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Caractérisation des interactions entre le viroide PLMVd et le

mécanisme d’ARN interférence du pécher.
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Département de Biochimie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé
en vue de I'obtention du grade de
maitre és sciences (M.Sc.) en biochimie

11 février 2008

Les viroides sont les pathogénes les plus simples connus a ce jour. lls
possédent un génome d’ARN simple brin, circulaire, qui n'encode aucune
protéine et qui n’est pas encapsidé. Malgré tout, ils sont capables d'infecter
des plantes supérieures et de causer des symptomes suffisamment séveres
pour amener d'importantes pertes économiques dans les domaines agro-
alimentaire et horticole. Depuis quelques années, plusieurs études ont été
réalisées pour mieux comprendre ces pathogénes obligatoires mais, jusqu’a
maintenant, peu de données sont disponibles sur les petits ARN interférenté

(siARN) produits par les plantes a la suite d'une infection par un viroide. Le



but de ce travail est de recueillir le plus d’informations possible sur les siARN
produits par le pécher & la suite d’'une infection par le viroide de la mosaique
latente du pécher (PLMVd). |

Les petits ARN non-codants de 18 & 26 nucléotides de plants de pécher
sains et infectés par PLMVd ont été clonés et séquencés. Les observations
faites a partir de ces séquences montrent que seul le plant infecté produit des
petits ARN homologues' a PLMVd. Aussi, certaines régions du géndme du
viroide semblent étre plus enclines a produire des siARN. De plus, les deux
polarités du génome de PLMVd semblent étre susceptibles a I'interférence a
'ARN. Ensuite, certaines observations montrent que les molécules circulaires
de PLMVd ainsi qu’un duplex d’ARN formé des deux polarités du génome de
PLMVd sont des cibles potentielles de l'interférence a 'ARN. Enfin, a la suite
de l'analyse des résultats, on peut supposer que les siARN homologues a
PLMVd peuvent modifier I'expression de certains génes végétaux.

A la suite de ces observations et aux questions qu’elles ont soulevées,
nous avons préparé une expérience de séquengage a haut débit des petits
ARN d’un plant de pécher sain et d’'un plant infecté par PLMVd. Les résultats
préliminaires montrent que le niveau d’'expression de PLMVd et des petits
ARN homoldgues a PLMVd varient selon les plants étudiés et selon le mois
dans lequel les feuilles de pécher ont été cueillies. L'ARN extrait des feuilles
qui semblaient contenir la plus forte concentration de siARN a été utilisé poUr
les expériences suivantes. Les premiers tests pour la préparation des petits
ARN pour le séquengage par la techhologie Solexa d’lllumina montrent que le

kit de préparation des petits ARN est efficace.
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En conclusion, ces résultats ouvrent la voie a un séquengage a haut
débit des siARN de pécher, plus particuliérement ceux qui sont associés a
linfection par PLMVd. lls permettent aussi d’énoncer certaines hypothéses

qu’il sera intéressant de vérifier dans le futur.

Mots' Clés : Viroide ; ARN interférence ; séquengage ; petits ARN interférents ;

Régulation post-transcriptionnel



Introduction

A Les viroides

A.1 Historique
A.1.1 Virus

Les observations de Dmitri Iwanowski en 1892 (Johnston, 1942b) et les
travaux de Martinus Beijerinck en 1898 (Johnston, 1942a) sur la mosa'i:que du
tabac ont permis [lidentification d'un « contagium vivum fluidum». lls
décrivaient cette substance en ces mots : « ... c'est contagieux, infectieux,
beaucoup plus petits qu’'une bactérie, reproductible, diffusable, soluble dans
leau et résistant a la sécheresse, mais pas a I'ébullition ». On a su plus tard
que cette substance contenait en fait des virus. A ce moment, la communauté
ne pensait pas retrouver de virus chez 'humain en raison de leur trés petite
taille. Pourtant, les scientifiques ont été obligés de changer d’opinion en 1902
apres la publication des expériences de Walter Reed et James Carroll sur la
fievre jaune (Reed et Carroll, 2001). lls ont repris les expériences de
Iwanowski et Beijernick avec des inoculums contenant I'agent infectieux de la
fievre jaune et ils ont démontré que ce pathogéne souvent mortel avait les
mémes caractéristiques que celui de la mosaique du tabac. Ces découvertes
ont convaincu les chercheurs de la simplicité déroutante des virus et ont

ouvert une nouvelle branche d’étude sur les agents pathogénes.



A.1.2 Viroides

La découverte, en 1967, d’entités infectieuses de plants de tomates
ayant des propriétés incompatibles a celles des particules Vvirales
conventionnelles (Diener et Raymer, 1967) souléve de nouvelles
interrogations. Ces pathogénes sont caractérisés par un génome en acide
ribonucléique (ARN), circulaire et non-encapsidé. En 1971, Theodor O. Diener
propose officiellement le terme viroide (Diener, 1971) pour cette nouvelle
classe d’'agents pathogénes. Trente ans plus tard, la recherche
épidémiologique sur les viroides est toujours actuelle puisqu’on découvre
couramment de nouvelles espéces (Fadda et al., 2003; Nakaune et Nakano,
2008), de nouvel‘les maladies associées (Amari et al., 2007), de nouveaux
hotes (Vadamalai et al., 2006; Verhoeven et al., 2007; Yang et al., 2007) et de
nouvelles régions du monde touchées (Candresse et al., 2007; Yang et al.
2007; Arezou et al., 2008). Malgré toutes les études faites jusqu’a présent, les
viroides n'ont été retrouvés que chez les plantes supérieures. Les viroides
décrits a ce jour, possédent un génome va‘riant de 246 a 475 nucléotides (nt)
(Rocheleau et Pelchat, 2006) et sont connus pour n’encoder aucune protéine
(Coté, 2000; Davies et al., 1974; Hall et al., 1974; Semancik et al., 1977).
Malgré cette simplicité, certains de ces agents pathogénes causent des
maladies chez leurs hotes spécifiques alors que d’autres ont un répertoire de
plantes infectables plus vaste. Par exemple, les hétes naturels du Potato
spindle tuber viroid (PSTVd), le premier viroide découvert, sont les tomates et
les pommes de terre (Tsagris et Tabler, 2004), alors que le Hop stunt viroid
(HSVd) peut infecter beaucoup plus de plantes (Kofalvi et al., 1997). La

simplicité des viroides et le fait qu’ils n'encodent aucune protéine en font



d’excellents modéles pour les études structurales, catalytiques et

pathogéniques de 'ARN.

A.2 Pathogénése
A.2.1 Infection et propagation

La transmission des viroides se fait par des moyens qui leur sont
généralement communs. Souvent, les infections systémiques ont lieu suite a
une transmission mécanique, par. exemple par bouturage, par utiliéation
d’'instruments souilles ou par greffe de tissus infectés (Désvignes, 1986;
Gross, 1926; Hadidi et al., 1997; Merriam et Bondes, 1954). Il a aussi été
démontré que certains viroides peuvent étre transmis par les insectes, par la
dissémination des graines de plants infectés, par le pollen ou par co-
encapsidation avec un virus (Antigus et al., 2007; Barba et al., 2007;
Desvignes, 1986; Flores et al., 1992; Goss, 1926; Querci et al., 1997). Parfois,
il arrive que plusieurs viroides soient présents dans un seul plant, tel que le
Citrus exocortis viroid (CEVd), le HSVd et le Citrus viroid-lll (CVd-IIl) qui ont
déja été recensés dans Ié mémé Citrus reticulata var. clementine (Elleuch et
al., 2006). Une fois le viroide implanté dans la plante, une panoplie de

symptdmes peut étre observée.

A.2.2 Symptdémes
Les symptdmes varient en sévérité et en nature selon I'espéce infectée
et le variant du viroide (Diener et al., 1993). Suite a l'infection par un viroide,

on peut observer un retard de croissance, un déréglement dans la synthése






Figure adaptée de Flores et al., 2005

Figure 1. Exemples de symptémes causés par des viroides. (a) Tubercule de
pomme de terre sain (droite) et symptdomes de PSTVd sur des tubercules de
pomme de terre (gauche). (b) Symptémes de CEVd sur un citronnier épineux.
(c) Symptdomes causés par PBCVd sur un poirier. (d) Fleur de chrysanthéme
saine (haut) et infectée par CSVd (bas). (e) Feuille de chrysanthéme saine
(gauche) et infectée par CSVd (droite). (f) Feuille de chrysnathéme saine
(gauche) et infectée par CChMVd (droite). (g) Symptdmes causés par CCCVd
sur une feuille de cocotier (gauche) et témoin sain (droite). (h) Feuille de
pécher atteint de chlorose extréme (calicot du pécher) suite a l'infection par
PLMVd. (i) Raccourcissement de I'espace inter-nceud induit par HSVd chez le
comcombre (droite) et le contrle sain (gauche). (j) Symptémes induits par
HSVd sur les fruits de comcombre (gauche) et le contrdle sain (droite). (k)
Symbtc‘)mes causés par ASSVd chez les pommes. (I) Symptémes causés par

ASBVd chez les fruits d’avocat.



de la chlorophylle, une déformation des fruits et une altération des feuilles
(Figure 1). Evidemment, la destruction des arbres et la modification de
l'apparence des frﬁits et des légumes suite a linfection des cultures par un
viroide ont un impact économique majeur dans les domaines horticole et agro-
-alimentaire. Dans certains cas, la pathologie engendrée peut mener a une
nécrose partielle de I'organisme et parfois méme & sa mort. L'exemple le pILjs
saisissant est sans nul doute la mort de presque tous les 250 000 palmiers de
I'le de San Miguel aux Philippine en 1962 suite a I'épidémie causée par'Ie
Coconut cadang-cadang viroid (CCCVd) (Haseloff et al, 1982). Les
symptdomes observables sont provoqués par linterférence des viroides avec

les voies de développement normales de I'héte.

A.2.3 Mécanismes de pathogenése

Bien que la pathogenése ne soit pas connue, il est généralement
accepté que les viroides agissent en modifiant I'expression des génes de
I'héte. D’éilleurs, 'étude de plusieurs infebtions aux viroides é montré une
modification du niveau de certaines protéines cellulaires pouvant étre
impliquées dans la défense de I'héte ou dans la pathologie (Domingo ot al.,
1994; Itaya et al., 2002; Jakob et al. 1997; Tessitori et al., 2007; Wassenegger |
et al., 1994). Ainsi, influence du viroide sur le niveau cellulaire de certaines
protéines de I'hdte pourrait causer la maladie.

Les viroides interagissent aussi avec les protéines de la plante,
certaines pouvant étre impliquées dans la dissémination du viroide au sein de
'héte et d’autres dans les symptdomes. Par e*emple, il a été démontré que

CsPP2, une lectine du phloeme de concombre qui parcourt de longues
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distances dans la plante, lie in vivo HSVd (Gémez et Pallas, 2004). Aussi, une
étude a montré linteraction spécifique in vivo entre le PSTVd et Virp1, un
régulateur de la transcription associé au remodelage de la chromatine
(Martinez de Alba et al.,, 2003). Il a plus tard été démontré que Virp1 est
nécessaire a la réplication de PSTVd (Kalantidis et al., 2007).

Il est aussi possible que les viroides oeuvrent via une interaction avec
I'ARN de I'héte, activant ainsi les mécanismes d’atténuation de 'ARN (RNA
silencing) qui régulent I’expression des génes. En effet, suite a I’infectiqn par
différents viroides, une accumulation de petits ARN responsables de ce
phénoméne, les petits ARN interférents (éiARN), a été observée a plusieurs
reprises (ltaya et al, 2001; Landry et al., 2004; Machida et al., 2007,
Markarian et al., 2004; Martinez de Alba et al., 2002; Matousek et al., 2007;
Papaefthimiou et al., 2001). On sait aussi que certains de ces agents
pathogénes peuvent servir de substrat a Dicer, une enzyme de l'hdte
impliquée dans les premiéres étapes de l'interférence a 'ARN (RNAI) (Landry
et Perreault, 2005), sans toutefois diminuer les symptdmes (Matousek et al.,
2007). En fait, les viroides semblent eux méme résistants au mécanisme
d’interférence a I'ARN via leur forte structure secondaire (ltaya et al., 2007).

