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SOMMAIRE

Les viroides sont des pathogenes trés méconnus et découverts récemment en comparaison aux
bact ®ri es, champignons ou Vi r wnsirculaCeepossédant de s
une structure secondaire tres complexe et ne codant pour aucune protéine. Ills peuvent se
répliquer soit dans le noyau soit dans les chloroplastes des cellules dépendant de leur famille en
suivant un mécanisme de réplication en @nmdulant. Les viroides sont responsables de
maladies ayant des impacts économiques importants sur plusieurs cultures vivrieres telles que

|l a tomate, | a pomme de terre ou chez des cul

Cependant, la recherche du ou des mécanismes®mu | ai res rentrant en |j
avec un viroide se heurte a un manque de plante modele. Cet hote doit avoir un génome connu,
facile a étudier en laboratoire et ayant une variabilité généticpgevissde la susceptibilité face

a un pathogee. En effet, le meilleur candidat serAitabidopsis thaliandbi en que nday
jamais ®t ® d®crite comme pouvant permettre |

infection. Cependant , pl usi eur s ®tAutbkasa ont d
ne se comportaient pas tous de | a m°me fa-on
Nous avons donc ®mis | 6hypoth se que de m° me

sensibilité auxviroides peut exister che&. thaliana A cette fin, nous avons infecté de
nombreux écotypes avec trois viroides (PSTVd, HSVd et CLVd), puis cherché des symptémes
déinfection ou d®tect® | a pr®sence dmtifievi r opde

plusieurs ®cotypes doéoint®r°t dans | a recherc



expériences chez des lignées transgéniquisodéianabenthamianat Solanumycopersicum

ont mis en ®vidence | 6i mporAGOdIetmpuéttalergledee cod
|l a prot® ne RDR1. Cette ®tude montre donc | a
chezA. thalianaainsi que les premiéres pistes pour un ou des génes conférant une résistance ou

sensibilité aux viroides dépendammdne | 6 al | | e ou de | 6esp ce d:

Mots-clés: Vi r opd e, R®si stance v®g®tale, Lign®es t
Protéines Argonautes.

Vi
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1. Les viroides

1.1.1.Présentation générale sur les viroides

LO®t ude des viropdes est rendue i mportante p
fles pommes de terre 0% | 6dmrebddrune deafPrT%i
(Pfannenstiel, 1980; Singh et al.,, 1971) La pomme de terre nodest p
affectée par les viroides, il en va de méme pour la tomate, le haibtbqueles concombres

dans des proportions différentes. Plusieurs arbres fruitiers sont également touchés par les
viroides comme les pommierspar exemple culture importante au Cangdalus
particuli rement au Qu®bec. La vigne ®gal emeil
certains causant des maladies a la vigneneene ou pouvant étre transmis a des cultures tres
sensibles a tel ou tel viroide (exemple houblon ehop stunt viroid. Enfin, les viroides sont
€galement capables de causer des pertes économiques pour des plantes dites ornementales telles

gue chez le chrysantheme avec le CSahiysanthemum stunt virogid

Au travers de ces différents exemples retrouvd 6 i mport ance doé®tudi er
déentrer plus en détailans les caractéristiques de ces derniers, faisons une bréve description

des viroides. Pour commencer, il est bon de rappeler que les vinaligeparticulierement

PSTVd sont les premiérs petites mol ®cul es dd6ARN <circt
découvertes comme étant capables de se répliquer indépendasamgicbder pour la moindre
protéine(Diener, 1971; Ding, 200%Flores 2005) lls sont également trés résistants dans le

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

si unARN structuréest bel et bien un viroidé doit répondre a plusieurs critéeredémontrer

sa capaci ta@®e duplusredreptantas botes, la possibilité deo@et a induire des



symptémes ou non et son aptitude a se répliquer chez la ou les plantdf Ht8erio et al.,
2014a)

1.1.2.Présentation des familles de viroides et leaparticularité s

Une plante qui est susceptible aux viroides est un organisme dans lequel ce dernier est capable
de se r®pliquer, de sbéaccumul e (Dieret, 19870Fhf ect e
Serio et al., 2014bEnmettant de c6té les constructions artificielles de laboratoire, les viroides

sont connus a ce jour pour infecter seulement les angiosp@iaisi et al., 2003; F Di Serio

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

les Avsunviroidaeet lesPospiviroidae(DelanForino etal., 2011; R. Flores et al., 201%¢s

premiers ne pouvant infecter que les dicotylédones alors que les seconds peuvent infecter aussi
bien des dicotylédones que des monocotylédgHeslidi et al., 2003) Bien que pour les
monocotylédones, trés peu de viroides sont capables de les itfzatiti et al., 2003)

1.1.2.1. Les Avsunviroidae

Ce mémoire ne traitant que peu des viroides de la fad@&vsunviroidaeleur structure ne

sera abordée que rapidement. Cette famille tire son nom du premier viroide attribué a cette

f a mi lalo@do sunidlotch viroidFlores 2005) Les Avsunviroidaese définissent par

| 6absence de ce gque | 6 ovedRagop)eguidaractétise entteGttred Ce n t
la seconde famille. Le second point remarquable Alesinviroidaee s t |l a pr ®senc
ribozyme en téte de marteau (hammerhead ribozyme) autant dans la forme négative que positive

du génome ayant un réle dans lpligation 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 infecté@Bonfiglioli et al., 1994, Flores et al., 2009)



Comme dit précédement, la réplication des membres de la famille Agsunviroidaese
d®r oul e dans | es chloroplastes de | a plante
est une ARN polymérase chloroplastiqidores et al., 200%-lores 2005; F Di Serio et al.,
2014a) Pour ce qui est du cycle de réplication ennhéme, il est dit en cercle roulant
symétrique. Ce cycle se déroule en plusieurs étapeiqafel) . Tout dbéabord, | e
circulaire positive) va étre transcrit en ARN négatif multimérique par la CEP (Chloroplast
Encoded Polymerase). Ce brin négatif et multimérique va, de maniére autonome, se cliver en
monom re n®gatif par | 6action des HHR (Hamm
polarités du viroidgHammann & Steger, 2012Les monomeéres vont étre circularisés par
| 6i eneren dobéune | i gase deviroldanégalii>aamteeommePaei s

e

I m° me processus jusquodo” | 6obtention dobéun n

Le viroide peach latent mosaic viroid (PLMVd) est utilisé comme modéle pour étudier la
structure secondaire dassunviroidagBussiere et al., 2000; Dubé et al., 201dhez PLMVd

plusieurs motifs importantsnt été révélés. Les positionsofet particulierement £ ont été
identi fi ®es comme site doéoinitiatioph chegt | ke
position Wss (Delgado et al., 2005) La structure secondaire de ces viroides dépend de la
polarité du brin. Par exemple, PLMV¢g posséde 8 branches contre 14 pour PLMVd (+). Il en

va de méme pour les autres membresAdssinviroidagGiguere et al., 2014)
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Figure 1 : Cycle de réplication des Avsunviroidaeen cercle roulant syngtrique : CEP
(Chloroplast Encoded Polymerase), HHR (Hammerhead Ribozyme). (Figure issue de :
(Hammann & Steger, 2012)).

1.1.2.2. Les Pospiviroidae

La seconde famille de viroide tire son nonpdtato spindle tuber viroiPSTVd). Les viroides
appartenant a cette famille sépliquent au sein du noyau des cellules. lls possedent une
structure secondaire en forme de tigores et al., 200%¥lores 2005) Leur génome peut étre
décrit en 5 régions distinctesa région terminale de gauche, le domainealhogénicité, la
région centrale conservée (CCR), la région variable et la région terminale de droite. La région
CCR est trés importante pour définir les pospiviroidafe posséde deux segments conserves
de nucléotides dans le brin supérieur et intériees nucléotides situés dans la partie supérieur

de la CCR jouent un rdle important dans la réplication en cercle roulant asymétrique des
pospiviroidegGas et al., 2007; Gozmanovaaét 2003)



Contrairement auwAvsunviroidae la réplication desPospiviroidae suit un cercle roulant
cycle se d®roule dans | e noy
base © | 0ARN pol ym®r

asym®triqgue. Ce
du viropude va servir de
mul ti m®ri que d 6 A-Ré&ine na®spE tpouf trarceariie unl ARN positif

multimérique (cf 2). Ce brin va étre clivé par une nucléase puis circularisé par une ligase de
|l 6h1te. Ce <cycle &est dit en <cercle roul ant

Avsunviroidage i | noy @ pas Hé®passage viropude circu

viroide circulaire positif.

circular (+) RNA

Pol I O=Q=(O=0=0 host ligase

linear (+) RNA

5 OH S— 2'3' P

PSTVd

s

replication

cycle
host nucleases

multimeric linear (+) RNA

multimeric linear (-) RNA
A »
=

Pol 1l

Figure 2 : Cycle de réplication desPospiviroidaevia cercle roulant asymétrique Pol Il

(ARN polymérase Il ADN dépendant) (Hammanrsetger 2012).



Le modéle pour étudier la structure secondaireRtepiviroidaeest PSTVd. Les viroides de
cette famille sont souvent décrits comme ayant une forme en baton. On peut diviser cette

structure en 5 domaines distincts.

La partie terminale de gahe (TL) contient une séquence répétée imparfaite qui entraine une
forme de Y ou une forme de baton. Cependant, la forme en baton du domaine TL est
thermodynamiquement préférée (Dingley et al., 2003). PSTVd est transcrit par une ARN
polymére Il ADNdépendant e de | 6htte qui est redirig®e
point de départ dans le brin négatif a été identifié dans la boucle du domaine TL. Ce point de
d®part est soit U359, invitra(Kolonkdetdl. ®2006). ddune tr a

Le domane de pathogénicité (P) contient une zone riche en purines dans le brin supérieur qui
correspond a 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 a.,)198 Cd e s t ap
s®gquen-age de ce domaine que | don a appris

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

Le domaine central (C) des membres de la famillePdepiviroidaeest une région hautement
conservée. En plus des structures en batons entre les bases des brins supérieurs et inférieurs, il

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

Le domaine variable (V) est comme sonnbndi ndi que tr s variabl e.
montre | e moins de similarit® dbébune esp ce d
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

spécifiqguement avec des facteurs cellulaires pour obtenir un déplacgremimique chez la

6



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.Symptomes et transmission

Depuis la découverte des viroides, la question récurrente@siment les viroides induisent

ils des symptémes chez les plantes ? En effet, a bien des égards, les symptdmes causés par des
viroides sont identiques a ceux causés par des virus bien quaireomént a ces derniers, les

viroides ne codent pour aucune protéine. Plusieurs études sur HEWdigtexocortis viroid
(CEVd) ont montr® quobdils peuvent i nduire de
hormonaux, changemesresponsabked e | di@n pleplamaladi€DuranVila & Semancik,

1982; Yaguchi & Takahashi, 1985) Le r 'l e de | 6 ARNIi est tr s |
aux viropgdes, il est duttredeeiipes dassdaplagarteseon e di |
Di Serio et al., 2009; Itaya et al., 2001; Martinez de Alba et al., 2@0Rgffet, les viroides
peuvent °tre reconnus par | a plante comme ®t
et serontdégrads en vdsRNA (Viroid-derived sRNA) quien association avec les protéines
Argonautes (AGQ)vont former le RISC et cibler les viroides entrainant ainsi leur dégradation
(Axtell, 2013; Chiumenti et al., 2014; Hammann & Steger, 2012b; Mallory & Vaucheret,.2010)

D6 un aéitsemble aussi que lesA\gRNA puissent cibler des transcrits de la plardgae

des géneset empécher respectivement leur traduction et leur transeripgci entraéinant de

fait | dapparition de ®ynoaetal, B80d4h; Sphaadk etalf Z0E) de

La relation entre viroides et ARNi seabordée plus en détail par la suite.

