotiques. Ensuite, une culture en bouillon est 

réalisée, après centrifugation et resuspension dans du MgCl2 10 mM. Le tout est dilué à une 

densité optique de 0,2 et une longueur dôonde de 600 nm. Cette solution est finalement infiltrée 

¨ lôaide dôune seringue dans plusieurs feuilles des N. benthamiana.



CHAPITRE 3   

RÉSULTATS 

3.1. Criblage des ®cotypes dôArabidopsis thaliana  

Il est important de mettre en place un modèle pour étudier les viroïdes afin de mieux comprendre 

comment et quels acteurs permettent la r®plication des viroµdes. ê ce jour, tr¯s peu dôarticles ne 

traitent dôArabidopsis et des viroïdes. Il en existe un seul montrant quôArabidopsis nôest pas 

capable dô°tre infect® par les viroµdes, mais poss¯de la machinerie enzymatique pour leur 

réplication in vitro (Daròs & Flores, 2004). Dans cet article, seule la sensibilit® de lô®cotype 

Columbia (Col-0) a été testée. Or, dans le laboratoire de Peter Moffett, il a été montré par 

Chantal Brosseau que des ®cotypes dôA. thaliana montrent une variabilité de sensibilité vis-à-

vis de PVX (potato virus X) (Brosseau et al., 2020). En partant de cette observation, nous avons 

®mis lôhypoth¯se quôil pourrait en °tre de m°me avec les viroµdes et les ®cotypes dôA. thaliana. 

Pour ce faire, nous avions ¨ notre disposition deux collections dô®cotypes : une de 80 écotypes 

(D. Weigel lab, MPI) et lΩautre de 96 écotypes (Joy Bergelson, Martin Kreitman, Magnus 

Nordborg). Pour ce qui est de la sélection des viroïdes, notre choix sΩest arrêté sur les trois 

présentés en détails dans lΩintroduction, à savoir : PSTVd, HSVd et CLVd. Ces viroïdes sont 

obtenus par transcription in vitro sous forme dimères pour une raison : cΩest la meilleure 

méthode pour une infection répétable. En effet, du fait de leur nature (ARN simple brin), au 

cours des réplications, des erreurs vont survenir, erreurs qui ne sont pas réparés. Au fil du temps 

et des erreurs de réplications certaines séquences vont former des groupes de population qui 

sont considérés comme des quasi-espèces. Ces dernières peuvent donc se comporter 

différemment que le matériel génétique de base. Donc en repartant à chaque infection du 

matériel de base, on augmente la répétabilité. 
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Après avoir défini quels viroïdes nous voulions tester, nous avons décidé que puisque nous 

cherchions un écotype sensible, peu importe le viroïde lΩinfectant, nous allions dans un premier 

temps faire un criblage dΩŞcotypes en infectant chacun dΩentre eux avec un mélange des trois 

viroïdes. Lors de ce premier criblage, lΩobservation du phénotype des plantes infectées contre le 

phénotype des plantes contrôles est important, mais pas suffisant. Tous les écotypes infectés, 

en plus de lΩaspect phénotypique, sont soumis à un northern blot ou un dot blot afin de détecter 

la présence de viroïdes. 

 

 

Figure 6 : Phénotypes observés lors du premier criblage : Écotypes N°43 A- Plante témoin 

et B- Plante infectée. Écotypes N°46 (Leb-3) C- Plante témoin D- Plante infectée. Écotype 

N°29 E- Plante témoin F- Plante infectée. 
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Lors des premiers criblages sur la collection de 80 écotypes, certains phénotypes ont pu être 

remarqués. En effet, comme montré à la figure 6, les phénotypes infectieux des viroïdes, lorsque 

symptôme il y a, peuvent être très différents dΩun écotype à lΩautre. Par exemple nous pouvons 

observer un retard de croissance des plants contre une croissance normale pour les témoins 

(N°46 = Leb-3, figure 6 et 7) ; une infection conduisant à la mort des plantes infectées (N°29, 

figure 6) ; des plantes plus petites avec des feuilles malformées (N°10, Figure 8); lΩapparition 

de nécrose sur les feuilles des plantes infectées (N°70, Figure 9) ; une fleuraison plus précoce 

(N°81, Figure 10) ; ou encore une meilleure croissance du plant infecté par rapport au témoin 

(N°43, figure 6).  