Bien que beaucoup de travaux cherchent a éclaircir le mécanisme
utilisé par les viroides pour créer des symptomes, il reste certainement
beaucoup de travail a faire avant de confirmer laquelle des hypothéses
s’'avére la bonne. Il nest pas exclu que celles-ci soient combinées ou
différentes selon I'espéce étudiée.

D'ailleurs, la pathogénicité d’'un viroide peut différer au sein méme

d’'une espéce selon le variant. Plus précisément, chez plusieurs espéces,
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certaines mutations d’aussi peu que 1 a 6 nucléotides peuvent transformer
radicalement les symptdmes observables (De la Pena et al., 1999; De la Pena
et Flores, 2002; Gago et al., 2005; Gross et al., 1981; Reanwarakorn et
Semancik, 1998; Sano et al, 1992; Schnell et al, 2001; Semancik et
Szychowski, 1994; Serra et al., 2008; Visvader et Symons, 1986;

Wassenegger et al., 1996).

A.3 Modes de réplication

Afin de causer toute cette variété de symptébmes, le viroide doit d'abord
se répliquer efficacement au sein de I'hdte. De par leur nature circulaire, les
viroides se répliquent selon le mode de réplication en cercle roulant. Les
matrices circulaires de polarité positive, sont transcrites en multiméres de
polarité négative. Ceux-ci peuvent soit étre clivés puis ligaturés en unité
circulaire permettant la polymérisation de brins de polarité positive telle que
décrite (symétrique), ou étre utilisés directement pour la transcription de
multiméres de polarité positive qui eux devront étre clivés puis circularisés
(asymétrique) (Figure 2). Cette méthode de réplication est donc indépendante
de l'acide désoxyribonucléique (ADN) et permettra la détection d'unités
multimériques (Branch et Robertson, 1984; Grill et Semancik, 1978), alors que
le rﬁode symétrique se distingue par la détection d'intermédiaires circulaires
de polarité négative. Suite a I'observation de Paccumulation de transcrits
matures et d’intermédiaires de réplication, il a été établi que I'endroit dans la
cellule ou on observe le plus de viroides est également I'endroit ou se situe la

réplication (Navarro et al., 1999; Spiesmacher et al., 1983). Le lieu ainsi que le
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Figure 2 : Mode de réplication en cercle roulant symétrique (A) et asymétrique
(B). La polarité des brins est indiquée entre parenthéses et les cercles

représentent les sites de coupures pour la polarité + (noir) et polarité — (blanc).
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mode précis de réplication différent entre les familles de viroides

A .4 Classification

Les deux familles de viroides, divisées en plusieurs sous-familles,
regroupent la trentaine de quasi-espéces découvertes, pour lesquelles
plusieurs variants ont généralement été recensés (Rocheleau et Pelchat,
2006) (Figure 3). On qualifie les viroides de quasi-espéces en raison de la
variation génétique retrouvée au sein d’'un méme isolat suite a I'inoculation
d’une seule souche (Gandia et al., 2005). Leur claséiﬁcation a éte effectuée
selon leurs caractéristiques physiques, telles que leur structure secondaire,
leur localisation cellulaire (nucléaire ou chloroplastique) et leur mode de

réplication (asymétrique ou symétrique).

A.4.1 Pospiviroidae

La structure en forme de batonnet des Pospiviroidae contient cinq
domaines : les boucles terminales de gauche et de droite (TG et TD) la région
de pathogénicité (P), la région variable (VAR) et la région centrale conservée
(RCC) (revus dans Diener, 1993) (Figure 4). Les 30 espéces connues de
Pospiviroidae sont divisées en 5 sous-familles (Figure 3). Il a été démontré par
fractionnement cellulaire (Harders et al., 1989) et par hybridation in situ
soutenue par microscopie confocale et électronique (Bonfiglioli et al., 1996; Qi
et Ding, 2003) qu'on retrouve les‘ Pospiviroidae surtout au noyau. Leur

réplication en cercle roulant (RCR) se fait donc au noyau, de maniére
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Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd)

Eggplant latent viroid (ELVd)

Chrysanthemum stunt viroid (CSVd)
Citrus exocortis viroid (CEVd)
Columnea latent viroid (CLVd)

Iresine viroid (IrVd)

Mexican papita viroid (MPVd)

Potato spindle tuber viroid (PSTVd)
Tomato apical stunt viroid (TASVd)
Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd)
Tomato planta macho viroid (TPMVd)

Hop stunt viroid (HSVd)

Citrus viroid IV (CVd-IV

Coconut cadang-cadang viroid (CCCVd)
Coconut tinangaja viroid (CTiVd)

Hop latent viroid (HLVd)

Apple scar skin viroid (ASSVd)

Apple fruit crinkle viroid (AFCVd)

Apple dimple fruit viroid (ADFVd)

Australian grapevine viroid (AGVd)

Citrus bent leaf viroid (CBLVd)

Citrus viroid Il (CVd-1Il)

Citrus viroid-LSS (CVd-LSS)

Citrus viroid-OS (CVd-0S)

Japanese citrus vidoid (JCVd)

Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1)

- Grapevine yellow speckle viroid 2 (GYSVd-2)

Pear blister canker viroid (PBCVd)

Coleus blumei viroid (CbVd)

Coleus blumei viroid 1 (CbVd-1)
Coleus blumei viroid 2 (CbVd-2)
Coleus blumei viroid 3 (CbVd-3)

Figure 3 : Classification des viroides en familles, sous-familles et espéces.
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asymeétrique (Branch et al., 1981; Branch et al., 1988; Feldstein et al., 1998;
Owens et Diener, 1982).

Il semble que la réplication des Pospiviroidae nécessite une enzyme de
I'héte pour chacune des étapes catalytiques, c’est-a-dire la polymérisation, le
clivage et la ligature. L'observation de linhibition de la réplication par f'a-
amanitine, un inhibiteur spécifique de I'ARN polymérase |l (une ARN
polymérase ADN dépendante) montre que cette enzyme est responsable de la
polymérisation des Pospiviroidae (Flores et Semancik, 1982; Miinhibach et
Séanger, 1979; Rackwitz et al., 1981; Schindler et Mihlbach, 1992). De plus, il
a été montré que sa grande sous-unité s’associe in vivo a un viroide membre
de cette famille, le CEVd (Warrilow et Symons, 1'999). L’initiation de la
réplication in vivo sur PSTVd semble se faire spécifiquement au sein du
domaine TG (Kolonko et al., 2006), alors que le domaine TD modulerait
I'efficacité de réplication du CEVd. et du HSVd (Sano et Ishiguro, 1998). Il a
été démontré que, in vitro, la ribonucléase (RNase) T1 peut cliver les
multiméres en monoméres de fagon spécifique (Tsagris et al., 1991). Aussi,
on sait que 'ARN ligase de germe de blé beut quant a elle s’occuper de la
circularisation des unités ainsi séparées (Branch et al., 1982; Konarska et al.,
1981; Konarska et al.,, 1982; Lafontaine et al.,, 1995). Cependant, I'étude in
vivo des extrémités des monomeéres linéaires de CEVd suggeére qu’'une RNase -
de type lll catalyse le clivage de ce viroide alors qu’une ligase distincte de la
ligase des ARN de transfert (ARNt) s’occupe de ligaturer ces extrémités (Gas
et al., 2008). Enfin, on sait que les transcrits du PSTVd sont clivés et ligaturés
dans des suspensions cellulaires de plants de pommes de terre non infectés

(Baumstark et Riesner, 1995)
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Figure 4: Structure secondaire des Pospiviroidae. Représentation
schématique de la structure de PSTVd avec les 5 domaines caractéristiques

aux viroides de la famille des Pospiviroidae.
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A.4.2 Avsunviroidae

Les membres de la famille des Avsunviroidae sont beaucoup moins
nombreux, on en connait quatre. lls sont séparés en trois sous-familles
(avsunviroide, pelamoviroide et elaviroide) selon leurs caractéristiques
physiques (Figure 3). Des études utilisant I'hybridation in situ et la détection
des intermédiaires de réplication par buvardage de type Northern ont montré
que les Avsunviroidae se répliquent au chloroplaste de fagon symétrique
(Bonfiglioli et al, 1’994; Bussiére et al., 1999; Daros et al., 1994; Lima et al.,
1994) |

La caractéristique principale des Avsunviroidae est I'utilisation d’'une
région d’ARN autocatalytique qui assure deux des trois étapes de leur cycle
de vie. Ce motif particulier, appelé motif en téte de marteau (hammerhead),
adopte une structure ftridimensionnelle qui permet [I'autocoupure des
multiméres des Avsunviroidae suivi de l'autoligature des monomeéres. Les
viroides appartenant a cette famille peuvent se répliquer par un mécanisme en
cercle roulant symétrique puisque les deux polarités de leur génome
possédent le motif en téte de marteau (Flores et al.,, 2004). Des études de
séquengage a grande échelle suggérent que les nucléotides impliqués dans la
formation du motif en »téte de marteau démontrent des mutations
compensatoires qui serviraient a maintenir la structure stable du motif (Fekih
Hassen, 2007; Navarro et Flores, 1997; Pelchat et al., 2000). Le fait que trés
peu de multiméres soient détectablés in vivo, laisse croire que la coupure par
le hammerhead est trés efficace (Bussiére et al., 1999; Navarro et Flores,
1997). La présence d’un lien phosphodiester 2'-5’ détecté in vitro (Lafontaine

et al., 1995) et in vivo (Coté et al., 2001), démontre l'activité d’autoligature
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puisqug les ligases prptéiques connues forment toujours des liens
phosphodiester 3'-5'. L'étape la plus importante du cycle de réplication des
Avsunviroidae, c'est-a-dire la réplication, doit se faire par une ARN
polymérase qui se retrouve dans les chloroplastes. Certaines évidences
pointent vers une ARN polymérase d’'une seule sous-unité encodée au noyau
(NEP) pour remplir ce réle, notamment dans le cas de ASBVd (Navarro et
Flores, 2000; Navarro et al., 2000). Par contre, dans le cas de viroide de la
mosaique latente du pécher (PLMVd), il est suggéré que ce soit piutét une
ARN polymérase possédant plusieurs sous-unités et encodée dans le plaste
(PEP) qui permet la réplication du‘ viroide (Pelchat et al., 2001). Enfin, il n'est
pas exclu qu'une des nombreuses ARN polymérase dépendantes de 'ARN
(RdRp) de plante soit impliquée dans la réplication .des Avsunviroidae, bien
qu’aucune d’entre elle n'ait été localisée au chloroplaste.

Etant donné la forme circulaire des viroides, on peut s’attendre a ce
que la réplication de ceux-ci puisse débuter n'importe ou sur leur génome.
Cependant, la nécessité de recruter une polymérase de I'héte suggére qu'il
existe un site spécifique pour l'initiation de la réplication. Un consensus a

difficilement éte établi pour les Avsunviroidae, dont le PLMVd.
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B. PLMVd

PLMVd est un des viroides modéles sur lequel le plus de travaux ont
été publiés. Sa structure particuliére ainsi que sa grande efficacité catalytique
ont particulierement attitré I'attention des chercheurs. Aussi, les dommages

qu’il a causés dans les vergers de pécher sont considérables.