PSTVd est le premier viroide a avoir été découvert en,1830 50 ans apres la premiére
description de | a mal adi e (Rend,i1971)Afindedimitdrr e dan
lespertes importantes dans la production de pommes dedeueit commencer rapidement a

mettre en place des tests afin digecterla présence de ce viroide. PSTVd est connu pour
infecter séverement plusieurs espéces végétales Sdiyabpersicum(Puchta et al., 199Gt

Solanumtuberosum(pomme de terre). Sur la pomme de tes@n effet est de défmer le



tubercule; il peut également réduire sa taille ou son nombre. Les plantes infectées seront plus
petites avec de plus petites feuilles parfois déforni@elkultz & Folsom, 1923)PSTVd est
capable doéinfecter naturell ement de nombr eux
certaines esp ces cal Persencamerieada De fagomexpélinteraalep

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

posséde un génome altade 356 a 364 nucléotides avec une conformation en batonnet et une

région centrale conservé®wens et al., 2012)

Il existe deux types de transmissipour les viroides la transmission horizontale ou le

pathogene estransmisd 6une pl ante ° une autang qudlans | a
transmission verticale 0% | 6agent i nfecti eux
Dans | es cas de smissionrhorigodtalesqui préddmiretEllel sarvientloes de

l utilisation de ma(Fl®esietall, 301]1xes darners poevant esten t a mi

longtemps contagix a cause de la résistance importante des viroides en milieu extérieur. Il

peut également y avoir transmission via les mains, les gants ou les vétements. Des études ont
présentd e cas peu fr®quent do (Haddietal.a2008)had&és i on p
montr® quden culturBPSTyYdrppowaquesdeptomagert
via les racinegMehle et al., 2014; Vachev et al., 201De méme que la transmission par les
racines, l a diffusion des viropde,maispeaite | es i

cependan{Diener, 1987)

On note également la possibilité de transmission verticale pour les viroides. Ce phénoméne est
bien étudié pour la transmission par les graines et/ou le pollen pour les viroides des deux familles
(Flores et al., 2011; Hadidi et al., 2003u importe le systéeme viroide/plante étudié, il en
résulte que la transmission aux graines varie en fonction du variant pour le viroide et du cultivar

pour la plantéFrancesco Di Serio et al., 2010)



12. I ntroduction © | 6ARNngl nterf ®rent (R

1.2.1. Introduction aux mécanismes de défense des plantes

Animaux, plantes, bactérie®us ces organismes doivent faire face a des attaques de pathogénes
aussi divers que variés. Chaque forme de vie a développé un ou plusieurs mécanismes de
défenselci, on abordera ceux adoptés par les plantes afin de se défendre destrieus, des
bactéries, deschampignonsgdesnématodes ou encodesviroides(J. D. G. Jones & Dangl,

2006)

Au cours de | 6®vol ution, l es plantes ont ad:¢
niveauxderéponses | 6i mmuni t ® d®cl ench®e par reconnai
au pathogéne (PathegAssociated Molecular Pattern (PAMP)iggered Immunity (PTI))
ainsiqudé i mmuni t ® d®cl ench®e par des ef f(Steed eur s
et al., 2015)

Tel quénoncé précédemment, les plantes ont deux mécanismes de défense prafiripdeix

faireface aux menaces extérieures. Qleacellule de la plante posséde a sa surface des protéines

qui appartiennent a la classe des récepteurs de reconnaissance de motifs (Pattern Recognition
Receptors (PRRs]). D. G. Jones & Dangl, 2006; Pieterse etal., 2009L. or squ daun pat
veut pénétrer une cellule de la plante, les PRRs vont reconnaitre des molécules exprimées a la
surface ou dans le pathogeéne ; ces molécules sont les PAMPs. La reconnaissance du PAMPs
par les PRRs va déclencher une cascade de réaction qui va mettréoenleasysteme
immunitaire. Si les plantes ont évolué pour reconnaitre les pathogénes afin de déclencher leur
systéme immunitaire, il va de soi que de leur d@&® pathogénes ont également évolué pour
contrer ce systeme. En effet, ces derniers vontwpiod e ce que | don nomme
ont pour but doéinhiber I a PTI. Leaucuuisa@ent es ¢
| 6 ®v o tHes genes de résistance (genesMRpndalakshmi et al., 1998; Cook et al., 2015;

Garner et al., 2016)Ces genes vont produire des protéines de résistance (R) en présence
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doeffecteurs et ainsi d®cl encher |l a r®ponse
r®ponse doéohypersensibilit® autour de | a zone
l a mort rapide des cellules pour emp°cher I
(Durrant & Dong, 2004)

1.2.2. ARN interférent (RNA silencing) et ses acteurs

1.2.2.1. I ntroduction de | 6ARN interf ®r ent

1 est maintenant temps dbéaborder un m®cani s
des acidesucléiques étrangers tels que les virus et les virpiaess aussi de réguler

| 6expr es s i onleotu positrasscriptionmde deogenesdd ARN i nt er f ®r ent
ou RNA silencing (RNAiYFang & Qi, 2016)Ce mécanisme est médié par de petits ARN (small

RNA sRNA). Ces derniers r®sultent -diranddda d®g
RNA dsRNA) par des DICER ou DICEKke proteins(M.-B. Wang et al., 2012 e clivage

des dsRNA par les DICER forme des duplex de sRNA de 21 a 24 nucléotides @Ruang

Ferrer & Voinnet, 2009) Ces sRNA vont ensuite étre pris en charge par des protéines
Argonautes (AGO). La combinaison SRNA/AGO va former un complexe nommé RISG (RNA
Induced Silencing ComplexXBologna & Voinnet, 2014)Le sRNA chargé dans le RISC va

servir de guide poucibler spécifiguement des séquences complémentaires pouneniea
d®gradation de | 6 ARN ci bl e, | dnerlaanpthyatosdeon de
| 6 ADN de cible homologue r®gul ant a@Borges pl us
& Martienssen, 2015)

1.2.2.2. Les protéines Dicer (DCL)

Comme brievement énoncée®cédemment, les protéines DCL sont responsables du clivage
de | 6ARNdb dbéorigine endog ne ou exog he pr®

DICER des champignons et des animaioxit comme les protéines DIGKke des plantes
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posseédent 6 donaines qui peuvent ne pas étre tous présents en fonctions des praetgines

DEXD, HélicaseC, DUF283, PAZ (Piwi/Argonaut/Zwille), RNase lll, et dowsizanded

RNA-bi ndi ng ( ds KB)DexDLsdnhr@rouvés aespectivement dans la partie C
terminale et Nterminale de la protéin@largis et al., 2006)DUF283 ou Domaine de Fonction

Inconnu 283 est lui situé dans la partigedminale du premier domaine RNase(Du et al.,

2008) En effet, il existe 2 domaines RNa$ke(RNase llla et RNase lllb) 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 RNsgntrégulées par une seule

protéine DICER qui va modeit leur développemeffBong & Rossi, 2017).a capacité de cette

unique protéine DICER a été explijmgd ans des ®tudes chez | 6Homm
capacité de la protéine a effectuer un réarrangement strudtay&dr et al., 2013)Brievement,

les domaines PAZ et dsRDBourrontétre réarranggen f oncti on du pr ®cur
rencontré. Enfinla distance entre le domaine PAZ et le domaine RNase Ill va déterminer la
longueur du petit ARN produit (SRNA).

Lor s gu epencliecsur les mantesn remarque que les DCL des plantes partagent une
grande homologie avec celle du régne animal, ceci laissant suggérer une similarité dans leur
propriétés biologiquegsFukudome & Fukuhara, 2017; Zhao et al.,, 201=) plus de cette
ressemblance, il est bon de erdue contrairement aux animaux et nématodes, les plantes ont
d®vel opp® plusieurs DCL, | e.ChezaAnthatiama lagante ant d
modele en biologie moléculaire végétale, il existe 4 DRIDCL 1, 2 ,3 et 4)Vitis viniferaen

possede également ¥Y\DCL 1, 2, 3 et 4)la tomate & lycospersicujnquantaelle en a 7

(SIDCL1, 2a, 2b, 2c, 2d, 3 and @ellaoui et al., 2003; Bologna & Voinnet, 2081T. Wang et

al., 2016; Zhao et al., 2013Bien que tres similaire, les différentes DCL ont des roles allant du
développement de la plante, a la défense contre des virus/viroides en padsgmtop@ction

des différerda SRNA de la plante donc pls largement en réponse aux str@3sLiu et al.,

2009) De pl us, | 6expressi on deAAsthaMa(Q. hiueetai.,e dour
2009)
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Tout comme leur cousine du regne animal, les DCL des plantes possedent plusieurs domaines.
Chezla protéineDCL1 d A. thaliang on note la présence des domaines susvdDEXD, RNA

hélicase, DUF283, PAZ, deux domaines RNase Il (RNase llla et RNase llIb) et deux domaine
dsRBD(Margis et al., 2006)De récentes études semblent montrer que le domaine DUF283 de
DLC1 est un domaine de | i aQirsetah 2010)lle draftdldnt n o u v e
des précurseurs des miRNA se fait via le domaine hélicase de DLC1, cette action est ATP
dépendan{C. Liu et al., 2012)Le domaine dsRBD des protéines DCL semble vakié u n e
prot®i ne “ | 6autre. -tdnnal deaDCL1Egalensept cetrouek chkz R B D
DCL3 et DCL4 mais pas chezDCL2st responsable de | a reconn

brin ainsi que de la localisation de DCL1 dans le noyau de la c@uidisso et al., 2012)

De fapn similaire au DICER humain qui génere des siRNA de longuweuir different en

fonctiond e | 6lhg@ Isé cormecte adomaine PAZet au domaine cataly
longueur de cette hélice qui détermine la longueur des siRE#\protéines DCLACLS3 et