 

 

 

 

Figure 7 : Photo de l'infection de Leb-3 avec PSTVd : Plantes infectées avec le mix des trois 

viroïdes (PSTVd, HSVd, CLVd) ou avec PSTVd seulement et plante contrôle. 

Il est possible de noter que pour lô®cotype NÁ46 ou Leb-3, lors dôune infection avec PSTVd, on 

note dôautres sympt¹mes. Les feuilles les plus anciennes de la plante ont tendance ¨ mourir plus 

t¹t que chez les plantes t®moins. Le retard de croissance diminue jusquô¨ dispara´tre au fur et ¨ 

mesure de lôinfection. 

       Leb-3 (3V)               Leb-3 (PSTVd)         Contrôle Négatif (Leb-3) 
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Figure 8 : Photo de l'écotype N°10 (collection de 96 lignées) : A, B, C et D : Plantes 

infectées avec PSTVd, HSVd et CLVd. E et F : Plantes témoins. 

Les symptômes décrits précédemment ont tous été observés plusieurs fois pour chaque écotype. 

En plus des écotypes présentés dans les figures de cette section, il est possible dΩobserver dans 

le Tableau 3 lΩintégralité des écotypes testés. En tout 146 écotypes différents ont été testés en 

triplicatas. Chaque réplica technique comportant au minimum 3 plantes pour chaque écotype. 

Parmi toutes les expériences dΩinfection réalisées, 7 écotypes ont montré des phénotypes lors 

de chaque réplica. Et la détection constante lors des réplicas nΩa été possible que chez deux 

écotypes.  

Il existe plusieurs hypothèses possibles pour expliquer lΩincapacité de détecter les viroïdes dans 

certains cas. La première est que la quantité de viroïdes présents dans les feuilles systémiques 

est trop faible pour être détectée; auquel cas un tel écotype ne nous intéresserait pas. En effet, 

un écotype où il nΩest pas possible de suivre le développement du viroïde dans toute la plante 

nΩest pas un bon candidat pour étudier le développement dΩune infection ou encore dΩobserver 

lΩimpact dΩune telle infection sur plusieurs protéines dΩintérêt. Donc un écotype comme celui-ci 

ne fait pas un bon modèle dΩŞtudes pour les viroïdes. La seconde est que le viroïde ou les viroïdes 
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arrivent à se répliquer dans les feuilles inoculées et que les symptômes observés sont issus des 

vsRNA qui se propageraient dans la plante alors que les viroïdes matures ne le peuvent pas. 

 

Figure 9 : Présence de points de nécroses chez l'écotype N°70 : A- Feuille dôune plante 

témoin. B- Feuille dôune plante infect®e avec PSTVd, HSVd et CLVd. Observation de nécrose 

sur les feuilles des plantes infectées. 

La présence de nombreux phénotypes infectieux différents suggère plusieurs choses : tout 

dΩabord, la possibilité quΩun symptôme soit attribué à un viroïde ou que la combinaison de deux 

ou trois viroïdes donne un autre symptôme. Bien que lΩon observe plusieurs phénotypes 

infectieux, et quΩA. thaliana possède tout ce quΩil faut pour répliquer les viroïdes localement en 

faible quantité, ces derniers sont incapables de se déplacer dans la plante (Daròs & Flores, 

2004). Ceci laisse donc suggérer que le bon candidat pour un écotype sensible serait un écotype 

chez qui le viroïde est capable de se multiplier en grande quantité ainsi que de se déplacer dans 

la plante. 
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Figure 10 : Phénotype infectieux de l'écotype N°81 : A : Contrôle négatif. B : Plante infectée 

par les 3 viroïdes (PSTVd, HSVd et CLVd). 

Enfin, en plus des écotypes montrant des phénotypes infectieux, il est bon de mentionner un 

®cotype dont il sera question plus tard dans ce document. En effet, lô®cotype Stepn-2 qui ne 

montre aucun signe ext®rieur dôinfection est cependant sensible aux viroµdes, leurs d®tections 

étant positives par northern Blot. 

Tableau 3 : Synthèse de l'expérience de criblage des écotypes d'A. thaliana :  

Numéro d'accession  Nom Abréviation Réplicas 
Symptômes 

visibles 

Détection des 

viroïdes 

CS76347 Ait Barka Aitba-2 3 Non Non 

CS76348 Toufliht Toufl-1 3 Non Non 


















