B.1 Séquence

Généralement, le génome de PLMVd est composé de 336 a 338 nt. On |
connait cependant certains variants qui contiennent une insertion de 11 a
14 nt (Malfitano et al,, 2003) qui peuvent adopter une alternative de deux
structures en tige grace a leur palindrome (Fekih Hassen et al., 2007). PLMVd
fait parti de la famille de pelamoviroide avec le Chrysanthemum chlorotic
mottle viroid (CChMVd)' (Navarro et Flores, 1997). PLMVd,adopte une
structure branbhée; possédant 11 tiges (P) et 11 boucles (L) (Figure 5), qui a
la caractéristique de le rendre insoluble dans une solution de chiorure de
lithium 2 M (Navarro et Flores, 1997). Cette structure secondaire a été
démontrée a l'aide de cartographie aux ARNases (Bussiére et al., 2000) et a
des études de co-variations faites sur une Iarge banque de séquences
(Pelchat et al., 2000). Ces variations sont explicables par le haut degré de
polymorphisme observable suite a l'infection d’'un plant sain avec PLMVd
(Ambros et Flores, 1998; Ambros et al.,(1999; Fekih Hassen et al., 2007;

Hernandez et Flores, 1992; Malfitano et al., 2003; Rodio et al., 2006; Shamiloul
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Figure 5 : Séquence et structure secondaire de PLMVd. Les paires de bases
Watson-Crick sont indiquées par un trait plein, les paires de bases GU de type
Wooble sont représentées par des ovales noirs alors que les paires de bases
Watson-Crick instables ou pour lesquelles les formes simple brin et double
brin peuvent coexister sont illustrées par des lignes pointillées. Les rectangles
vides et pleins représentent les séquences conservées des motifs catalytiques
en téte de marteau pour la polarité négative et positive respectivement. Les
fleches vides et pleines montrent les sites de coupure du motif hammerhead
pour la polarité négative et positive respecﬁvement. Les triangle vide et plein
identifient les sites d’initiation de la réplication rapportés in vivo pour la polarité
négative et positive respectivement. Les régions tiges-boucles de la structure

branchée de PLMVd sont identifiées de P1 a P11
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‘etal., 1995). |l a été observé que I'hétérogénicité de PLMVd n’est pas répartie
également sur la molécule. Par exemple, les tiges P2 a P5 ainsi que la tige P8
semblent moins variables que les autres régions du génome (Fekih Hassen et
al., 2007). Il est surprenant de constater que les nucléotides formant le motif
en téte de marteau peuvent aussi étre trés variables tout en maintenant
lactivité catalytique de la molécule (Ambros et Flores, 1998;‘ Fekih Hassen et
al., 2007). D’autant plus que ce motif joue un réle central dans la réplication de

PLMVd.

B.2 Mode de réplication

Le site d'initiation de la réplication de PLMVd a été difficile a identifier. Il
semblerait qu’in vitro la portion terminale gauche de la P11 contienne ce site
(Pelchat et al., 2002) anrs‘ qu’in vivo ce dernier apparait plutét situé dans la
partie terminale droite (Delgado et al, 2005). Un SELEX (Evolution
systématique de ligand par enrichissement exponentiel) a permis de trouver
un promoteur en ARN pour I'ARN polymérase (ARNP) de Escherichia coli qui
se retrouve également 'dans le génome de PLMVd (Motard et al., 2008).
L'’ARNP utilisé pour ce SELEX se rapproche de la I:;EP qui est une des
enzymes potentiellement responsable de la réplication de PLMVd.
Malheureusement, cette hypothése n'a pu étre confirmée par des
observations in vivo. Il est aussi fort probablé qu'il existe plus d'un site
d’initiation de la réplication pour PLMVd et comme I'enzyme responsable de la
réplication in vivo de PLMVd est encore inconnue, il est impos‘sible de faire les

expériences in vitro nécessaires pour résoudre ce mystére.
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Il faudra pourtant identifier 'enzyme responsable de la réplication de ce

pathogéne pour mieux comprendre sa pathogénicité.

B.3 Pathogénicité

It faut noter que les péchers (Prunus persica) ne sont pas les seuls
hétes potentiels de PLMVd. On I'a aussi identifié chez I'abricotier (Prunus
armeniaca), le prunier (Prunus domestica), le cerisier cultivé (Prunus avium),
le poirier cultivé (Pyrus communis), le poirier sauvage (Pyrus amygdaliformis),
I'abricotier du Japon (Prunus mume) et I'amandier (Prunus amygdalus)
(Faggioli et /a., 1997; Fekih Hassen et /a., 2004; Fekih Hassen et al., 2005;
Guinchedi et al., 1998; Hadidi et al., 1997; Kyriakopoulou et al., 2001; Osaki et
al.,1999; Pelchat et al., 2000). Mais, le PLMVd a d’abord été identifi€ comme
étant le pathogéne responsable de la mosaique latente du pécher (Desvignes,
1986) qui a été décrite pour la premiére fois en 1976 (Desvignes, 1976). On
dit que cette maladie est latente bui’sque, pour la plupart des variants, les
symptdmes apparaissent deux ans apreés l'infection. On peut alors observer un
retard dans la floraison, la foliation et le marissement des fruits, la déformation
des fruits, la nécrose des bourgeons, un vieillissement prématuré des arbres
et la chlorose, la décoloration et la nécrose des feuilles (Desvignes, 1986;
Llacer, 1998; Malfitano et al., 2003). Ces symptdmes sont généralement
instables et méme réversibles. Au niveau cellulaire, le PLMVd cause une
augmentation de la quantité d’eau et une diminution de la quantité de sucre,
du nombre de chloroplastes et de la quantité de lumiére absorbée (Jakob et

al,, 1997). Les symptdmes peuvent étre trés différents d’'un plant a l'autre
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selon la séquence du variant de PLMVd. Par exemple, une insertion de 11 a
14 nt peut causer le calicot du pécher (PC), caractérisé par une chlorose
extréme des feuilles et des marbrures sur les fruits (Blodgett, 1944; Willison,
1946), alors qu'une insertion différente rend le viroide latent (Rodio et al.,
2006).

Il a été démontré que le motif d’ARN en téte de marteau contenu dans
la séquence du génome de PLMVd n’est pas la cause des symptomes. En
effet, on sait que son activité en trans, c'est-a-dire sa capacité a cliver une
autre molécule que lui-méme, est trés faible. De plus, aucune séquence
chloroplastique pouvant lui servir de substrat n’a été identifiée (Cété,v 2000).
Enfin, 'augmentation des petits ARN impliqués dans le phénoméne de
linterférence a 'ARN a été observée suite a l'infection par PLMVd dans tous
les cultivars de pécher testés (Landry et al., 2004), ce qui sémble indiquer que
c'est grace au mécanisme d'interférence’ a 'ARN que les péchers sont

protégés de l'infection par les viroides.

C. Interférence a ’ARN

C.1 Historique

L'interférence a I'ARN, ou post-transcriptionnal gene silencing (PTGS),
a ete decouverte de fagon fortuite au début des années 1990. Des chercheurs
voulant étudier I'effet de la surexpression de génes de la pigmentation des
pétunias sont a l'origine de cette découverte qui s’avéra étre une révolution

dans le domaine de la biologie moléculaire (Napoli et al., 1990; van der Krol et
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al., 1990). lls furent surpris de constater que la majorité des plants
transformés ne montraient aucun phénotype particulier, alors que pour 25%
d’entre eux il y avait une baisse de la pigmentation, ce qui allait & 'encontre
des résultats attendus. De plus, la faible coloration des plants transformfés
était accompagnée d’une diminution de I'expression des génes étudiés (van
der Krol et al., 1990). Aprés quelques années passées a réfuter plusieurs
hypothéses pouvant expliquer ce phénomeéne, les scientifiques se sont rendus
compte en 1998, a la suite d'observations faites chez le nématode
Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998), les plantes (Waterhouse et al.,
1998), les insectes (Kennerdell et Carthew, 1998) et les protozoaires (Ngo et
al., 1998), que la présence d’ARN double brin déclenchait 'ARN interférence
(revue dans Eamens et /a., 2008). L'année suivante, soit en 1999, la
production de petits ARN d’environ 25 nt de long, spécifiques a la séquence
des génes dont I'expression était inhibée a été démontrée dans des plantes
(Hamilton et Baulcombe 1999). A partir de ce moment, I'étude de l'interférence
a 'ARN n’a cessé de croitre. Entre autres, de nouveaux organismes exibant le
mécanisme d'interférence a I'ARN, tel la grenouille (Qelgeschlager et al.,
2000), la souris et I'numain (Svoboda et al., 2000; Chiu et Rana 2002) sont
découverts. Dicer, la protéine responsable du clivage des ARN double-brin,
chez la drosophile (Bémstein et al, 2001), de méme que ses quatre
homologues, Dicer-likel a 4 (DCL1-DCL4), chez Arabidopsis thaliana
(Finnegan et al., 2003; Xie et al., 2004; Margis et al., 200@5) et la protéine
ARGONAUTE1 (AGO1), qui utilise les petits ARN guides pour cibler les ARN
meséagers (ARNm) complémentaires a couper chez Arabidopsis, ont aussi

été caractérisés (Baumberger et Baulcombe, 2005). Avec [lidentification
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d’AGO1, un mécanisme simpliste de l'interférence a 'ARN chez Arabidopsis
pouvait étre décrit comme suit : reconnaissance d’un ARN double-brin (db) par
une des DCL et coupure en duplex de petits ARN interférents (siARN)
d’environ 21-25 nt dont un des brins, appelé le brin guide, sera utilisé par
AGO1 pour cibler et dégrader un ARNm. A ce jour, on en connait maintenant
beaucoup plus sur linterférence a 'ARN chez les plantes et on peut en

dresser un portrait plus détaillé.

C.2 Interférence a I’ARN chez les plantes

La complexité de linterférence a 'ARN chez les plantes est mise en
évidence par la présence de quatre membres de la famille protéique des DCL,
dix de la famille de AGO, six de la famille des ARN polymérases dépendantes
de 'ARN (RdRp) et cing de la famille des protéines a domaine de liaison a
'ARN double-brin (dsRBP) encodés dans le génome d’'Arabidopsis thaliana.
Toutes ces protéines font parties des voies d’interférence a 'ARN paralléles
qui remplissent plusieurs rdles importants dans les plantes tels que, le
contrble de l'expression de génes de développement, la répression de
lactivité d’éléments génétiques répétés et la protection du génome contre les
virus ou les ARN envahissants. Toutes ces voies sont repésentées dans la
figure 6. |

Il y a tout d’abord la voie des micro-ARN (miARN) qui englobe deux
catégories : les petits ARN interférents (siARN), qui proviennent de longs ARN
parfaitement double-brin, et les miARN qui sont encodés par les génes MIR et

transcrits par la polymérase Il (Pol Il) qui se replient sur eux-mémes pour
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former des structures tige-boucles double-brin imparfaites. Les précurseurs de
miARN (pri-miARN) sont clivés au noyau par DCL1 avec l'aide de la protéine
HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) ce qui produit des précurseurs plus courts,
les pré-miARN (Lu et Fedoroff, 2000). Un deuxiéme clivage par le complexe
DCL1-HYL1 libére un duplex d’ARN dont les deux extrémités 3’ sont saillantes
de 2 nucléotides (Vazquez et al., 2004). HUA ENHANCER1 (HEN1), une
méthyl-transférase, vient ensuite méthyler ces deux extrémités, possiblement
pour protéger les miARN contre la dégradation, (Chen et al., 2002; Lu et /a.,
2005) avant que le duplex ne soit exporté du noyau. La sortie du noyau peut
se faire avec l'aide de HASTY (HST), un ortologue de I'Exportine-5 de la
drosophile, ou de fagon indépendante (Park et al., 2002). Une fois au
cytoplasme, le micro-ARN simple-brin mature est chargé sur AGO1 qui est la
protéine centrale du complexe de silengage induit par 'ARN (RISC)
(Hutvagner et Simard, 2008). Généralement, chez les plantes, le RISC
réprime I'expression des génes en clivant les ARNm complementaires aux
miARN. Ce mécanisme est différent de celui utilisé chez les mammiféres et
les insectes, ou les miARN sont souvent partiellement complémentaire aux
régions non-traduites (UTR) en 3’ des ARNm. Dans ces cas, le RISC se lie sur
les ARNm et empéche leur traduction sans toutefois entrainer leur dégradation
(Mallory et Vaucheret, 2006).