DCL 4A thafanav ont <cl i ver | es mol ®cul es d6ARN doub
longueur 22, 24 et 21 nucléotidéBologna & Voinnet, 2014; Henderson et al., 2006

fonction de DCL4 est trés B@au PTGS (Post Transcriptional Gene Silencing) via 2 populations

de siRNA, les phasiRNA et les tasiRNAui seront expliquées ultérieurement, ce dernier
provenant de | a d®gradat i eDependéntARRNN Bdlymerases6) e d e
(Haag et al., 2012; Matzke & Mosher, 201@uanta elle, DCL3 influe aussi le PTGS et est

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

3 et 4 pour |l a production de si RNA ainsi gue
son maintien(Henderson et al., 2006) Ces troi s DCL peuvent t ou
cependant eur | ocalisation cellul aire ainigine que |
de differenced 6 a f (Bblognat&®oinnet, 2014)

Cequivientd °t re montr ® concerne dcepeidinABRN&DdddO peUY
®gal ement provenir de | 6ext ®rieur. Les DCL
déorigi ne \Minoiaétal/2014; Katgardet &l,€2016) ceci étantrucial dans le
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RNA-si |l encing antiviral. Lors doéune infection
(viral smaltinterfering RNA) de 21 nucléotides par DCL4 et 22nt par DCL2. Ces derniers seront
ensuite pris en charge pas des protéines Argoslautt AGO) qui peuvent ens
viral (Carbonell & Carrington, 2015; Pumplin & Voinnet, 201B)usieurs études ont démontré
guoen cnustiomdd@uDCE2 et,4a sensibilité aux virus était accr(®arciaRuiz et al.,

2010) Pour wune d®f ense eé,iastnécessaireeque sdi présergl 6 at t a
DCL 2 et 4 ainsi que les RDRL1 et 6, dont le rOle va étre détaillé par |{GaitgaRuiz et al.,

2010; Moissiard et al., 2007)

1.2.2.3. Les protéines Argonaute§AGO)

Les protéines de la famille des Argonautes sont des protéines ayant la capacité de se lier a de
petits ARN (sRNA) de toutes sortes. Lorsque
forme le complexe RISC (RN#duced Silencing ComplexXCarbonell & Carrington, 2015;
Vaucheret, 2008)c 6 e s t ce complexe ainsi assembl ® qui
traduction des génes chez la plante ou encoreieetrane modification de la chromatine
(Carbonell & Carrington, 2015; Schuck et al., 2018s AGO sont présentes chez les bactéries,

les Archées et les eucaryoteseci suggere une origine ancienne de ces genes. Le nombre de
gens codant pour des prot® nes AGO varie doéun
levure Schizosaccharomyces pomd@7 chez le nématodeaenorhabditis elegan@dock &

Meister, 2008) Chez | 6or gani sme mé.dhallare oregompteidiem| ogi e
protéines Argonautes nommeées de 1 a 10 (AGDAGQOG10) (Vaucheret, 2008)la tomate

guantaelle possede 15 versigde protéines AG@Xian et al., 2013)

Toutes les protéines AGO possedent les 4 domaines suivientbomaine Nerminal, le
domaine PAZ (PIWHARGONAUTE-ZWILLE), le domaine MID (Middle) et le domaine PIWI
(Meister, 2013) De taus ces domaines, le domainetéddminal est le plus incompris chez les
plantes(Fang & Qi, 2016)Le domaine PAZde son cbétéde maniere similaire auyprotéines

DCL, est responsable de la liaison ales SRNA simplebrinsgr ©ce ~© | a pr ®sence
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de liaison de repliement a oligonucléotide/oligosaccharide. Le domaingodilibsa partaune

boucle de nucléotide spécifique qui recdbna | e nuc | ®o t(Frasleet &8.,6201d)u s RN,
Cette spécificité va changer en fonction des AGO. En, effeizArabidopsisAGO1 interagit

de pr ®f ®rence avecAE@S AWRNIM dee csadagrszdRe c un
se |ie avec de gMiatal.R2E08; Mongemeryetral.,, BOOBAA. Takeda et al.,

2008) De soncété le domaine PIWaune f oncti on prochecedwe cell
permet aux protéines AGO de cliver leur ARN cible en fondiieha complémentarité de leur

SRNA guide. Cette capacité est conférée par le site catalytique subhsmBsp-Asp/His (soit

DDD ou DDH)(Fang & Qi, 2016)

Pour le bon fonctionnement duécanisme de ARNi (RNAiI ou RNA silencing), les sRNA

doivent étre triés et chargés dans des protéines AGO spécifigues. Comme expliqué
préecédemment a nature m°me du nucl ®otide situ® en
incorporé dans le complexe quavec la protéine AGQva former le RISC. Cependamians
certarscasce nucl ®oti de ndédest pas | e seul facteur
et AGO2 se |lient avec des sRNA avec | e m° me
une préférere de mésappariement dans la région centrale du sRNAtEotide). AGO1 va

pr ®f ®r er ou accepter unneveRganpduiatra le@reasdul cau dou rs

alignement parfait.

Les protéines AGO vont agir de facons différentdes peuventdire de la régulation post
transcriptionnelle en clivant les ARNm ou en les séquestatriinant ainsi une répression de

la traduction de ces dernigiidlontgomery et al., 2008).es AGO peuvent également agir au

niveau de la transcription en réalisant de la RdADM.nbmbreuses protéines AGO ont la
capacité de cliver les ARNm comme presipdus t&t cer t ai ns pl,canmegue do
AGO1(N Baumberger & Baulcombe, 20058GO4 (Y. Qi et al., 2006) AGO7 (Montgomery

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

la compartimentalisation intracellulaire du complexe AGO1/miRNA peut jouer un réldentre

clivage de | 6ARNM ci bl e no®&t hsyal ast®qaure sa e altd AN,
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r ®c emment débautres fonctions jou®es par | es
r®par ati on de (WeittaD RO2)plLes pro®ite® RGO jouent un rble clef dans

|l a protection contre | es virus via | 6ARNi
1.2.2.4. Les protéines RNAdependent RNA polynérase (RdR)
Un autre acteur I mp or t an:tes pdogimes BRdRfsdntzapabtes aes v o

synthétiserun ARN double brin a partir dd6 A R $imple brin. On trouve des RdR dans de
multiples organismes, tels que les virus, les plantes, les insectes, les mammiféres, les
champignongetc (Zong etal., 2009) Il existe chez les eucaryotgsois clades majeurs de RdR
RDRU, RDRb et,toRsh&pmossedéne pasles trasmgtoypes plantes et les
champignons poss dent desunidrénentchezlleschanmRiBnBrfs s o n

et les animaux. Enfil es RDRU sont retrouv®es chez | es
animaux et champignongyVassenegger & Krczal, 2006; Zong et al., 2009)Lor sque | 0
regarde du@ ®A. tthadiana 3 protéines RDR sont bien caractériséRPR1, RDR2 et RDR6

toutes faisanpartedic | ade RDRU. RDR2 participe °~ la pro

étre clivé par la protéine DCL3, ceci donnant comme résultat des petits ARN norrsiiéBlAc
(heterochromatic small interfering RNA). Ces derniers vont étre pris en charge Qdr #i@

de r®aliser de | a m®t hyl at i(Haag ethk 2012 Mdirtke SARN d
Mosher, 2014)

Les RDR vont avoi r ungerinfectibnlvieale ounppram virgden efféffor s d @
ell es vont °tre 7 | 6ori gi denowe plaar tpirro ddubcA R No n
viroidale clivé (VRNA ou vdRNA). Cet ARNdb va passer par les protéines DCL4 et;DICL2

en resulte des vsiRNgsecondary viral small interfering RNA) et donc une amplification du
RNA-silencing dirigé contre le virus/viroid@ddkar-Purushothama et al., 2019; GarBlaiz et

al., 2010; Gomez et al., 20084aes RDR 1, 2 et 6 ont déja été décrites dans la défense contre

une infection viraleDe plus RDR1 et 6 sont essentiels pour une défeéoisde(GarciaRuiz et

al., 2010; X. Qi et al., 2009aThezArabidopsistrois protéines RDR définisseridladeR D R:2
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RDR 3, RDR4 et RDR5. Aucune fonction ne leur aaitgbuée pour le momentCependantces
trois protéines montrent une expression variable dans plusieurs phases du développereent

stress de | a plante. Ceci | ai ssant (Zpngetaler quo ¢
2009)
1.2.25. Les autres composants du RNA silencing

Les plantes codent pour cing prot®i nes: se
DRB1/HYL1, DRB2, DRB3, DRB4 et DRB@Hiraguri et al., 2005)Ellesconiennent chacune

2 domaines de I-terminas(@sRBD doubléskardéed RNA Binding Domain).
Les protémes DRB interagissent avec les protéines DCL chez les plantes et sont éssentiel

pour | e passage dO6ARN double brin au sRNA.

avec DCL1 pour traiter les précurseurs de miRNA ainsi que sélectionner le SRNA gwide qui
étre chargé dans le complexe RI@@riharg 2005) Les DRB 2, 3 et 5 ont été morgrapalbes

de traiter des miRNA non conventionsaspécifiqus (Eamens et al., 2012PDRB4 va étre
requise pour une production correcte des teantmg SiRNA (tasiRNA)vraisemblablement en
interagissant avec DCLAdenot et al., 2006)de plus DRB4 est antagoniste de DRB2 dans

le traitemeh des hesiRNA dans le RARM. Ceci suggérant un rdle pour ces 2 protéines dans
cette voie métaboliqu@elissier et al., 2011Enfin, DRB3 interagit avec DCL3 et AGO4 dans

la défense antiviralvia la méthylation contre les Géminivir(Raja et al., 2014)

Apresl e clivage des ARNdb pour | es prosgurnes DC(
empécher leur dégradation. Cette modification va étre réalig#& une protéine

méthyltransférase lh EnhancerfHEN1) qui va ajouter un groupement méthyl | 6 e x t r ® mi
36 de chaque brin du mi RNA et dQH(Ldetgh,l2@% s i RN,

B. Yu, 2005) La protéine HEN1 posséde 5 domaines : un domaine méthyltransférase, 2
domains dsRBD, un LCD (Lamotif-containing domain) et un PLD (PPlagde domain)
(Huang et al., 2009 es deux dsRBD interagissent avec le sR¥N#&ont former un lien fort

sur la région du duplex. Le LCD va spécifiguement rectiredes groupemest 3 ©H
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per mettant ai nsi au domai ne m®tOméthyl. Haétés f ®r a s
montré avec l'aide d'expériensé vitro,quel a r econnai ssance de | a |
groupement méthglsont bnt séparément dans le duplex sRitAuang et al., 2009; Li et al.,

2005; B. Yu, 2005)La protéine HEN1 estimportantedans le RNA silencing contre les virus
étantdon® que | a nOBitedt netessaire pour pratéger les vsiRNA de la dégradation.