Une deuxiéme voie a été découverte lorsque deux miARN ont révélé un
autre niveau de complexité au développement normal des plantes (Axtell et
al., 2007)." Ces micro-ARN sont produits de la méme fagon que décrite
précédemment, mais plutét que de servir a cliver une cible, ces petits ARN

servent d'amorce pour la synthésé d’ARN double-brin par 'ARN polymérase
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ARN dépendant 6 (RDRG6) aidé de la protéine SGS3 (Figure 6). L'ARN db
produit est ensuite clivé régulierement a tous les 21 nt par DCL4 avec l'aide
de DRBA4. Les petits ARN ainsi produits sont nommés siARN agissant en frans
(tasiARN). Ce mécanisme permet d’amplifier le nombre de siARN ciblant un
- ARN particulier ce qui augmente grandement le potentiel répressif d’'un siARN.
On sait que plusieurs éléments répondant aux auxines impliquées dané le
développement des plantes sont régulés de cetté fagon (Howell et al., 2007).

La troisiéme voie implique des paires de génes nafurellement antisens
(Figure 6). Il est connu que la région 3’ de 'ARN d’'un géne encodé sur un brin
d’ADN peut étre complémentaire a la région 3’ de 'ARN d’'un géne encodé sur
l'autre brin d’ADN (Borsani et la., 2005)-. L’ARN double-brin ainsi formé est
alors clivé par DCL2 pour former un siARN naturel (natsiARN) de 24 nt. Ce
natisiARN guide alors le clivage de I'ARN de l'un des génes de départ et
entraine la formation de longs ARN double-brins par la voie des tasiARN a la
différence que cette fois c’est DCL1 qui est reponsable de la production des |
siARN de 21 nt.

La derniére voie de régulation de 'expression des génes par des petits -
ARN est différente des précédentes puisqu’elle contrdle I'expression des
génes au niveau transcriptionnel (TGS) par un mécanisme épigénétique
impliquant la méthylation de 'ADN (Figure 6). Cette voie, nommé méthylation
de 'ADN dirigé par 'ARN (RdDM), cible particuliéerement les régions d’ADN
répétées tel les transposons (Wassenegger, 2005). Il semblerait que I'ADN
méthylé puisse servir de matrice pour la production d’ARN aberrant par la Pol
I, RDR2 ou la polymérase IVa (Pol IVa), spécifique aux plantes.‘Cet ARN

aberrant est ensuite convertit en ARN double-brin par RDR2 ou Pol IVa pour
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produire plus d’ARN aberrants (Vaucheret, 2005). DCL3 entre alors en action
et clive les ARN aberrants en segments de 24 nt, appelés siARN associés aux
répétitions (rasiARN), qui sont méthyles par HEN1 et utilisés par AGO4 pé_)ur
médier la méthylation de 'ADN de fagon séquence-spécifique avec l'aide de
DRD1, DRM2 et une forme alternative de la Pol IV, Pol IVb (Cao et al., 2003;
Zilberman et al., 2003; Kanno et al., 2004; Kanno et al., 2005). Par la suite,
deux protéines sont responsables du maintient de la méthylation, MET1 et
CMT3.

On constate qu’a plusieurs endroits, il y a une possibilité que ces voies
de régulation s’entrecroisent, ce qui augmente le niveau de complexité et de
précision avec lesquelles les plantes peuvent modtjlér I'expression de leurs
génes. On remarque aussi que, par leur nature, les viroides peuvent intervenir

dans ces méecanismes.

C.3 Interférence a ’ARN et viroides

Les chercheurs ont rapidement.voulu savoir si les plantes se protégent
contre les viroides grace au phénoméne du PTGS. La présence de petits ARN
d’environ 25 nt homologues a un virdl'de a d’abord été démontré chez des
plants de tomates infectés par PSTVd (ltaya et al, 2001). La. méme
démonstration a été faite pour les membres de la famille des Avsunviroidae
PLMVd, CChMVd (Martinez deAlba et al., 2002) et ASBVd (Markarian et al.,
2004). Ces petits ARN peuvent étre une réponse des plantes a l'infection par
des viroides. Ces dernieré n'étant pas encapsidés ils sont alérs trés

vulnérables au PTGS lorsqu’ils se retrouvent dans le cytoplasme pour se
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propager d'une cellule a l'autre et devraient donc étre éliminés. Cependanf,
dans les mémes études ayant montré I'accumulation des siARN dans les
plants infectés par des viroides, il a souvent été constaté que le titre des
viroides variait peu méme si la quantité de siARN augmentait. Il a été suppose
que la structure secondaire trés compacte et trés stable des viroides, de
méme que leur accumulation au noyau ou aux chIoro.pIastes, les protége
contre le PTGS. Suite & ces observations, une hypothése intéressante a été
soulevée : les siARN produits en réponse a l'infection par un viroide peuvent
étre la cause des symptémes observés chez les plantes. Cette suggestion est
basée sur la possibilité qu'une région de plusieurs nucléotides consécutifs du
génome d’un viroide puisse avoir une homologie avec un ARNm de la plante
infectée. Ce qui est tout a fait possible d’autaht plus qu’on sait maintenant que
la complémentarité entre un siARN et sa cible n’a pas besoin d’'étre parfaite.
C'est ce qu'a vérifié le groupe de Waterhouse en construisant des plants de
tomates transgéniques exprimant des parties du génome de PSTVd formant
des structures tige-boucles pouvant étre reconnues par le mécanisme de
PTGS et des plants contréles qui expriment des parties du génome de PSTVd
linéaires (Wang et al., 2004). Seuls les plants dans lesquels le génome de
PSTVd pouvait étre reconnu par Dicer ont montré des symptomes. Il semble
donc plausible que les siARN dérivés de viroides causent des symptémes
chez les plants infectés. Parallélement, une étude faite chez le tabac a permis
de démontrer que des siARN homologues vé PSTVd pouvaient diriger la
méthylatioh de I'ADN d’un transgéne éontenant une fusion d'une partie du
génome de PSTVd et le géne encodant la protéine fluorescente verte (GFP),

cependant la méthylation de 'ADN était limitée a la région contenant la
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séquence de PSTVd (Vogt et al., 2004) suggérant que les siARN provenant
d’'un viroide peuvent entrainer seulement la méthylation d’'une région de 'ADN
homologue a la séquence du viroide. Quélques années plus tard, des
chercheurs ont constaté que la structure secondaire de PSTVd était un
déclencheur de I'ARN interférence. lils ont suggéré cependant, que cette
méme structure permet a PSTVd de résister au clivage par le complexe RISC
(Itaya et al., 2007). Cette hypothése est supportée par des Qbservations faites
dans des plants de Nicotiana benthamiana transformés pour pouvoir exprimer
HSVd ou il semblerait que la forme mature et circulaire du viroide, mais pas
les formes linéaires, peuvent résister a linterférence a 'ARN (Gémez et
Pallas, 2007). Une autre étude propose que CEVd active une voie endogéne
qui régule négativement I’ac;tivité d’interférence a I'ARN (Tessitori et al., 2007).
Par la suite, une étude de caractérisation des petits ARN dérives de CEVd
chez la tomate a permis de constater qu’'une enzyme semblable a Dicer (DCL)
était responsable du clivage du viroide et que cela n’affectait pas la voie
endogéne des miARN (Martin et al.,, 2007). Malheureusement, cette étude
n’était pas faite chez un héte naturel de CEVd. Il a aussi été démontré que
l'infection d’'un plant de tomate avec PSTVd permettait I'accumulation de pétits
ARN de 21 et 24 nt de fagon successive chez cette plante (Machida et al.,
2007). Du cbété des Avsunviroidée, il a été démontré in vitro que la tige P11 de
la structure secondaire de PLMVd peut étre reconnue et clivée par une
préparation commerciale de Dicer (Landry et Perreault, 2005). En 2008, Ii a
été suggéré que les viroides des deux familles peuvent étre coupés par les
enzymes DCL et que les petits ARN produits suite a ces coupures sont

incorporés dans le RISC dans le but de réprimer I'expression des viroides in
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vivo (Carbonell et al., 2008). Les auteurs de l'article suggérent aussi que la
structure secondaire des viroides est un compromis entre la résistance aux
DCL et au RISC (Carbonell et al., 2008). Un groupe de chercheurs semble
avoir fait le lien entre I'apparition de symptomes suite a l'infection par un
viroide et l'interférence a 'ARN (Goémez et al., 2008). lls ont démontré que les
plants de Nicotiana benthamiana qui n’exprimaient pas la protéine RDR6 (une
ARN polymérase dépendante de 'ARN impliquée dans l'interférence a 'ARN)
n’avaient pas de Symptéme lorsqu’ils étaient infectés par HSVd contrairement
aux plants normaux (Gémez et al., 2008).

La caractérisation des petits ARN produits en réponse a l'infection par
un viroide permettrait de mieux comprendre comment les plantes tentent de
se protéger contre ce type de pathogéne. Elle pourrait aussi renseigner sur la
fagon dont les viroides évadent ces mécanismes de défense et comment ils
peuvent causer des éymptc‘)mes chez leurs h6tes. Cette caractérisation a déja
été entam.ée chez les Pospiviroidae (Martin et al., 2007), mais rien n’a encore

été fait pour les Avsunviroidae.
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D. Hypothése

D.1 Contexte

L’interférence a I’ARN‘ a deux rbles chez Ies. plantes ; c'est un
mécanisme de régulation séquence-spéci}ﬂque de I'expression des génes et
un mécanisme de défense contre les ARN pathogénes. Des études ont
démontré que les viroides déclenchent le RNAI chez leurs hétes (ltaya et al.,
2001; Markarian et al., 2004; Martinez deAlba et al., 2002). Par contre, il
semble que linterférence a I'ARN ne permet pas d'éliminer les viroides
contrairement a ce que I'on pourrait penser. (Gémez et Pallas, 2007; Itaya et
al., 2007). PLMVd est le membre de la famille de Avsunviroidae le plus étudié
et il a été démontré que, suite a une infection par ce viro'l'de, le pécher produit
des petits ARN homologues a PLMVd (Landry et al., 2004). |l est donc
intéressant de caractériser les petits ARN produits en réponse a l'infection par
PLMVd pour mieux comprendre comment ce pathogéne résiste a
l'interférence a I'ARN et s'il peut I'exploiter pour causer des symptémes chez

le pécher.