En effet, des mutants HEN1 moniteine hypersensibilité aux virggogler et al., 2007)

Enfin, le dernier acteur du RNA silenciogie I'on doifprésenter est le SGS (Supressor of Gene
Silencing). SGS2 et SGS3 sont les protéines les mieux caraeséldses ce groupMourrain

et al., 2000; Peragiret 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

| 6 A fFDNZhang & Trudeau, 2@&) et un domaine CC (Coilecbil domain) impliqué dans

| 6homodi m®r i s(Emayan et ald 2009k & Pidtéines SGS interagissent avec

RDR6 surtout SGS3nais également SGS@ 1 | es ai dent dans | a synth
(Borges& Martienssen, 2015; Peragine et al., 20@8 plus, lesSGSpegg e nt | 6IBRN si n
brin de | a d®gradati on ayv émayaneaal.,200®ducti on d

1.3. Introduction aux petits ARN (SRNA) dans le RNAsilencing

1.3.1La voie desmicro-ARN (miRNA) et fonction

La voie des miRNA débatavec la transcription des germatRNA par la polymérase;lil en

r®sul te | a fnirRMAA i aowme cd 65udn cpaii f-A. ®onteatremenha@lx U € U €
animaux, les pfimiRNA des plantes sont traités dans le noyawpa unique RNase Il de la

famille DICER-like : DCL1 (Kurihara & Watanabe,2004) DCL1 nbest pas | e s
en jeu dansdtraitement des préni RN A, l a prot®i ne de | i aison
Leaves 1) et la protéine doigt de Zinc Serrate assiBt€L1 dans ce process(dan et al.,

2004; Lobbes et al., 20Q@purant tout ce processus, le-priRNA passe par une étape pre

mMiRNA et finalement au duplex mature miR:miR. Ce dernier est modifié par la
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m®t hyl transf ® ase HEN1 qui prot ge | e mi RNA
d 6 e x 0 n (ang @& als 2006)Par la suitele mMIRNA mature est exporté du noyau vers le
cytoplasme de la cellule ou il va entrer en interactimav A GO1 spotéthésABQ at e

agir dans | e clivage, dans |l a r®pression de
de la cible(Addo-Quaye et al., 2UB; lwakawa & Tomari, 2015Peu de miRNAciblessont
conservéschez les difféerentes famiele plantes. De plus, laajoritédes interactions sembles

tres spécifiqug ceci laissant suggérer@w n gr an d génes MiRNA corthes sont

rel ati vement r ®c ent s . Qkiams sont domserydkblque chez leddes p |

bryophytes(Cuperus et al., 2011)

Les miRNA jouent des roles clefs dans presque tous les processus biologiques et métaboliques
des plates. On peut noter leur implication dans la transition entre plante juvénile et plante
adul te, dans |l a fl orai son(Jiahale 2011, \Wwaetd.,i2@08) de s
De plus, les miRNAondt 6i mportantes fonctions de r ®ponse
doi nt er a gathogeneplysieuss MiR&IA peuvent voir leur quantité augmentéar
exemple,chezA. thaliana | ors doune i nPsaomomasyringaa(Pst)l a b a
DC300avec une souche virule¢ t | 6autre non virulente, on n
de plusieurs miRNAW. Zhang et al., 2011)

1.3.2Les petits ARN interferent chez les plantes (SiRNA)

Tout comme les miRNA, les siRN&g une classe de sRNA quitonn role crucial chez les

plantes dans le développement et les réponses face au stress. Il existe plusieurs classes de siRNA
qui se différencient par leur biogendsei et al., 2013) Les hesiRNA sont des sRNA de 24

nucl ®oti des de | ong issus de | 6easourépétéedude DCL
génome. Pal 6acti on d eérase A R/NlesphsiRNAnaident au maintien de

l 6i nt ®grit® du g®n ADNARM dépendarAxtellR20IB)y | at i on de
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Les transacting siRNA (tasiRNA) sont une classe de siRNA secorslgiiesont géndss a

partir dess genesFASq u i pr odui swenrcddantManavelta AtRIN 2012)l existe 4

familles de TAS décrita ce jour che?. thalianaColumbia0. miR173 est capable de cibler

les familles TASl1a/b/c et TASRY oshikawa et al., 2005miR390 cible la famille TAS3a/b/c

(Axtell, 2013) alors quemiR828 est capable de déclencher la biogenese de tasiRNA TAS4
(Rajagopalan et al.,, 2006) Apr s | a transcription de | 6ARN
polymérase I, puis son clivage pamhiRNA chargédans AGOL1, la RDR&en collaboration

avec SGS3vad ®c |l encher | a synth se dO6ARN doubl e br
clivé par les miRNAYoshikawa, 2013)Cet ARNdb va étre traité par la combinaison de DCL4

et DRB4 (Doublestranded RNA Bindig protein), formant ainsi des duplex tasiRNA de 21
nucléotides de lonFukudome & Fukuhara, 201 a f ami |l |l e des TAS3 est
caractériséeparmi les tasiRNAen effet plusieurs études montrent leur implication lors des
r®ponses en pr ®s qae e eaévaoppamenti deseragheeld transition
juvénile/adulte(Marin et al., 201Q)Une étude de séquencage a démontré que les niveaux
doexpression de TralSalr ¢ acdad RMNA d@fgimeindrecer en ph
un réle pour ce tasiRNA dans les réponses au trsssh et al., 2009)

1 existe un dernier type de si RNA d®pendant
; ce sont les phasiRNA (phased smiaterfering RNA). Les phasiRNA ont une biogenese
similaire a celle des tasiRNA. Cependatg sont gé@rés a partir déoci codant pour des

protéines comprenant les PPR (Pentatricopeptide Repeat)RRBet la famille de facteurs de
transcription MYB qujdans différentes espéces de plamesticipent dans la régulation pest
transcriptionndé de ces gées(Howell et al., 2007; Xia et al., 2012)es plantes possédent un

nombre important de protéines NBRR, ces dernieresdéce nc hant | éTEghdred ( Ef f e «
Immunity). Les phasiRNA jou# un réle important dans la régulation des-NBR. ChezS
lycopersicum deux mi RNA, mi R482 et mi R21UBR; e | ier
en résulte la production de phasiRKBhivaprasad et al., 2012)e réle des phasiRNA devient

tresimportantc ar un d®f aut doéi nhi bit iLBRped esduiea anscr
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une accumulation trop importante des dernieres qui peuvent déclencher une aommunité

en absence de pathogéne et nuire a la croissance de lqpameal., 2013)

133La m®t hyl ation de | 6ADN ARN d®pendant ( RdCLC

La RdDM est un processus épigénétique qui est déclenché par-B8RKA et les ARN non

codantde longue taill§Axtell, 2013; Wierzbicki et al., 2008).a biogenese des +stRNA est

l i ® au bon fonctionnement de | a machine tran
brin parla Pol IV adocusc i bl e, wune mol ®cul e dO6ARN doubl e
qui est physiquement associée avePth IV (Haag et al., 2012)La protéine DCL3 clivex

| 6 ARN doubl e br-siRNA ee 24 duclgotidedesqueissonthpeotéés de la
dégradation via méthylation par HENdi & Chen, 2012)Les siRNA obtenus peuvent étre

chargé dans différentes préines AGO toutes appartenant au clatlé A GO 4 |, t el gu o/
AGOQO9 (Eun et al., 2011; Olmedulonfil et al., 2010)

La seconde ®tape de | a RAdDM passe paaodahta g ®n ¢
par |P®IXIRIN® ~ | 6 AR Naparb dey tra®poaonse des skquences répétées ou
r®p®t i tion dans | es promoteurs des g nes, |e
va rapidement entrer en interactions avec lesiRbA de 24nt chargédans les protéirse

AGO4 ou apparentédatzke & Mosher, 2014)La transcription de cet ARN non codant de
grande taille et | 6ass ocsofacilitéeppardeecomplexe PDRI V a
(Zhong et al., 2012) e complexe DDR est formé de trois acteurs principaux, le remodeleur de
chromatine DRD1 ( Defective in RNdirected DNA methylation), DMS3 (Defective in

Meristem Silencing 3) et RDM1 (RNAirected DNA Methylation 1jLaw et al., 201Q)La Pol

V recrute AGO4 via | O6interaction avec NRPE1
unité de la Pol V, avec KTF1/SPT5 (Kow Domd&ontaining Tanscription Factor 1) qui
contient un mot i f per met t (BiesiEtheledeh al.c 20@Otch e d e
complexe formé&é 6 AGO4/ si RNA se | ie sp®cifiguement
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recrute DRM2 (Domains Rearranged Methyltransferase 2) qui va catalyser la méthylation de
| 6 A [CNan et al., 2005)

En plus des roles dans la reproduction, le controle des tsarspos et doautre
métaboliques dans le cycle de vie des plantes, la RADM joue également un réle dans la défense

|l ors ddébune infection par un pathog ne. De no
la chromatine virale conduisant au TGS (Traimimnal Gene Silencing) est un systéme de
défense potentiel contre les virus & ADN tel que les Gémini{iRag et al., 2008, 2014En

effet, des preuves tendent & montrer que la RdDM agit contre les infections par des virus a ADN
Cependantles géminivirus sont capables de produire des suppresseurs qui imacaiK

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

inhibent les mécanismes de RdDBuchmann et al., 2009)

1.3.4Le mouvement des sRNA

Tr s t1t dans |dés@itpéridnees suules grefiesontsdrndniré la capacité du
signal de | GaAdprbpagen Vieele ghi@gme auk différentes parties de la plante
(Palauqui et al., 1997; Voinnet et al., 1998gci laisse penser que les mouvements de cellule

en cellules, ainsi que les mouvemtn systémiques peuvent avoir des rbles dans le
développement et la physiologie des plaiftésinnetet al., 2000)maiségalementaussi dans

la défense antirale (Carlsbecker et al., 2010pes expériences des greffes clezhaliana

exprimant un transgene 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
fluoreence dans les parties supérieures de la plante. Cette pedaecau mouvement des

SRNA produit dans les racines exprimant la Gflitpin (Molnar et al., 2010)Les siRNA de

24 nucléotidesdelosp euvent se transmettre au travers
capables de realiser de la RADM et du TGS de promakeuransgene dans les celtle
méristématigque (Melnyk et al., 2011) Ces donn®es appuient | 6 hy
plante est capable de propades SRNA comme des sigmap o u r | 6 ARNI . La ca
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SRNA a se mouvoir est cruocggdour obtenir une amplification de la répression contre les virus.