D.2 Objectifs
Dans l'optique de mieux comprendre les interactions entre PLMVd et le
mécanisme d’interférence a ’ARN du pécher les objectifs spécifiques suivants

ont été identifiés :
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. Cloner et séquencer les petits ARN présents dans des plants de pécher
sains et infectés (Chapitre 1)

. Caractériservles petits ARN produits par les péchers (Chapitre 1)

. Déterminer si des régions particuliéres du génome de PLMVd sont plus

susceptibles a l'interférence a ’ARN (Chapitre 1)
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Chapitre 1 : Caractérisation des petits ARN associés a

I’infection de PLMVd

1.1 Article : Characterization of the siRNA associated with

peach latent mosaic viroid infection

Patrick St-Pierre#, |. Fekih Hasse_n#, D. Thompson, J.P. Perreault
#Ces auteurs ont une contribution équivalente au travail

Article accepté dans Virology

Implication dans le travail

Iméne Fekif Hassen est une stagiaire post-doctorale qui a mis au point le
protocole de clonage des pétits ARN et a cIoné la moitié des éiARN gue nous
avons obtenu. De mon coété, jai obtenu lautre moitié des séquences
présentées, j'ai préparé I'ensemble des figures et j'ai participé a la rédaction

de l'article avec le docteur Perreault.
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Abstract

The peach latent mosaic viroid (PLMVd) is a small, circular RNA
species that has been shown to induce RNA silencing in plants. With the goal
of better understanding the biological mechanism underlying this process, the
siRNA found in PLMVd infected peéch leaves were isolated and sequenced.
Analysis of the resulting data prompted several conclusions, including: i.
PLMVd strands of both polarities are substrates for the Dicer-like enzymes
found in peach leaves; ii. the more highly structured regions of PLMVd trigger
the activity of the Dicer-Like enzymes; and, iii. the circular PLMVd conformers

appear to be favored for transport into the cytoplasm.

Keywords: Viroid; RNA Silencing; Post-trahscriptional gene silencing;

Sequencing; Small non-coding RNA

Abbreviations: DCL, Dicer-like; dsRNA, double-stranded RNA; ncRNA, non-
“coding RNA; PLMVd, peach latent mosaic viroid; PSTVd, potato spindle tuber
viroid; PTGS, post-transcriptional gene silencing; RdRp, RNAdependent RNA
polymerase; RISC, RNA-induced silencing corﬁplex; siRNA, small interfering

RNA.
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Introduction

Plants héve developed a highly adaptable mechanism in order to
protect themselves against exogenous RNAs such as viroids. This
mechanism, called post-transcriptional gene silencing (PTGS), is induced by
the presence of either double-stranded RNAs (dsRNA) or structured single-
| stranded RNAs [1]. These RNAs are cleaved into small interfering RNAs
(siRNAs) 21 to 26 nucleotides (nt) in length by an RNase lil-like enzyme, more
specifically a Dicer-Like enzyme (DCL). siRNAs are incorporated into RNA-
induced silencing complexes (RISC) and subsequently guide the sequence
§peciﬁc degradation of target mRNAs. In addition, siRNAs can serve as
primers for an RNAdependent RNA polymerase (RdRp), thereby causing an
amplification phenomenon. Based on the detection of siRNAs of 21 to 25 ntin
Iengfh, several viroids have been shown to induce PTGS [2-6]. Moreover, it
has been suggested that the production of siRNAs from viroids could explain
how these pathogens cause symptoms in their hosts [7].

In the case of peach latent mosaic viroid (PLMVd), characterization
using wheat germ extract shed light on the silencing mechanism. First, it was
shown that the long hairpin structure implicated in the replication of the viroid
has the ability to preferentially trigger DCL enzyme(s) activity(ies), a much
more likely situation than the highly improbable formation of a double-stranded
RNA structure including PLMVd strands of both plus (+) and minus (-)
polarities [8]. Second, these experiments showed that the RdRp could use
siRNA as primers for the production of dsRNAs that should be susceptible to

DCL activity, thereby leading to amplification of the RNA silencing
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phenomenon as well as propagation of the PLMVd derived small RNA species
[8].

Though these experiments were instructive, they were based on in vitro
enzymatic assays, and, consequently, needed to be confirmed in vivo. With
the goal of better understanding this silencing mechanism, a sequencing effort
of the siRNAs associated with PLMVd infection in peach leaves was

performed.

Results and Discussion

Leaves were collected from one healthy and one PLMVd-infected
peach trees from both the west coast of Canada and the north of Tunisia
(Tableau 1).

Tableau 1

Country State Number of small Number of unique

" RNAs total small RNAs
Tunisia Healthy 189 165
. Tunisia Infected 156 . 156
Canada Healthy 128 112
Canada Infected 142 128

After RNA extraction, PLMVd infection was confirmed by both RT-PCR
amplification and Northern blot hybridization using a full-length PLMVd probe
of either (+) or (-) polarity as described previously (data not shown) [9,10]. It is
known that PLMVd replicates in chloroplasts via a symmetric rolling circle
mechanism in which there are mainly linear monomers of both polaritiés,
almost no detectable multimeric strands and only a small amount of circular

monomers presetn [9]. Equivalent banding patterns were obtained for the
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samples derived from the two infected peach trees. The content, in terms of
PLMVd-related small ncRNAs which are the most likely to be siRNAs, was
an‘élyzed by Northern blot hybridization after fractionation of the RNA samples
on denaturing 15% PAGE gels (Figure. 7A). Appropriate bands were detected
only in the RNA samples Esolated from infected leaves, in agreement with

previous reports [4,5].

Characterization of the small ncRNA

In order to analyze the composition in terms of the small ncRNAs, more
specifically that of the PLMVd-associated siRNAs, the RNA samples were
fractionated on denaturing 15% PAGE gels, the bands possessing
electrophoretic mobilities thaf corresponded to RNAs of 18 to 26 nt in length
were cut out of the gel and the RNA extracted. After the addition of linkers to
the ends of the purified ncRNAs, the resulting molecules were reverse
transcribed, PCR amplified, multimerized and finally cloned into pGEM-T
vector according to the procedure developed for microRNA sequencing [11]. A
total of 615 unambiguous sequences (i.e. without any unspecified nucleotides)
were obtained (see Tableau 1). It is not clear if the sequences found more
than once represented a higher cellular abundance, or were the result of
technical artifacts. In order to prevent any erroneous interpretations, all
species were considered only once per sample in all subsequent analyses.
This yielded a total of 561 different small RNA species, meaning that 9% of the
original sequences were repeated (see Supplementary data). Initially, ncRNAs

were analyzed as a function of their size. In the samples derived from the
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healthy trees the 21 nt RNA species were found to be less abundant than
those of 24 nt (19.7% versus 33.3%, respectively). Conversely, the 21 nt
ncRNAs were slightly more abundant than the 24 nt ones in the samples
derived from infected leaves (29.2% versus 26.8%) (Figure. 7B). This vériation
in the ncRNA levels was a good indication that the antiviral RNA silencing
process, which produces 21 nt long ncRNAs, was active in PLMVd-infected
leaves. Sequence homology searches were performed for each ncRNA found
using the available Arabidopsis thaliana plant databases since the Prunus
persica sequence is incomplete. Additional homology searches were
performed using‘both the available viroid subviral and miRNA databases. In all
cases, the sequences were considered to be homologous when three or less
mismatches existed between an ncRNA and a given reported sequence
(Figure. 7C). When sequence homologies were found for more than one RNA
species, the higher homology was considered for unique assignment, if
possible. Briefly, most of the ncRNAs retrieved do not have any known
homologous sequences reported (i.e. >70%), reflecting the fact that to date
none of the peach genomes (i.e. nuclear, plastid and mifochondrial) have been
sequenced. Interestingly, we noted that the proportion of the rRNA sequences
was relatively low regardless of the origin of the samples. This low proportion
of rRNA is a good indication of the quality of the samples. If random
degradation or contamination occurred during the preparation of the ncRNA
librairies, a higher ratio of rRNA would be expected due to the fact that rRNA
represents >80% of the total cellular RNA. We also detected a small but
significant proportion that possessed homology to the mRNA and miRNA

fractions, in addition to the fact that ~20% of the ncRNA sequences possessed
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Figure. 7. Analysis of PLMVd-associated siRNA sequences and small ncRNAs
retrieved in RNA samples extracted from peach leaves. (A) A representative
autoradidgram of a Northern blot hybridization of RNA samples isolated from
peach trees located on the West coast of Canada. RNA samples were
fractionated on a denaturing 15% PAGE gel prior being transferred to a nylon
filter. The hybridization was performed with 32P-labelled PLMVd linear strands
of either (-) or (+) polarity (i.e. left and right panels, respectively). Lanes 1 and
3 are RNA samples isolated from a healthy peach tree, while lanes 2 and 4
are RNA samples isolated from an infected peach tree. Only the portions
showing the small RNA species are shown. Adjacent to the gel, the positions
of the synthetic transcripts of 18 and 26 nt used as markers are indicated. (B)
Histogram illustrating the size distribution of the sequenced small ncRNAs. (C)
Representation of the small ncRNAs identities based on homology searches.
In (B) and (C) the black and white bars represent the species retrieved from

the healthy and PLMVd-infected RNA samples, respectively.
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homology with reported DNA sequences (data not shown). A certain
proportion of the small RNA sequences (~10%) exhibited homology to already -
reported sequences, suggesting conservation of small RNA species between
organisms (Figure. 7C). Some sequences belong to two clusters, resulting in a
total of 115% fractions when all are added up. For example, all miRNA were
also part of the small RNA cluster. This type of result is typical of several other
studies (e.g. see ref. [6]). Importantly, no PLMVd homologous sequences were
retrieved from the samples derived from the healthy leaves supporting, once
again, the integrity of the samples and confirming the results from the initial
Northern blot hybridizations (Figure. 7A). Conversely, 20.5%- o'f the ncRNA
sequences retrieved from the infected samples were homologous to PLMVd
sequences, confirming that RNA silencing was triggered by the viroid infection
(i.e. 60 out of 293 ncRNA obtained from the infected samples). This
percentage is hiQher than those reported for both Potato spindle tuber viroid
(PSTVd) and Citrus exocortis viroid (<5%), two viroids that accumulate in the
nucleus [6,12]. Finally, no signiﬁcant bias was observed in these analyses fn

terms of the origin of the sample (i.e. Tunisia or Canada).

PLMVd specific siRNAs

The majority of the PLMVd-derived siRNA sequences (75%) were
‘perfectly complementary to reported PLMVd variants. Only 20% of these
siRNAs exhibited a single point mutation and only 5% two mismatches.
Because the level of homology between the siRNAs and the PLMVd variants

_is very high, it is unlikely that the association between these species is a
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mistake. These siRNAs were primarily 21 nt in size (61.3%), corres‘ponding to
the action of the DCL1 enzyme that is involved in both the antiviral silencing as
well as the miRNA production [1]. The siRNAs of 20 and 22 nt correspoﬁded
to 8.1% and 19.4%, respectively, of the siRNA population. The residual
fraction (11.2%) included siRNAs of 19, 23, 24 and 26 nt. Interestingly, a
significant bias for the presence of a U residue at the 5’ end (i.e. 35,5% of
PLMVd like siRNA), as it is expected fof siRNAs [13], was observed. Finally,
the presence .of a phosphate at the _5’-end of the ncRNA, produced by DCL
enzymes, was confirmed by the detection of a band shift in Northern blot
hybridization if the samples were treated with alkaline phosphatase prior to
electrophoresis (data not shown). The collection of PLMVd-specific siRNAs
was further analyzed in order to clarify exactly how the silencing takes place in
the plant. Added together, these siRNAs contain 1368 nt, 3.9 times the length
of the model PLMVd genome (338 nt). There are 35 and 25 siRNAs
complementary to the PLMVd strénds of (+) and (-) polarities, respectively
(see Figure. 8A). It has been shown that the PLMVd strands of (+) polarity are
slightly more abundant in cells thén are their counterparts of (-) polarity,
regardless the conformation (i.e. circular and linear monomers as well vas'
linear multimers) [9]. An average of 3 (+) strand moleéules for every 2 (’-)
strands has been estimated. Therefore, the slightly higher abundance of
siRNA of (+) polarity observed (i.e. 58.3% compared to 41.7% for (+) and (-)
polarities, respectively), likely reflects the difference in PLMVd strand
abundance, indicating that strands of both polarities similarly trigger DCL
enzymes. To date, there has been no DCL enzyme reported to be located

within the chloroplast, consequently, this observation constitutes the first
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evidence that PLMVd strands of both polarities are present at some point in

the cytoplasm as this is required for the RNA silencing to occur.