Cette amplification permet aux tissus niofectés de se préparer etloeiter la propagation des
virus dans | 6organi sme. L6i mportance de cett
par | 0exi sstVaal Supresstaof RNA &lencing) qui préviennent la diffusion du

signal de plusieurs maniereBe plus celaempécle| 6 i ni ti ati on deenl a r ®f
s®questrant | es sRNA, en

complexe RISGCsorba et al., 2015)

emp°chant | a for mat|

1.4. ARN interférent et virus

141L 6 ARNi dirig® contre | es virus

Les virus sont des parasites intracellulaires obligeat@tevont profiter de la machinerie de

| 6h*te pour se multiplier et se propager. L e
simples ou doubls brins, génome quiva étreproé&dje | 6 envi ronnement par
protéines, la capside. Les virus edent pour un petit nombre de genes nécessaiteur

réplication et leur mouvement. En agriculture, les pertes de productivité due aux maladies de
virus de plantes sont tres important&aderson et al., 2004; Boualem et al., 2016; Dangl et al.,

2013) L6ARNI est ce que | es plantes poss dent
infections viralegBaulcombe, 2004 De fazon similaire aux mécanismes endogenes, la défense

est d®cl ench®e par | a pr ®s ggonecesoitidésAnkeiédiaoes b | e |
de réplication, ds régions locak de complémentarité dans le génome viral ou encore par

| 6acti on de R@Dé6haire etal., 200NX. Qi etrala 2009b; Szittya et al., 2010)
L6OARN viral doubl e brins est cl i +RNA (rviear |l es
siRNA) qui vont étre méthykge n -O2 6vi a | 6i ntervention de HENI1
d®gradati on. L-BNAwva &re charde danswuse piginevVA&® pour assembler

le RISC. Ce dernier va étre guidé par leRBIA pour interférer avec le génomeal via la
complémentarité entre le guide et le géngfmemplin & Voinnet, 2013; RuiEerrer & Voinnet,

2009) Dans le cas des virus a ADN qui ne se répliguent pas via des internsatli@ir@ RN d b
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il est supposé que les MBNA sont formés a partir de transcriptiantisens par | 6act i vi
RDRoudesr uct ur e s e c on dAaeggereet al, 2012; BléviRa\et al., i2008 |

RdDM de la chromatine viralpourrait étre une défense contre les virus a ABMdja et al.,

2008; Ryjamaki et al., 2014)

1.4.2Viral Supressor of RNA silencing

Une preuve que | 6ARNI est un acteur majeur
capacit® des virus de contrecarr ersuppressors®pons
of RNA-silencing). Les VSR présentent une grande diversité dans leur séquence, leur structure

et leur activité parmi les différentes familles de virasci laisse penser a des origines
indépendante@ncarbone & Dunoyer, 2013Pu fait de leur diversité, les VSR peuvent agir de

di ff®  entes fa-ons pour pr®venir | 0ARNI . L a
duplex de sRNA (vsiRNA et miRNA) et ainsipegnirl es ®t apes s uliakabbsnit es d
et al.,2006; Silhavy et al., 2002) Déautres VSR vont inhiber | a
avec lessRNApr ®venant ai nsi | 6i ntervention des pr
(Hemmes et al., 2007; Kubota et al., 200B)existe une troisieme stratégie que les virus
poss dent pour ;ispeavent déstabiliseré&es protéines RGID@ic prévenir

la formation du RISC ou son inactivatigdicolas Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al.,

2007) Les VSR sont trés importang®ur les virus pour preuvetous les virus en possedent

méme si leur nature ou leur fonction diffékéalgré la présence de VSRS virus sont tout de

m° me ci bl ®s de fa-on plus ou moins efficace
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1.5. L'ARN interférent et son interaction avec les viroides

151l es viropdes capables de d®cl encher | 6 ARNiI

De fagon similaire aux virus, les viroides se répliquant provaglee déclenchement de la
machinerie de (tdydAdRa.|2001;ePapagithindon etals 2001:BMWang

et al., 2004) Pour se protéger des pathogénes, les plantes ont développé des stratégies de
défenses pour combattre les infections aux viroides. Il semble que les 4 protéines DCL sont
capabl es de c | i v(Padami ebal R0OL3;dNavarro etialr, 20000 leARN de s
viroides matures est directement ciblé par les DE4 qui va entimer leur dégradation
endonucléaire en vsiRNA (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 clives en w$iRNA apres incubatiom vitro avec des extractions contenant les

DCL (Itaya et al., 2007; Landry & Perreault, 2006pmme vu dans la partie sur la réplication

des viropupudes, i existe des ®tapes inter m®di
Ces fornes intermédiaires peuvent étre ciblées par les BCplus de la forme mature ayant

des zones partiellement ARNdBhez les plantes, les transcrits aberrants comme les ARN
ndayant pas de <coi ffe etslkeroARNdb@aria RER6aarial e p ol
cytoplasme et certainement dans le noyau §Gssizani et al., 2004; Luo & Chen, 200Iest

rai sonnabl e doslorelaqueltdes viloidels maiuces du lesreintermédiaires de
réplication vont étre reconesgomme les ARN aberrants désgirécédemment. Il a été montré
indirectemen gue RDRG6 est capable de transcrire | ¢
infection chez un mutant RDR6 d&¢ benthamianaFrancesco Di Serio et al., 2010) fut
observ® que RDR6 est associ ® avec un retard
du méristeme. En association avec la RDR6, RDR2 semble étre capable de copier les transcrits
négatifs oligomériques des viroides de la familleRlespivroidaes 6 a ¢ ¢ u ans len@yau d

des cellulegTabler & Tsagris, 2004)Pourla famille desAvsunviroidae ce nd e st pas
quobi l s o i tRDR (8chiebe¢l @t alp E098)l ésteirdéressant de noter que RDR1 a été

montré comme étant plus exprimé dans des plants de tomates infectés ave¢Rpieke! et
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al., 1998) Indifferemment de leur origine, les-aiRNA sont chargés dans les protéines AGO
(Minoia et al., 2014apour cibler les viroides matwget/ou leurs intermédiaires de réplication
(cissPTGS). En plus du GBTGS, les vesiRNA semblent également étre capalble cibler les

g nes de -PTGS)raing qubdfairadeda RdDMLestrois cas de figure sent

développés ultérieurement.

1.5.2Viroides et protéines Dicer

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

et son localiséesdans la périphérie du noyéBontes et al., 2013Pe pluson a également vu

qgue les viroides des 2 familles sont ciblés par les [K3artinez de Alba et al., 2002;
Papaefthimiou et al., 2001).es Pospiviroidae qui se répliquent dans le noyasont
certainement cibkpar les DCL lors de cette répdiion. De leur cotépourles membres de la

famille desAvsunviroidae | 6 hypot h se est quéils sont <cib
dans le cytoplasm@Gomez & Pallas, 2012Pe plus, il possiblgueles viroides soient ciblés

par les DCL dans le cytoplasme pendant leur mouvement de cellule en cellule et leur mouvement
longue distance. llaétéamt r ® que | GstRNAmodbsll @ r de sl dwdhe i nfe
couvre pas | 6int®gr;agleict ®reéenfo®Puremé ddd®ei gaopod
forme simple brin plutét que leur forme double brin sont ciblés par les(D&la et al., 2007)
Cependant,ilestbathe noter que m°me | orsque | 6ARNdDb ¢
doubl e brin, I ndéen r ®sul t de placsn gu ndeengdoPAIR NMd
présente des points chauds (Hotsg8asaki et al., 2014)Chez des tmates transgéniques
exprimant un transgene hairgR8TVd, les siRNA dérivés de tehairpin montrent des hotspot
débaccumul ation similaire 7 c($chwndedd 2@8)e®s | or
hotspot quant a euxieflétent des disparités duaux différences de traitement par les DCL,

une dfférence de chargement/stabilité dans les AGO ou une difficulté de clonage/séquencage
des SsSRNA nbéest pas claire. 1 est i mportant
les viroides matures ne sont pas plus longues que 14 paires de bagek-Bbjvang et al.,

2004) Un fragment de 14 pb dO6ARNddb est sous | ¢
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ont besoin au moi nsJAeued., 2002)CapéndaRtNddshaiRpla r f a i t
des 2 polarités ont été détextpar séquencage et Northern Blivaya et al., 2007; Machida et

al., 2007;Y.Wangetal.,2011) ce qui | ai sse sugg®rer que | e
sur | 6 ARNdDbe, PRewr dro@snnw®mes actuell es ne per me
clivent uniguement les viroides dans leur forme ARNdb ou ARNMSsIB plutdtun mélange des

deux. Les vesiRNA des viroides suivamtappartenant soit auf¥ospiviroidae ou aux
Avsunviroidaeont été détect par northernblot etou par séquencage des sRNRSTVd

(Dadami et al., 2013; Francesco Di Serio et al., 2010; Diermann et al., 2010; Itaya et al., 2001;
Machidaet al., 2007) ASVd (avocadosunblotch viroid)(Markarian et al., 2004hop stunt

viroid (HSVd) (Gémez et al., 2008b; Navarro et al., 2Q@Papevineyellow speckle viroid 1
(GYSVd1)(Navarro et al., 2009)es vdsiRNA ont été montgcomme étant phosphorylés a
leurdébute n 56 est Mm@uwhylf ® n (Martin 8t@l., 20@7)Les MASIRNA(+)

sont répartis en hotspots sur le génome du viroide, alors que powsieSNAL-), la répartition

se fait tout du long du génon(igaya et al., 2007; Y. Wang et al., 201ll)est bon de noter que
cette d®c o u-eétepasevélatice dutpoinpde uue biologjquaispeutétredue a

un biais du séquencage ou une différence de stabilité des différenisRINA. || ndest
pas certain que les \&lRNA soientdesl upl ex d6 ARNdb parfaits ou
asym®triques en | eur sein. Ce dernier point
pourrait °tre impliqu® dans | 6 ARNiI e(@hen ni ti a
et al., 2010; Cuperus et al., 2010; McHale et al., 2013)

Une ceimmunoprécipitation des protéindsG O Adth@liana exprimé de facon transitoire

chez N. benthamianainfecté par PSTVdréveéle que AGOl, AGO2 et AGO3 se lient
préférentiellement avec les-giRNA de 21 et 22 nucléotidegors que AGO4, AGO5 et AGO9

se lient plutot avec des \8IRNA de 24 n{Minoia etal.,2014b) Cependant, il noe
si le complexe v&iRNA/AGO est présent dans le cytoplasme et le noyau. Chez la tomate, les

vd-siRNA dérivés de PSTVd sont présents un@ment dans le cytoplasriigenti et al., 2004)
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1.5.3Ciblage des viroides par le PTGS (ciPTGS)

La structure secondaire si particuliere des viroides laisse suggérer que ces derniers peuvent
échapper ou somésistand au PTGSItaya et al., 2007; MB. Wang et al., 2004)| est certain

gue | ors doéune i nsfieRNA omr ondauiutrse | slcent liensc avpda b |
correspondant. Cependant, il existe plusexemples qui démontrent que le PTGS est capable

de cibler les viroides. Chez des plants de tomates transgéniques exprimant en grande quantité
une hairpinP STV d, | 6i nfection de ces m° BEWBWINDI ant s
et al., 2009) De méme chez des transgéniquesNddenthamianaexprimant un transgéne
hairpinPSTVd dans un stock de rmes, la partie supérieure de la greffe présente des
symptdmes atténgé 6 i n f (Kasdi et aln 2013)Une expression transitoire des protéines
AGO1, AGO2, AGO4 et AGOS5 par agroinfiltration chez des tissus infectés avec PSTN/d de
benthamianantraine undiminution desniveaud 6 ARN de viropdes. Ceci

les viroides ou leurs précurseurs sont ciblés par les siiRN#ia et al., 2014b)

Enfin, une étude de enfection de citronnier par le CDVdifrus dwarfing viroid) et le CTV

(citrustr i steza virus) montre que | a quantit® de
du virus inhiCeantl|l bdoARHNt penser queemdntes Vvir
au cisPTGS(Serra et al., 2014Apparemment, les vdiRNA sont incapabkde déclencher le

PTGS au niveau du noy#Athanasios Dalakourast al., 2015) | | est donc possi
gue | es Vvir opd e sciblésaumdquement gaasbld @teplaging Yuamdels se

déplacent du noyauwrpspiviroidaé et des chloroplastesysunviroidag aux cellules voisines.

1.5.4Viroides et transPTGS

Les vdsiRNA sont possiblement capabte ci bl er de s,réalisamtdsfaitdut s de
transP T GS. Ainsi, |l es sympt?! mes i saetubesé& dub une i
| 6i nhi bition de | 6e@HammamsKiSteger, 2082b; apaekthsniodes | 6 h

al., 2001; M=B. Wang et al., 2004ette affirmation est soutenue par de multiples observations.
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Chez des tomates expri mant u-totalitédeda ségoence ded 6 ARN
PSTVd, on note | 6apparition doéun ph®rfM-type s
B. Wang et al.,, 2004)Encore chez des tomates infestt avec P ST\atbn del 6 accu
plusieurs mMiRNA endogenes est supprimée, donc lesRMA induisent une diminution du

MIiRNA correspondantDiermann et al., 2010Deux génes de la tomaiepliqués dans la

bi osynth se de | a gi bb ®osseddntidessitesede liaidons pbubdes i d e
vd-siRNAdand eur ORF et sont r®pri m®s dans (Y.es pre
Wangetal.,2011) Lors doune i nf ect fomatoplashtematho vireid),es par
un ARNM de | 6hltte a ®t® pr ®di sSiRNVA(Avisa-Paddld i d ® ¢
etal., 2015)

Comme évoqué préceédemment, lessiRINA ne sont pas nécessairement des duplex parfaits

mais peuvent contenir des boucles asymétriques. De tels siRNA sont suggérés comme étant
capablede <changer AGO1l en une sdeubc©ARbBNIi per mes
recrutant RDR@Manavella et al., 2012Ce recrutement de la RDR6 va eimtea la production
desiRNAsecondaisgy ui peuvent avoir | e potentiel de ci
homologie avec le génome du viroidan a donc un eéft horscible. Il est intéressant de savoir

gue cheaN. benthamianales symptémes indgipar HSV sont dépendaxd e | 6acti vi t ®
RDR6(Gbmez etal.,,2008a) é | 6i nv er Nebenthanvangles sympsdomes lissug
doune infection ~ PlaRDR8(Francesco DiiSaridedal. 28l)esnt s de
bonde noter que | 6acti vat i ArabidapbsEsest agcarbignéepas nt r e
la production de vasiRNAS (vireactivated siRNA) de 21 nt par la RDR1. Ces vasiRNA sont

transei t s ° partir des qitlmdsnhdéiltdint ed e€Caoodnda leau

etal.,,2014) Pour | e moment, un t el m®cani sme noes:

1.5.5Viroides et RADM (RNA-directed DNA methylation)

En plus de | 6act mwesteilaodamilleddospivir@daeont la eapacité de
déclencher la RADM de séquences homolo@gessenegger, 2000; Wassenegger et al., 1994)
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LOADN des chloroplastes ndéest pas m®t hyl ®, n
non les membres de la famille déssunviroidaepeuvent déclencher la RdDM sur des
s®quences dOADN nucl ®aires apparent ®es. La R
chez des plants de tabacs infectés avec PSTVd contenant des copies multimériques de PSTVd
intégrées dans leur génorf\assenegger et al., 1994)n RADM induite par les viroides est

haut ement d®pendante de |lvidolde ehlalségeence cibellet r e | a
requertune ci bl e d 6 ade80pdThierry PékssemiiWassenagher, 20Q0hais

peutétre inhibép ar cert ai nes (Ath@gsioe Datalogras eét@alA PON0)en

résulte une dense méthylation des cytosines dans les contextes sut@ntSHG GHH (T

Pélissier et al., 1999%eukla méthylation CG est maintemdans une descendance mufiectée

issue de parents infectés avec un virgAtbanasios Dalakouras et al., 2012)

L6i mportance biologique de | a RdDM |l ors doun
le concombre une infection par HSVd induit un changement dans la dynamique de la

m®t hyl ati on de | 6 ADN (Marinezget ah, 2&l4cdcoimdigudnt gue b 0 s 0o m
| 6®pi g®nNn®t i que peut avoir un i mpaafacondent | 6i n
|l es viropudes i ndui s ele modéleaactieldd® RODM éuggere qup des c | ¢
SiRNA de 24nt guidet la machinerie de la RdDM a leur cib{®latzke & Mosher, 2014)
Cependant, il semble probable que les siRNA ne soient pas les guidesddiladRdDM mais

guo6i | splutét ompligugs dans une étape intermédidibeDalakouras et al., 2013Pe

nouvelles études sont nécessaires pour découvrir si une infection de viroide estesa@fiée

avec la méthylationdenovédde ndog nes qui sont i mpliqu®s da
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1.6. Objectifs

Les viroides ont une capacité a infecter un nombre restreint de plangesil ¥es genes
conférant la résistance aux viroides ou une sensibilité qui existe ? En biologie végétale, le
modeéle de plante eétthaliana Or,acejourc et t e der ni rpeuréirédirdesté pas

par aucun viroide.

Des études précédentesda | e | aboratoire ont mis ~ jour ¢
espece vont présenter des sensibilités différentes pour un méme virus. Il en ressort que les alléles
AGO2 des écotypes GOl et C24 vont étre respectivement plus résistanplus sesiblesa

PVX. En sachant ceci, le premier objectif que nous nous soffiméeg st doi dent i fi er
un ®cotypAthalianasu X | wi rddpudes. Les 2 collection:
étre cribBesune premiére fois avec umélangale trois viroides (PSTVd, HSVd et CLVd). Par
lasutedes i nfections individuelles vont per mett

alacapacit® doéinfecter | 6®cotype.
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Figure 3 : Hypotheses pour l'origine des symtdomes causés par les viroides

Par la suitsse trouveni es cr oi sements successifs avec | 0G¢
disponibles, CaD (Columbia)etceaf i n de di minuer | a part du g
au fur et & mesure des génératibmst en gardant la sensibilité aux viroides. Une fois le

pourcentage dé®cotype sensible suffisant f ai
la sensibilité aux viroidese ci rendant di sponible un mod | e ¢

modéle en biologie moléculaire végétale.

Une fois le modéle en place,devientpossi bl e do®t udi er pl us f at
déombres chez |l es viropudes. Par mi ces derni
pas tous connus, tout comme les moyens utilisés pour leur déplacement de cellule en cellule et

leur mouvemst via le phloéme. Comment interagissent s avec | 6 ARNiI e st
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méconnycommenidans certainscas 6 ARNiIi va °tre capable,de ci6k
¢ dans dobéautres, |l es viropudes vont egwiaal | er
ce dernierAvec un modeéle en place, il deviesissip o s si bl e dobéobserver | e
doune infection avec un vVvi r oW drRgured)Eoncemdnt e t |, i
| 6i nduction de sympt!mes par umesavecuomodek, hyp
approprié A. thalianaest le modele parfait en biologie végétale par sa facilité de croissance

ai nsi gue par | es connai ssances sturegasnm@ g®no

de mutants et des ressources importantes a disposition.

Le second objectif deete maitrisee st de <caract ®riser | défAfi cac
thalianaa cibler lesviroideset de la comparer avec cellesNebenthamianat 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 a RfsiiSddiece viroide

estravageur chez les tomates. La sensibéii# viroides établie pour ces lignées transgéniques,

il est i mportant de tester ®g a,lcocerdseiretetdstéri mp a c |

la capacité de la plante a faire des fruits, combtdaurtaille.
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CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES

2.1. Matériel végétal et condition de croissance

Pour ce projet, plusieurs plantes sont utilisé®ghaliana N. benthamianat S. lycopersicum

avec plusieurs écotypes, mutants ou lignées transgéniques pour chaque Lespécaines

dé Ar ab ida toys des €cotypegas sent 3 jours 7 4AC pour
vernalisationLes grainegpoussat toutes dans le mélange Agromix de Fafard avec un cycle
Jour/Nuit de 12h a 23°C. Polvicotiana et les tomates, le mélange BM6 de Berger sans
verralisation espréconisé le cycle Jour/Nuit est de 16h de jour pour 8h de nuit le tout a 21°C.
Pour une obtention plus rapide des graines de tomates, un cycle avec un temp®iréduit,

de nuit peut étre utilisé.

La liste des différents écotypekA. thaliana utilisés peut étre retrougésur le site TAIR
(https://www.arabidopsis.org/index.jsplls font partie deux collections différentes, la
collection provenant du laboratoire de\Weigel, MPI(Max Planck Institutegt la seconde du
laboratoire Joy Bergelson, Martin Kreitman, Magnus Nordbbagliste des écotypes montré

dans les différentes figures est visible au tableau 1.