PLMVd conformers as putative substrates for DCL enzymes

In vitro experiments using a wheat germ extract have shown that the
long P11 stem of PLMVd can trigger the DCL enzyme(s) [8]. However, the
amplification phenomenon observed to be associafed with the RNA silencing
mechanism, and based on the RdRp activity, should produce a similar
coverage of the PLMVd genome in terms of siRNA species. Surprisingly, the
alignment of the siRNAs along the PLMVd structure showed that this was in
fact not the case (Figure 8A and 8B). Instead, the siRNAs appeared to be
concentrated around the P2-P3 stems, the P5- P7 stems and the lower strand
of the P11 stem (bold regions in Figure 8B). While the P11 is sufficiently long,
most likely the P2-P3 and P5-P7 stems have to stack together in order to form
the 21 base pair helical region required for recognition by the DCL enzyme
[13]. Conversely, the regions including smaller hairpins (P1, P2, P4, P8, P9
and P10) were less represented, in accordance with the dsRNA prerequisite
for DCL activity. Similarly structured regions of PSTVd were shown to be
preferentially hydrolyzed by the DCL enzymes [12]. Differential accumulation
of siRNAsvfor a virus has also been reported (i.e. the Cymbidium ringspot
virus) [14]. Surprisingly, the upper strand of the P“ stem was less
represented for both polarities, even thought it respects the requiremerits for
DCL activity; The reason for this phenomenon remains unclear. Further

analysis of the PLMVd-associated siRNAs revealed that there are four species
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that overlap the hammerhead cleavage site of (+) polarity, and only one that
ends precisely at the cleavage site (see Figure 8A and 8C). The cloned
siRNAs were most likely protected by proteins implicated in the RNA silencing
mechanism (e.g. DCL and Argonaute). Thus, their molecular stabilites should
be relatively similar and, consequently, there should be no bias in terms of
stability that would explain the finding of more abundant siRNA species. Three
methods that explain the productionbof the siRNA overlapping the cleavage
site can be envisioned. The first possibility is that multimeric strands of both
polarities interact together, forming a long dsRNA substrate for the DCL
enzyme. However, if this is indeed the method, there should be no bias in
terms of the PLMVd region susceptible to DCL activity, which is not the case.
The second possibility is that the dsRNA substrates for DCL activity resulted
from RdRp activity using an siRNA derived from a previous PLMVd cleavage.
Again, the nonuniform distribution of siRNAs is most likely an indication that
this is not the explanation. The third possibility, and the most probable one, is
that the PLMVd circular conformers are the preferred substrate for the DCL
enzyme. The high abundance of siRNA covering the hammerhead cleavage
site (4 out of 35) support this idea, especially when one considers the results
from a previous quantitative analysis of the accumulation of PLMVd
conformers showed that there is an average ratio of 1:11 of circﬁlar to linear
strands of (+) polarity that accumulate in the leaves [9]. If the targeting of linear
and circular conformer was equal, 1 siRNA coming from circular molecule
would be expected for every 11 siRNAs coming from Iinea‘r one.
Experimentally 4 siRNA out of 35 are derived from the (+) circular genome of

PLMVd, a slightly higher ratio then expected. It may be an indication that the
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Figure. 8. Localization of the observed PLMVd-associated siRNAs on the
PLMVd molecule. (A) Linear representation of the PLMVd genome upon which
all of 'the RNAs homologous to PLMVd are represented. Paired regioné (P) in
the secondary structure (see panel B) are shown in black, while single-
stranded regions (i.e. bulges and loops) are shown in white. Due to space
constraints only some paired regions are indicated. The siRNAs
complementary to the PLMVd strands of (+) polarity are indicated above the
genome (black lines), while those of (-) polarity are indicated below the
genome (grey lines). The siRNAs ciovering the cleavage site are numbered 1
to 5, while those forming RNA duplexes with a 2 nt overhang at the 3’ end are
labeled 6, 6’ and 7, 7°. B) Schematic secondary structure of PLMVd according
to Bussiére et al. [20]. The bold lines indicate sequences covered by at least 7
siRNAs. (C) Sequences of the siRNAs covering the hammerhead cleavage
site of (+) polarity. In (A), (B) and (C) arrows indicate the hammerhead
cleavage sites of both polarities. (D) Sequences of pairs of siRNAs forming

perfect Dicer products.
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circular conformers are selectively chosen for transport within the cytoplasm
and that, once there, they become substrates for the DCL. However, it is
improbable that only circular conformers are transported within the cytoplasm.
The observation of an siRNA that terminates precisely at the hammerhead
self-cleavage site suggests that the linear conformer is also targeted, since the
cleavage of the circular one would require hydrolysis of the unusual 2'-5'-
phosphodiester bond found at the self-ligation site [1 5] by the DCL enzyme, a
highly unlikely scenario. Thus, it seems that both PLMVd circular and linear
conformers of (+) polarity are present in the cytoplasm, but with a
predominance of the circular conformer. This hypothesis cannot receive
physical support from the analysis of the siRNAs originéting from the (-)
polarity PLMVd strands as no PLMVd-associated RNA was producéd from the
(-) strands that either overlapped with, or terminated precisely at, the
hammerhead cleavage site. This might result from the fact that the number of
siRNAs from the upper strand of PLMVd was limited for unknown reasons as
mentioned above. Clearly, additional studies will be required in order to clarify
this unexpected accumulation of fragments covering the hammered cleavage
site of (+) polarity.

Finally, we wondered if the collection of sequences contains any pair(s)
of either partially or perfectly complementary RNAs that could form dsRNA
harboring 2 nt overhangs on their 3’ end corresponding to an ideal .DCL
cleavage. Two such pairs were found (Figure 8D), one in the P11 stem and
the other in the P2-P3 stems. Both cases were perfectly homologous,
indicating that the DCL substrate could result from the RdRp activity. Further

biochemical experiments should help in solving this inconsistency. In
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oppositioh to what was suggested previously, this observation supports the
involvement of the RARp activity in the RNA silencing ampliﬁcatioﬁ. Of course,
the RNAs forming the perfect duplexes could originate from two different
éleavage activities and been found solely by chance. However, it is surprising
that no duplex'coming from the P11 stem and possessing the corresponding

mismatches, was not also found.

Concluding remarks

This sequencing effort and the analysis of the PLMVd-associated
siRNAs reveal several aspects of the silencing defense mechanism in plants.
Specifically, PLMVd strands of both polarities are substrates for the DCL
-enzymes that preferentially recognize the most structured region of the viroid.
Moreover, considering that DCL1 is associated with antiviral RNA silencing,
and that it is found in the cytoplasm, the data presented here indicate that
although PLMVd strands of both polarities are transported within the
cytoplasm, the circular conformers are significantly more efficiently
transported. It is ‘not known if it is the presence of a sequence that could be
juxtaposed with the circular conformer ligation site, or the presence of the
unusual 2',5'-phosphodiester bond at that position, that provides the selective
advantage to the circular conformers. Furthermore, it is not impossible that thev
circular conformers adopt a different structure, as compared to the linear ones,
which would favour their exportation. This collection of ncRNAs sequences
sheds light on several aspects of silencing of a viroid; however, it also raises

several questions. The availability of high-throughput sequencing technology
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will certainly be an important tool in answering several of these intringuing

questions.

Material and Methods
RNA extraction and Northern blot hybridization

Total RNA (40 ug) was extracted from both infected and healthy peach
leaves grown on the west coast of Cenada (Sidney, British Columbia) and in
the north of Tunisia using TRIzol as recommended by the manufacturer
(Invitrogen). These RNA samples were quantified by UV spectroscopy, and
their quality verified by 1% agarose gel electrophoresis. The replication of
PLMVd was verified by both RT-PCR ampilification and Northern blot
hybridization as described previously [9,10]. PLMVd-associated siRNAs were

detected by Northern blot hybridization as reported previously [5].

Cloning and analysis of small ncRNAs

Cloning and sequencing of the small ncRNAs was performed as
described previously with only minor modifications [11>,16]. Briefly, RNA
samples were fractionated on denaturing 15% PAGE gels. The gel bands |
corresponding to the region located between the 18 and 26 nt long RNA
species markers were visualized by UV shadowing, excised, the RNA eluted
overnight at 4°C, ethanol precipitated and dried. Linkers were then ligated to
both ends of the small ncRNA as described previously [8,11]. The 3'-linker
(5’PO4-CUGUAGGATCCATCAA-NH2-3', the bold letters represent

ribonucleotides, while the other positions are deoxyribonucleotides) includes a
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5’ phosphate (PO4) and a 3’ NH2 in order tq avoid multimerization between
the monomers, whiie the 5'-linker (5’ ATCGTAGGAUCCUGAAA-3’) did not
posses any special modification. The resulting products were reverse
transcribed, PCR amplified, multimerized, ligated into pGEM-T vector
(Promega), transformed into E. coli XL1-Blue bacteria and the resulting
recombinant plasmids purified and then inserts sequenced at the McGill
Genome Center. Sequence homology searches were performed for each
NncRNA found using the available Arabidopsis thaliana

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/static/MVPlan{Blast.shtm|?2), viroid

subviral (http://subviral.med.uottawa.ca/cgi-bin/home.cqi) [17], viral (http://gib-

v.genes.nig.ac.jp), [18] and miRNA . (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences)

[19] databases.
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Tableau 2. Origin and sequence of obtained small ncRNA
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Country of origin

tree status

sequence

PLMVd-like

Canada healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy acagatcaggaccagaagttcttt
Canada healthy tgttgcgttctcagatatataga
Canada healthy tcggaccaggcttcattccce
Canada healthy actctcacaaaaggagaggtgaa
Canada healthy tttggtgtcctgactgcactga
Canada healthy aaaactgctttcagaagaagcaaa
Canada healthy cacaccaaaaacttgagccaca
Canada healthy ggcgagcgaaccgggaatagce
Canada healthy atagggatctcacatcacctt
Canada healthy ccgatgcggattgcggcggecggcec
Canada healthy tgaagctgccagcatgat
Canada healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy cgctatccatcctgagtttc
Canada healthy tcgaactctcatagcatattggtt
Canada healthy accttaggttgcctacgtaccctt
Canada" healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy tttcggtccttgttgcacctt
Canada healthy ggtagttcgaccgtggaatta
Canada healthy atagggctacaactttgtgtttac
Canada healthy tagtgcgctcccttgatgatt
Canada healthy tgagttggtatctaaagttgg
Canada healthy tgacctcaaaataacaggggtc
Canada healthy tgaaatgaagctgccagcatgatctga
Canada healthy gacagagttggatggcaggac
Canada healthy ttactcaccgttggatgtaaattc
Canada healthy tgaaacagtcgagatgtaataaaa
Canada healthy ttgaccgtgagtctcctggggtaa
Canada healthy ctttaagatggtatcactaagc
Canada healthy gggaactcatatcatcaaaagttctg
Canada healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy ttcccaataagcatgttgtatca
Canada healthy tcgggttaaaattcctgaacc
Canada healthy ttagccagacttgagcaccgaat
Canada healthy cttctagatccttcaacct
Canada healthy ccatggcaatccaagagcaatca
Canada healthy aactccgaataccgaagagtg
Canada healthy ggtagttcgaccgtggaattt
Canada healthy agtgatttgaagtagttgtttcca
Canada healthy aggaggagtggccttttataggca
Canada healthy agttgagtcctttacctgattgcet
Canada healthy ttgatgtgtttagtcgectatt
Canada healthy tgtcagtttgtcaaatacccc
Canada healthy tggggtactgactgcactgagctgt
Canada healthy aggaaagcagatttgactctttca
Canada healthy tttcggteccttgttgecacctt
Canada healthy tctcaacagttcatctaattttc
Canada healthy tagggcgctatcttctgtett
Canada healthy taactgcgacaactagacctyg
Canada healthy gagtcgaaatatctgtggtaaaga
Canada healthy aagggtccaagagatttgtggtca
Canada. healthy