Pour ce qui est des lignées transgéniques de tomatedNebdethamianales graines étaient
déja présentes au laboratoire. Les graineN.deenthamianaCRISPRAGO?2 proviennent de
Méarta Ludman, Jézsef Burgyan et Karoly Fatglaldman et al., 2017} es plantesie type
sauvage (WT) dé&l. benthamianataient elles aussi déja au laboratoire. Pour, fiedr graines
du cultivar de tomates Monmaker ont été achets chez West Coast SeedBoutes les

expériencesnt etérépétees 3 fois avec 3 plantes ou plus par répétition.


https://www.arabidopsis.org/index.jsp

Tableaul: Liste des écotypes présentés dans les différentes figures

Stock o Other .
Tube Name | Abréviation Country Collection
Number Name
10 CS22573| Eden2 Eden-2 N22573| Sweden
Joy Bergelson,
70 CS22633| Bayreuth Bay-0 N22633| Germany ) _
Martin Kreitman,
81 | CS22644 Warschaul Wa-1 | N22644| Poland Magnus
Nordbourg
Krasnaja _ _
29 CS76422 Krazo-2 ice 75 Russia
Zorka
43 CS76370| Petrovac Petro-1 ice 21 Serbia D. Weigel lab,
MPI
46 CS76426| Lebjashje Leb-3 ice 138 | Russia
9 CS76377| Stepnoje | Stepn2 (St2) | ice 60 | Russia
2.2. Inoculation des viroides et souches utilisées

Le projet utilise 3 viroides différentPSTVd potatospindle tuber Viroid), HSVd kop stunt
dovaccessi

viroid) et CLVd olumnedatent Viroid) Les souchesntp o u r
AY937179.1potato spindle tuber viroid strain PSTVd_intermediate, ABO5563%f sunt
viroid variant AD2 genomic RNAet AY367350.1columnea latent viroid isolate 89001013.

num®r o

Les viroides nous ont été fournis par le laboratoire du professewPiasm Perreault de

Ouniversit® de

Sher br iowatioe ,

sous | a

f or me
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PSTVd P5TVd

Dimeére

Clivage

pPsTvd pPs1Tvd

Circularisation
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Figure 4 : Obtention de viroides mature a partir de dimeres Les viroides fournis sont issus
déune tr iaawnitsodonnapttpouorésultat un dimére pour le viroide transcrit. Lors de
| i nocul ati on de c e livgene ce dgernidravanéire effectaé. bla suitet e |

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

Pour I édinoculati on, 3es. hamiemisre epla pilus employ@ st r e e m
| 6i nocul at i offfigurp5. Les Yiroides somt mtégnéeus forme de diméretans

des plasmides de transcriptiorvitro (MarquezMolins et al., 2019)Cette construction binaire

sous |l e contr*le déun promoteur T7 permet doéc
dimérique.Ces dimeres de viroides apres inoculatiemtvétre clivé puis se circulariser

donnant ainsi un viroide matugeigure4). Apréslappl i cati on déun compos
powder) sur | es feuilles ©° infecter, au nomb
infectieux.La s ol uti on d 6 A Robséea dasfdenerésioletanxs desfdgovitrac o m
dilu®s avec de | 6eau distill ®e st®rile et un
0,05M))La seconde m®t hode doéinocul ati on passe el
estinséréla construc i on di m®r i que du vi r o pidfigrationgar!l u af i

AgrobacteriumtumefacienfGoémez et al., 2008aknfin, la troisiememani r e doéi nf ec
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différentes plantes utilisées est de récolter les viroides d&gmr es dodéune i nfecti
Ceci pouvant augmenter la variabilité génétique due aux erreurs de réplications qui augmentent

|l a diversit® g®n®t i cufectiod.dsur limiter cet gftten grosasstock c o ur s
de viroides matureesttéa s ® par extraction de | a s ve dobu

Unefois ce stockréalisé a m®t hode doéi nfection est Il a m° me

@ .

Caraborundum powder
B ——— +

 — v e
AR AR A

B i A -
e

> O B & ® 8

[— e

PSTVd (Potato Spindle Tuber Viroid)

Figure 5 : Méthode d'infection des plantes pour les viroides etirus: L 61 nocul ati on
frottement est réalisée avec une poudre de carbone qui par frottement sur la feuille va
endommager les tissus de surface. Ceci va permettre aux viroides au préalable déposés de
pénétrer dans la feuille.
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2.3. Deétection des viroides

Unef oi s | 6infection en place, il faut vo®rifie
plus du contr'le de | daspect ph®notypique d
viroidesmatured ans | 6or gani s me.

231Extracti on d-RCRI(RewrBeNTrasstriptdddPCR)

Pour | 6ext rdeugdptioosisonthlsgiiRBa ns | e cas doOoune extra
RT-PCR, une bonne qualit® et pur el0@ngdetissud ARN
sont broy®s dans de | 6azote | i quRNAextractiprui s | 0
kté de Qi agen puis sui vi d 6 u n RNaselareetDHassedet pour

Qiagen. Pour les deux kits, les recommandationpiscoles sont suivies sans modification.
La qualit® et | a puret® de bpéckdpivtomeatraetdegré ®r i f i «

de pureté ciblé est compris entre 1,7 et 220 i nt ®gr it ® de | GnBRN e s
électrophorése dansunlge d 6agarose ~° 1, 5 %. Unel 6ADBlccest v
synth®tis® ° partir de | 6ARN obtAl#nwoneRT ®c ®d et
MasterMixé ddédabmE en suivant | e protocole et en

Cekisdbest montr® | e plus -PGRfsurdeswieidgs maturéees ®al i s
différentes amorces utilisées sont disporsblens le tableau 2.
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Tableau 2 : Amorces PCR et qPCR utilisées

Amorces Séquences 5> 3'

gPCR PSTVd F2 TCGTGGTTCCTGTGGTTCAC
gPCR PSTVd R2 GGTGAAAACCCTGTTTCGGC
gPCR PSTVd F3 CCCTTCCTTTCTTCGGGTGT
gPCR PSTVd R3 GTTTCCACCGGGTAGTAGCC
gPCR PSTVd F4 AACTCGTGGTTCCTGTGGTT
gPCR PSTVd R4 GGTGAAAACCCTGTTTCGGC
gPCR PSTVd F5 CTCGTGGTTCCTGTGGTTCA
gPCR PSTVd R5 CGGGAATTACTCCTGTCGGC
gPCR SL Ubi3 F1 GAAACCCTAGAAGCCGCAGT
gPCR SL Ubi3 R1 CTGCTTTCCGGCGAAAATCA

PSTV-231F GCCCCCTTTGCGCTGT
PSTV-296R AAG CGG TTCTCG GGAGCT T
PSTVdFor-BssSal CTCGTGGTTCCTGTGGTTCACAC
PSTVdRewStyl CCAAGGGCTAAACACCCTCGC
AtAGO2-HA-F1 GCCACCATGTACCCATACGA
AtAGO2-HA-R1 CACGACCACGACCTTGTTCT
AtAGO2-HA-R2 CCACGACCTTGACCACGATT
NbAGO2HA-F1 GCCACCATGTACCCATACGA
NbAGO2-HA-R1 GCTATCACCTCCACCACCAC
NbAGO2-HA-R2 GGCCTTGCTCCTGTTCGTAT
SIAGO2F1 GGGAATCGGCCTGTGAAGAA
SIAGO2R1 CTTCCCCGTCAGACCAGTTC
SIAGO2-F2 TGTCAAGTCAATTGCGCTGC
SIAGO2R2 CTTCACAGGCCGATTCCCAT
gPCR TomUbi3 F CACTCTCCATCTCGTGCTCC
gPCR TomUbi3 R GCAACACAGCGAGCTTAACC

2.3.2PCR (Polymerase Chain Reaction)

Pour |l a d®t ection des

viropdes par PCR, | 6AD
de PCR contient du tampon ThermoPol 10X, de la TagDNA Polymérase (New England
Bi ol abs), 0, 2 d & dedccihadue amorte speciimie d e |

pour le viroide voulu. Les réactions PCR sargliséesn thermocycleur avec des parametres

mM du mi x
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correspondant aux sp®ci ficit®s de l a paire
spécifique.Pour toutes les PCR portant surles r opde s, la temp®ratur e
58°C. Le cycle complet est le suivardénaturation initiale 5min a 95°C, puis 35 cycles avec

10s de d®naturation °~ 95AC, 20s dohybridatic
élongation finalede®ina72°CLe r ®sul tat de | a PCR est obsert

ddagarose 2%.

2.3.3PCR en temps réal (RTqPCR)

Les différentes expériences de-BPCR sont réaligsdans la machine CFX96 de BioRad®,

per mettant anal yse de réadienxcontieatsus Mastermix 8YBRt i v e .
Green de WI SENT, 400 &M des deux amorces ain
Les cycles déamplification sont | es suivants
5seca95°Cet30sea60°C.Cesccl es sont suivis par | 6®t ape
vérifier la spécificité des amorces utilisées. Toutes les réactions-a€8R sont réalisées en

triplicatas biologiquset techniqus. Pour normaliser les résultats, un géne de référence doit étr
détermie. Pour | es vi r oyBiBeguws est ratedupairtla tdmate di la tghwling i n e
(TUAGB) pourN. benthamina Pour obtenir | 6expressioen rel at
place par(Pfaffl, 2001) est utilisée. Les cycles seuils (Ct Cycle threshold) de chaque
®chantill on et chaque r®action sont tout doa
faire, on normalise | es Ct pour chaque ®char
pour les Ct de laondition contrdle (Ct @). La différence de ces deux Ct nous donnegp€t 1

Ctl- Ct @. Par la suite, une deuxieme normalisation est effectuée pour les genes de références

(Ct ref) ainsi que la condition contréle (Ct @ref). De méme que précédemmefdiardié des

deux donne Ct r e-fCt@GefE€ounmr ed ®t er mi ner | 6expression
prendre en compte | 6efficacit® des amorces
| 6expressi &R r=elEaAtli(wpCt 1) /s HAoreexfp(rgeGtsrieofn) .r el ne
i reste | 6analyse statistique ° r®aliser. Ct
ou par un test T selon | 6exp®rience r®alis®e
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2.3.4Northern Blot

Danslecasdaort her n bl ot , alktéafactude@rcsuivaoipmtocole o

avec le Qiazol (Qiagen®). La détection des viroidesnpar t her n bl ot per met
deux formes des viroideda forme circulaire qui est celle des viroides maturda &rme

linaire qui peut étre originaire des intermédiaires réplications ou issue de viroide mature
linéarisé au cours des manipulations. Pour la détection des viroides, des sondes correspondantes
a chaque viroide sont crééees sondesontlapartieulr i t ® doéi nt ®gr er des n
portant une Digoxigénine (DIGpermettantinsila détection avec un anticorps spécifique. Les
Northern blot sont r ®adoitssr@s de payactylanside 5%ogre | doa
l e gel doagaubsd, 2om did agBOPS$Xeunedf@snassoludtidn0 mL
chaufféeon complémente le toavec 10 mL formaldéhyde a 37%.n d ®p o sdéd ARN ¢ g
avecdu ampon de cha®mectpaowfrf d 6lARNnsembl e ~ 65AC
laisse reposer in sur glacelLe gel esimigrépendant 2h @0 V dans du tampobX MOPS

A la suite de lanigration le gel est rincé fois danslu 20X SSC(Salin Sodium Citrate) pendant

15 min puis 1 distiléestérild pendant Denike Gamsdeu du gel vers la
membrane se fait par capillarité avec pour solution du 3®C pendant tout la nuitLe
lendemairla membrane edixée sous UV gndant 105 secondes et 15 00Baur vérifier que

le transferta bien fonctionné,on peut colorer la membrane avec une solution de bleu de
méthyléng0.02% w/v) La membrane est ensuite décolorée avec une solutiorSE2%t 1%

SDS La membrane est enseipréhybridéedans 10 mL du tampoRIG Easy Hybde Roche

pendant 6h a 50°@eu de temps avalatfin des 6hles sondes sont dénaturées 5 min a 95°C
puis on ajoute BbOoOKyHWdi d¢dt iawn t@optoinnlasuitaai n s i
du protocole est décrite en détail dans le protocole fourni par Roche (DIGiiAasy
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2.4. Détection des protéines AGO2 (SIAGO2, NbAGO2 et AtAGO?2)

2.4.1 Western Blot

La premiére étape pour détecter les AGO2yarst er n Bl ot est Rbdreextr air
faire, on wutilise un tampon dbéextraction d
mercaptoéthanol, 0.004% bleu de bromophénol, 0,125 M Tris HCI). Apres avoir broyé dans de

| 6azote |liquide |l es tissus, o0#0®&) et e@le” traanipo
Apr s r®cup®ration du surnageant et | 6ajout
pendant 5 min puis centrifugés 5 minutes a 13000 g. Ces étapes sont nécessaires pour dénaturer
les protéines et leur donner une charge négdtwesurnageant obtenu est chargé sur un gel
SDSPAGE pendant 1h, déabord © 90 V puis 110V
migration, les protéines sont transférées sur une membrane PVDFRABIp ON,
Mississauga)Les protéinedNbAGO2 et AtAGO2 des ignées transgéniques possedent une
étiquette HA(HATag) per mettant d o6HA(dilutionsle 3000bcomnent i ¢ o
anticorps primaire et ulgGpalyclonaldelapm BIRPs(d@lwiannd ai r
1 : 10 000). Pour vérifier un changent égal en protéines des différents gels, on vérifie avec

une coloration au rouge de Ponceau.

242Extracti on-POROeARRHRCRR T

Il est également possible de vérifier la présence des transgenes par PCR ou méme de quantifier
leur présence lors des icf@ns et en dehors des infections via ladPICR. Dans les deux gas

| 6extraction de | 6ARN va °tre | a m°me que pc
suitel e m° me protocol e pour eseldstamoncesrpoult RCR & Nour e st
gPCR vont °tre sp®cifiques au transg ne Vvi s®.

dans ce cak aussi.
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2.4.3 Expression transitoire chezNicotiana benthamiana

N.benthamian@ st ut i | i s &ee fagdn tramsitaré les>rptéinBiGO2, AtAGO2
et NbAGO2, toutes trois Flagag. Cette expression transitoire ciebenthamianaCRISPR

AGO2 permet doé®tudier | a stabi l-avis@eswaroides 6ef fi

(PSTVd). Les vectesrbinairestrad or m®s dans | & tenefacerdssouciae5 8 C1
contenant un plasmidehelper» pSoup, le tout via électroporatig@d. D. Jones et al., 2005)
Pour donner suite k& transformation, une sélection des bactéries contenant le plasmide est
réalisée sur milieu contenant un ou des antibiotiques. Ensuite, une culture en bouillon est
réalisée, aprés cerftrgationet resuspension dans du MgCl2 10 mM. Le tout est dilué a une
densité optique de 02t une | on g u e u.rCetté $oltiomest firthlemeft hfllké n m

| 6ai de doune seri n®benthahsanas pl usi eurs feui
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CHAPITRE 3
RESULTATS

31. Cri bl age d eAsmbidogsie thaligna s d 0

Il est important de mettre en place un modele pour étudier les viroides afin de mieux comprendre

commentetquelect eur s permettent | a r®plication des
t r ai Arabidopsisgtales viroidesll en existem s e u | mArabtdopsisn b egtu 0 pas
capable do6é°tre infect® par |l es vi mpaupleue s , ma
réplicationin vitro (Daros & Flores, 200dDans cet articl e, seul e | a

Columbia (Col0) a été testéeOr, dans le laboratoire de Peter Moffett, il a été montré par
Chant al Br os s e a lA thpliama mahtrent ui®@ cvariabyit@ asensibdité visa
vis de PVX potatovirus X) (Brosseau et al., 202 n partant de cette sérvationnous avons

®mi s | 6hypoth se qudil pourrait erAtHfaltamae de m

Pour ce faire, nous avions 7 natedaB0écbiymp osi t i
(D. Weigel lab, MPI) et @Qutre de96 écotypes (Joy BergelsoMartin Kreitman, Magnus
Nordborg). Pour ce qui est de lélection des vir@des notre choix @st arété sur les trois

présentes en cetails dans dhtroduction,a savoir: PSTVd, HSVd et CLVd. Ces viites sont

obtenus par transcriptioim vitro sous fome dineres pour une raisonc®@st la meilleure

méthode pour une infectiorépétable En effet du fait de leur nature (ARN simple brin), au

cours deséplications des erreurs vont survenérreurs qui ne sont paépares. Au fil du temps

et deserreurs deéplications certaineséguences vont former des groupes de population qui

sont considrées comme des quasspeces Ces derrgéres peuvent donc se comporter
différemment que le métiel génétique de baseDonc en repartand chaque infection du

matériel de baseon augmente |aépétabilité.



Apres avoir @&fini quels virddes nous voulions tester, nous avoasidé que puigue nous
cherchions urécotype sensible, peu importe le \Vide khfectant, nous allions dans un premier
temps faire un criblag Q®types en infectant chacu®@dtre eux avec umélangedes trois
viroides. Lors de ce premier criblag@fservatiordu phénotype des plantes inféets contre le
phénotype des plantes codkes est important, mais pas suffisant. TousetEstypes ifectes,

en plus de@spect pénotypique sont soumis unnorthern blot ou umlot blot afin de détecter

la présence de vires.

Figure 6 : Phénotypes observés lors du premier criblageEcotypes N°43 APlante témoin
et B- Plante infectée. Ecotypes N°46 (-8pC- Plante témoin BPlante infectée. Ecotype
N°29 E Plante témoin FPlante infectée.
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Lors des premiers criblages sur la collection deé@fiypes, certains ghotypes ont pétre
remarqeés. En effetcomme mont alafigure6, les plénotypes infectieux des viides lorsque
sympbme il y a, peuvendtre trés différents d@n écotypea |Qutre Par exemple nous pouvons
observerun retard de croissance des plants contre une croissance normale péaroies t
(N°46 = Leb-3, figure 6 et 7 ; une infection conduisa@dtla mort des plantes infaxts (N29,
figure 6 ; des plantes plus petites awdesfeuilles malfornges (N10, Figure 8); |Qpparition
de récrose sur les feuilles des plesminfectes (N70, Figure 9) ; une fleuraison plus pcoce
(N°81, Figure 10) ; ou encore une meilleure croissance du plant iéfeat rapport auémoin

(N°43, figure 9.

Leb-3 (3V) Leb-3 (PSTVd) Contrble Négatif (Leb-3)

Figure 7 : Photo de l'infection de Leb3 avec PSTVd: Plantes infectées avec le mix des trois
viroides (PSTVd, HSVd, CLVd) ou avec PSTVd seulement et plante contréle.

Il est possible de not €3r, d uoernépctdoGEvecRBTROMD t v p e

note doéautres sympt!mes. Les feuilles Il es pl
t1t que chez | es plantes t®moi ns. Le retard
mesure de | 6infection.
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Figure 8: Photo de I'écotype N°10 (collection de 96 lignéesh, B, C et D: Plantes
infectées avec PSTVd, HSVd et CL\Klet F: Plantes témoins.

Les sympdmes ecrits pecédemment ont toudté obsenés plusieurs fois pour chagaeotype.
En plus degcotypes pésenés dans les figures de cette section, il est poss®hlesdrver dans
le Tableau 3dntégralité desécotypes tesis. En tout 14@&cotypes diférents ontté tesés en
triplicatas. Chaqueéplica techniqguecomportant au mimum 3 plantes pour chagegeotype.
Parmi toutes les e¥pences @hfection Balisées, 7écotypes ont monérdes plénotypes lors
de chaqueéplica. Et la @tection constante lors deépticas M été possible que chez deux

écotypes.

Il existeplusieurs hypotéses possibles pour expliqu@htapacié de cétecter les vir@es dans
certains cas. La preare est que la quandide virddes pésents dans les feuilles sgstiques
est trop faible pouétre détecte; auquel cas un tadcotype ne nousitéresserait pasn effet
un écotype @ il n@st pas possible de suivre vdloppement du viiide dans toute la plante
n@st pas un bon candidat patudier le dveloppement @ne infection ou encore@bserver
|@mpact dane telle infection sur plisurs proéines dintérét. Donc unécotype comme celtgi

ne fait pas un bon mete dQtgdes pour les viides La seconde est que le vide ou les vir@es

46



arriventa se epliquer dans les feuilles ino@ds et que les synfphes obserds sont issus des

vsSRNA qui se propageraient dans la plante alors que lesl@gonatures ne le peuvent pas.

Figure 9 : Présence de points de nécroses chez I'écotype N°A- Feui | | e dbéune
ttmoin.BFeui | | e doéune PRPITNANHS¥d et GLYVde@bse®aionale reéarose

sur les feuilles des plantes infectées.

La présence de nombreux @hmotypes infectieux difirents suggre plusieurs chosestout
d@bord la possibilie qu@n sympdme soit attribé a un viroide ou que la combiison de deux
ou trois virddes donne un autre sympie. Bien que @n observe plusieurs ghotypes
infectieux,et qu@. thalianapos®de tout ce gl faut pour épliquer les virides localemergn
faible quantié, ces derniers sont incapables de éplater dans la plantéDaros & Flores,
2004) Ceci laisse donc sug@rter que le bon candidat pour écotype sensible serait éootype
chez quile viroide est capable de se multiplier en grande qeéeaitisi que de seéplacer dans

la plante.
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Figure 10: Phénotype infectieux de I'écotype N°81A : Contrble négatifB : Plante infectée
par les 3 viroides (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-2guanred dan:
montreaucurs i gne ext ®ri eur doéinfection est cepend

étant positives patorthern Blot.

Tableau 3 : Synthése de I'expérience de criblage des écotypeé dhaliana:

Numéro d'accession Nom Abréviation | Réplicas Symptomes Det_ect_!on des
visibles viroides
CS76347 Ait Barka Aitba-2 3 Non Non
CS76348 Touflint Toufl-1 3 Non Non
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