gaggcgaacgctagtgaaccata
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Canada healthy ctgaagtgtttggggggaccc
Canada healthy tttcggtcettgttgcacctt
Canada healthy agtgactgattctttggatgtcaa
Canada healthy tgacaacgagagagagcacgcctg
Canada healthy agtttcaattctgtcaattttga
Canada healthy tgagtacaccctataatcgtacac
Canada healthy aataggaccgaaatcctatga
Canada healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy ttggggacgaattgaagatgt
Canada healthy aaaaaatactggaagcacattatgt
Canada healthy agagtctaagtaagttggctagag
Canada healthy tacctggttgatcctgeccagt
Canada healthy ttcggaggttcgaatccttcgaa
Canada healthy ttggtgtcctgactgcactga
Canada healthy cctggctctgataccataac
Canada healthy acacagattatgtgactgtggtaa
Canada healthy ataacacgttatcagcacaac
Canada healthy ccaatgaaaggactacacgtgtaa
Canada healthy agtgtgtgtatgagagaaatcctc
Canada healthy taatcatttgcaaacaccctt
Canada healthy agggagattcactattatacccaa
Canada healthy ggaactcatatcatcaaaagttctg
Canada healthy gcggacgggtgagtaacgcg
Canada healthy acctggctctgataccataac
Canada healthy ggagcatgtggtttaattcg
Canada healthy cgtagggatctaatatattatcac
Canada healthy tccaaaaaaagaaacacacaacat
Canada healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy tgaagctgccagcatgatctg
Canada healthy gacgacttacatattaaaatgac
Canada healthy cggaggtagggtccagecggct
Canada healthy attcaggtgggacactttcgaaccc
Canada healthy atttaaagtagctaaatgaaaag
Canada healthy gggttgctaactcaacgg
Canada healthy aacagaccggtagatcttgaac
Canada healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy atccagcgaaaccacagccaa
Canada healthy ataacgcactgtaattgaaac
Canada healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy tcaacaagataatgtctgatttga
Canada healthy aaccacagcctcaacttatagcaa
Canada healthy gagtcatcagctcgcgttgactac
Canada healthy tgtcagtttgtcaaataccc
Canada healthy tgctgtgttgactgcttctgece
Canada healthy ccgggggacggactggg
Canada healthy gcttgaaattgtcgggagg
Canada healthy agtccttgatgacattggaa

- Canada healthy aatcatttatgcatgtatcggcga
Canada healthy tgtgcacaatgacttgtcggccata
Canada healthy tgaaacgtgagaccattataatatgc
Canada healthy tacctggttgatcctgccagta
Canada healthy tgagtttacatccttattcga
Canada healthy ctttattcatgtgaacttcacttc
Canada healthy gaaataatggcactgttcaagttc
Canada healthy ggaaggttggtgaggttgag
Canada healthy cacgtccctgtatgtgtgacgaat
Canada healthy tcgggttaaaattcctgaacc
Canada healthy ttgtgaggttgtctaaacttg
Canada healthy tgaatcacggtacttcaaaaagt
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Canada healthy tgggtttaaaacgtcgtg
Canada healthy agggaggattagctagtcctata
Canada healthy aagagaggtcataagggtctca
‘Canada healthy gggggtacttccttattt
Canada healthy gagaggggcaataatatactaagt
Canada healthy aaatagcttttccttttcttg
Canada healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada healthy cgtatggaaatggcattgtct
Canada healthy cttgagcccaattaggcttgtage
Canada healthy ggtagttcgaccgtggaattt
Canada healthy aaaaatagataagaaagcatac
Canada healthy tttcggtceccttgttgcacctt
Canada healthy tgtcagtttgtaaatacccc
Canada healthy aagcaggttttattaggccatcca
Canada healthy tgtcagtttgtcaaatacccc
___________ Canada | healthy | _ agacaaccagcataacttaga |
Canada infected ataagcaatctgtgtttaataga
Canada infected accctagatggcgagagtccag
Canada infected tcggtggactgctcgagetget
Canada infected ttcaaacagtacattcgcaag
Canada infected ttcgggaagttgttattgatct
Canada infected gtaaaggagcaataataaatttcttyg
Canada infected gcatcggtaaagttactcttc
Canada infected gaaatcaaagtttttgggttcc
Canada infected cagagactcatcagtgtgcta v
Canada infected ctgaagtgtttgggggaact
Canada infected ctgaaatgagacgaaactctac v
Canada infected aacactcttgtgtctatacacccc
Canada infected aggagtataaggaaatagacacacc
Canada infected agaacttttagtaagccaatagtt
Canada infected aaaagaatagagcaacagcaa
Canada infected taatcatttgcaaacaccctt
Canada infected ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada infected atagaaaggctaaggacctcg v
Canada infected aggtaccgccgtagaaactgg R
Canada infected gagtctctgaaatgagacgaa v
Canada infected agctctcctctcaacttgggta
Canada infected tttcggtecttgttgcacctt -
Canada infected cctgaaccgggacgtggtgg
Canada infected ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada infected tgcttagcecctttctaccgaaa v
Canada infected aatgccggtgcceatgtcectt
Canada infected ccgggtagacgtcgtaatcca
Canada infected taacagaccggtagacttgaac
Canada infected gattacgacgtcttaccggga R
Canada infected cctgaaaagcggttggttccgagggggg
Canada infected ctcaaagttcctcaggaa
Canada infected ctgacattctagactctgttgt
Canada infected atatatctgataacgcaacatctt
Canada infected tgtttctagaaccagtatcaa
Canada infected ttaaccgtgtcgtcagaggcaac
Canada infected ataacaagttaagtgttctga
Canada infected ctttcgctcagagtcacctctga N
Canada infected ttggggtgccctattcgagge R
Canada infected tgatgtgtttagtcgctat
Canada infected gtgatgactctgaataactgag
Canada infected aaatgggaaacatcaggaagtt
Canada infected cccaccttacctcattgcga N
Canada infected atgcactcatttcaagggggtgcaac
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Canada infected agctactttggttaaaaagaagga

Canada infected tttcggtccttgttgcacctt

Canada infected atgtactttgtagaagtgttatca

Canada infected tggagcacttagaggtcttctta

Canada infected agaggtgactattctctcaaa v
Canada infected ttgatgtgtttagtcgctatt

Canada infected tcatcagtgggcttagcccaag v
Canada infected tgaaaaagagattatgtgagattagctcc

Canada infected tgatgagtctctgaaatgaga N
Canada infected gtcatcactctctcataagt v
Canada infected atcgggtagatgcgtccaccaaga

Canada infected ttgcgttaggtcgaaagttac

Canada infected gggcaccccaaggtggagggg v
Canada infected actaggatgggtgacctcctgggaagt

Canada infected cttcaccacaccacttttctcaaa

Canada infected agccgttgatgcatgtgtgacct

Canada infected aataccgggctcttagagtctggtaattg

Canada infected tcagagagcttgtagtggaagaaa

Canada infected agtggaagtgcagtgatgtatgcagcect

Canada infected gaaagcatcactagcttacgct

Canada infected tagtggacattatttttcaca

Canada infected ggtgaataattcgtgctgataac

Canada infected cctccaccttggggtgeccta v
Canada infected ttgatgtgtttagtcgctatt

Canada infected cctgaaactatttataggcataagactgt

Canada infected cggcggtacctggatcacacc Y
Canada infected tgaaaaagagtctgtgcttagcacac v
Canada infected tgtagtgccaatccaacacaagt

Canada infected tctcaacggctcatcagtggg v
Canada infected ttgatgtgtttagtcgctatt

Canada infected tagaaaggctaaggacctcgc v
Canada infected ccctgttgagcttgactcta

Canada infected ttgatgtgtttagtcgctatt

Canada infected actcacaaaagcgcagggaggtac

Canada infected gccattcacgcccggtcecgta

Canada infected gacgcagcaccaaacgtaggtcat

Canada infected taactgcgacaactagacctg

Canada infected cgaaacttatgatgaatagag

Canada infected tatttggagattagttggtcac

Canada infected agttcgagcggtcggactcaga

Canada infected aggcgagtgtctctacacatacaa

Canada infected tgagaggtgactattctctcaa v
Canada infected aggcgagtgtctctacacatacaa

Canada infected tgagaggtgactattctctcaa v
Canada infected atgtaatgtgtgtgtgagtttag

Canada infected aagagtctgtgcttagcacactga v
Canada infected gctagggagaccaactttagatac

Canada infected tgaagtgtttgggggaactc

Canada infected tggattctcaaaaaggcaaa

Canada infected attggactgataaaacattgg

Canada infected tcaaagtcactgaagacccga

Canada infected ggggatgtagctcagatggt

Canada infected tttgcagacgacttactgt

Canada infected tgaaataatgggtgatagccccgta

Canada infected ttaataggatgtatgcttg

Canada infected ctgaagtgtttggggggaccc

Canada infected acctctgagaggggccgggtt

Canada infected ctgaaaggttgagtataaaaa

Canada infected acggaccaaggagtctgac
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Canada infected aggacttgaaaagagagtca
Canada infected aaagttcgagctcatgttatcaat
Canada infected gaactttgaaggccgaagaggggaaag
Canada infected ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada infected i ggcgaaattgaaataccac
Canada infected ttaaataaaactaacatggta
Canada ] infected aggaactccgaagttaagcgagtt
Canada infected agaacagatgacggaagcaatcga
Canada infected tattatgcatggagccgccaaca
Canada infected tgggttgggtcgaccggtcce
Canada infected agagagttggccgtttgacccaaa
Canada . infected tttccagtacgaatacgaa
Canada infected acaaaaactgattatttcatttgt
Canada infected cagcggttggctttattgett
Canada ) infected tgacctctcagcccecctcecac v
Canada infected - agcggttggttccgaggggg v
Canada infected tacctggttgatcctgccagtagtce
Canada infected tggcgaacccaaaatttttgtage
Canada infected tttcggtccttgttgcacctt
Canada infected ctggaccagaagcttctcaagctcaagc
Canada infected tacctggttgatcctgccagtagte
Canada infected gataaacacatgataattgtatg
Canada infected taagcccagacttatgagagag v
Canada infected cgtagaaactggattacgac. N
Canada infected . gacactgatgagtctctgaaat v
Canada infected aaagatctgaaaaatgttcgtg
Canada infected atgctaagaacagtcgttcac
Canada infected cccaaggtggaggggctga v
Canada infected agcctttctatcgagactgca v
Canada infected tgacctgttggagatagtcgaaa
Canada infected ttactccatattttatgatgtggaagta
Canada infected ttgatgtgtttagtcgctatt
Canada infected tgaaatagacgtcgtaatccagtt
Canada infected ttgatgtgtttagtcgctatt,
Canada ) infected acccatctctttgaaatttaac
Canada infected acacattactttgaccaactgac
Canada infected ctgaagtgtttggggggaccc
Canada infected tattctggtgtcctaggcgtagagg
Canada infected ttaaattacaatttctaccga
______ Canada ____ | _infected | ____ actggattacgacgtctac _____ [ ___ N ____
Tunisia health§ gcgattattttcacagcacaacaactg
Tunisia healthy tttacgtgcagctcaatattcgca
Tunisia healthy tacctggttgatcctgccagtagtc
Tunisia healthy gctgacgtcagcgctgacaaaaac
Tunisia healthy tgacttgcagatctgaggtcttaa
Tunisia healthy tccgagatagtctgaggatttaat
Tunisia healthy aatttataggggagactctgccga
Tunisia healthy atccaactgggggactaactttct
Tunisia healthy gaaggtcacggcgagacgagccgttt
Tunisia healthy atccggttaagatcgatctaaaccage
Tunisia healthy cttaaagagggggttttagtcctt
Tunisia healthy aatgtcaaagtgaagaaattcaacc
Tunisia healthy cctgaaagtgcccaactgcgcgctaacctaga
Tunisia healthy ccgtagtaattctagagctaatacgtg
Tunisia healthy atggaatctgaatctgagattatt
Tunisia healthy agagagttggtacacaagttagta
Tunisia healthy tggcggcggcggtcataatgggaa
Tunisia healthy ctttgtggtcagggaaagccgaat
Tunisia healthy cattgtaaggtgcgcgtcgaggce
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Tunisia healthy tcgggagacatggtccaagecccggt
Tunisia healthy atgactctcggcaacggatatcta
Tunisia healthy caaattgctttctctcatagctga
Tunisia healthy aaaattgttacggtggtgtttcaa
Tunisia healthy ggcagtaggaaaatgacgtagcatt
Tunisia healthy acggtaaaaaaattttgaatcag
Tunisia healthy agagtgagtgaccacaaatttctt
Tunisia healthy acagaagggctgtttcttgcgaag
Tunisia healthy tcaacctagtacgagaggaaccgt
Tunisia healthy actccaaatgtcatcaagaatcaa
Tunisia healthy ttcgcataatcatagattgttcaa
Tunisia healthy tgatggtgtcgagacatacttcac
Tunisia healthy atcgccttgtcaaaatagaggtgt
Tunisia healthy tcaaaacagttttccaagcccaac
Tunisia healthy gaaggtcacggcgagacgagccgttta
Tunisia healthy cacacacacacaaaactatgatgt
Tunisia healthy tccttaaggttatcctatgcacat
Tunisia healthy gccgctcgcectcatctegtgacaaa
Tunisia healthy accagcagcgctggaggtgctctaa
Tunisia healthy atttggcaccttagttgctatgta
Tunisia healthy agtaaaaaatgatattaacttgca
Tunisia healthy caccaaatcagtcgtgtgaggtaa
Tunisia " healthy ttggttccgagatttttcgaccac
Tunisia healthy tacctggttgatcctgccagtagtc
Tunisia healthy tattctggtgtcctaggcgtagagg
Tunisia healthy tgccggeccgggggacggactggga
Tunisia healthy gcgacggggtattgtaagtggcag
Tunisia healthy tcgttttcgtatgaatcgattaca
Tunisia healthy agcagaaacaaacaaatatggcaca
Tunisia healthy tctgaaatgaagtggttggtgtat
Tunisia healthy ctgaaaatagccatactcecaatatgattct
Tunisia healthy gaaggtcacggcgagacgagccgtttat
Tunisia healthy tgaaggaagatttgtggaaag
Tunisia healthy ctgaaaaactcatatcatcaaa
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia healthy acctggctctgataccataac
Tunisia healthy gattaacgagattcccactg
Tunisia healthy tggtgatgtttttctcgtaact
Tunisia healthy tacatctggtccctacatat
Tunisia healthy aaggcttgttgctcgaggaa
Tunisia healthy taccaaatagtgcatagtggg
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgectatt
Tunisia healthy agagaactcagccggtat
Tunisia healthy gactctcggcaacggatatctc
Tunisia healthy aacagtcccaacctatcgaac
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia healthy tctttcctactccacccattce
Tunisia healthy cgaccacccatattataacacgt
Tunisia healthy gcacgggcttaattctac
Tunisia healthy cgacttcccctgggggtacca
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgectatt
Tunisia healthy ttgcctattcctcccatgeccaa
Tunisia healthy gcgagtttgggcgagagtagt
Tunisia healthy tagtgcatgaacaaagactttct
Tunisia healthy gcgggtatagtttagtggta
Tunisia healthy ctggatatagtccgggtgettt
Tunisia healthy cggatgctaacgcaatgtgatt
Tunisia healthy aaccggaagccgggttacggt
Tunisia healthy acctggctctgataccataac
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Tunisia healthy cgctgggtagccaagtgcg
Tunisia healthy caggtgcacaatgacttgtc
Tunisia healthy acctggctctgataccataac
Tunisia healthy gcgagagtagtactagga
Tunisia healthy ggcgcgaagctaccgtgcgetg
Tunisia healthy acgagaacagaaatctcgtgt
Tunisia healthy gtggagcgatttgtctggtt
Tunisia healthy acctggctctgataccataac
Tunisia healthy accggcgatacgctcctggect
Tunisia healthy tgctgagcatataactcttge
Tunisia healthy accgattccacccattccga
Tunisia healthy tataataccggacaaagtcac
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia healthy aacgactctcggcaacggata
Tunisia healthy cagccaagcgttcatagcgac
Tunisia healthy ccagggatcggcggatgtt
Tunisia healthy tgagtttacatccttattcga
Tunisia healthy aaccgggtttacctacaggce
Tunisia healthy gggctagaagcgacgcatgc
Tunisia healthy tctcatgcctacacttaccaaac
Tunisia healthy gagacgaggaagggcgtagt
Tunisia healthy agggtagagcgcgacacctgt
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia healthy cccagtcccgaacccgtegget
Tunisia healthy tattctggtgtcctaggcecg
Tunisia healthy aggtgcaagtgtaagtgcaga
Tunisia healthy tcggaccaggcttcattcccce
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia healthy aaaacaaagttcactcacaag
Tunisia healthy atgatcagtagctggtccga
Tunisia healthy tttcggtccttgttgcacctt
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia healthy ctattccaaccccgggaagcac
Tunisia healthy acctggctctgataccata
Tunisia healthy ttgaagcacctacaatggtt
Tunisia healthy cggtggactgctcgagctge
Tunisia healthy acggagaattagggttcgatt
Tunisia healthy ggtagccaagtgcggagcgg
Tunisia healthy tagtgcgctcccttgatgatt
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia healthy cgaaccgggaatagcccagce
Tunisia healthy ccacagggataactggcttgtg
Tunisia healthy accggcgatacgctcctggect
Tunisia healthy acgccgtcgacgcgatcgt
Tunisia healthy tgtgcgtatcgacccgtgcea
Tunisia healthy gaggacttggtatttatgccat .
Tunisia healthy attcctgacttccectgtgtttac
Tunisia healthy gccagcttcttagaggga
Tunisia healthy tgacttgggtataggggcgaaa
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia healthy aaccggaagccgggttacggt
Tunisia healthy gcggtaccaaatcgaggca
Tunisia healthy ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia healthy gggagcacaccaaaagcttga
Tunisia healthy taactgagtctgagttggagg
Tunisia healthy acggctgttagtgtaatcagaac
Tunisia healthy agcaagctgctctggaggtgatgt
Tunisia healthy gatcatgtgcacctcacgtgacag
Tunisia healthy tcaaacgaggaaaggcttacggtgg
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Tunisia healthy cttatatgtgcacatccgcatcca
Tunisia healthy atcactaggtatggagtaaactgg
Tunisia healthy cgaacatgagattactggtctaca
Tunisia healthy actgaaccttatcatttagaggaagg
Tunisia healthy tgagtaagtcatcggtcacacaaa
Tunisia healthy tagagcaatcccaagatgggtga
Tunisia healthy tacctggttgatcctgccagtagtc
Tunisia healthy aagtcaatggtctacaagtcacgc
Tunisia healthy tacctggttgatcctgccagtagtc
Tunisia healthy ggggagtatggtcgcaaggctgaa
Tunisia healthy caccggtcggctcgtcccttectaccgge
Tunisia healthy ataataacgtctgaatatccgcat
Tunisia healthy gaaggtcacggcgagacgagccgtt
Tunisia healthy cccttccagaagtcggggtttgttyg
Tunisia healthy agtgaactgttgaatttacatcta
Tunisia healthy tacctggttgatcctgccagtagtce
Tunisia healthy gaatgtcaaagtgaagaaattcaaccaa
Tunisia healthy gcgggagtaactatgactctcectta
Tunisia healthy gacagagagggagaaaattgata
Tunisia healthy gtggcgaaatgtgtgtttcgette
Tunisia healthy attgcgtcattgaccgggatagce
Tunisia healthy ctgatgattcatgataactcgacgg
Tunisia healthy gagagaggtgataatacactgaac
Tunisia healthy caacctagtacgagaggaaccgttg
Tunisia healthy gaatgtcaaagtgaagaaattcaaccaa
Tunisia healthy actttcaagcctaacacgtagaca
Tunisia healthy tcacattgatagatggtctctgtg
Tunisia healthy tgggccgcacgcgegcectacactgatgt
Tunisia healthy agaagtcacagcaccagaggaaac
Tunisia healthy tactatctctgtaatagatgtgag
Tunisia healthy agtgtgcgtgtgtgagaaacacc
Tunisia healthy acggctgggtttcaagacacctc
Tunisia healthy cccctcecegttagtgagatcttcaa
Tunisia healthy accacaaaaaatataggaggtgaa
Tunisia healthy acttcgacactccttatcttgaac
Tunisia healthy aatgtgtaatgagtttgaacgtgg
Tunisia healthy gtgtcgcaatagtaattcaacctagtacg
Tunisia healthy cgaagggaaaaagagtacaacaag
Tunisia healthy tagcagattcttctggttggttgt
Tunisia healthy caggcaagagacaacctggcgaactgaaa
Tunisia healthy gaaggtcacggcgagacgagccgtttat
Tunisia healthy acagcagtggaatagcggaccctt
Tunisia healthy caaaacgactctcggcaacggatatct
Tunisia healthy tagccgaacctcgttaaatactgtc
Tunisia healthy atgttctgggccgcacgecgeget -
Tunisia healthy gtgggagcttcggcgaaattgaaat
Tunisia healthy tcagtttcgagagaaagtgtgaa
Tunisia healthy’ tacctggttgatcctgeccagtagtce
Tunisia healthy tacctggttgatcctgccagtagtc
Tunisia healthy tgccggeccgggggacggactggga
Tunisia healthy gaccgatgcggattgcggecggecggee
| __._Tunisia | _healthy | _ asagaagaactagatgatggcageaag | _f_________
Tunisia infected tagaaaggctaagcacgtcge v
Tunisia infected catttatgcgtgcgtgagtgaca
Tunisia infected ccgtcggtgcagatcttggt
Tunisia infected cagtttcggtagaaaggctaa v
Tunisia infected gcagaacaactcccatctcte
Tunisia infected . tgtaatggcgtgcattttget
Tunisia infected cgggcggtaaattctgtccaa
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Tunisia infected tggttgccggtggagttagcag
Tunisia infected tttcaggaactcatcagtgtgce
Tunisia infected taacaggctgataccgccca
Tunisia infected attaacaccaccaacggcag
Tunisia infected aaagcaaacactcaattgctcat
Tunisia infected aatggaacgaaacctttctaa
Tunisia infected aatcatcaagggagcgcacta
Tunisia infected aaagaacaactcaagggaaag
Tunisia infected ttgtaagcctataaataggtgg
Tunisia infected tgggacttttccttcgggaac
Tunisia infected ccttggggtgccctatccgaa
Tunisia infected tttctcagcaaatgtttcgte
Tunisia infected tagcctttctaccgaaactge
Tunisia infected ttgatgtgtttagtcgctatt
Tunisia infected atgcggacatctggatgaataat
Tunisia infected tcgcagtaacgtttcttgect
Tunisia infected tcgtgtgcecctaaatcgaagaa
Tunisia infected gtaaccactctctcataagtt
Tunisia infected tggaatgagtacaatctaaatcc
Tunisia infected acctggctctgataccataac
Tunisia infected tctttcctactccacccattcece
Tunisia infected atttataaagatgctactcttcgt
Tunisia infected ttatgtcaatagacatgtgcce
Tunisia infected atgagtacaatctaaatcccttaacgag
Tunisia infected tataggaatcacgtaaatgaacaa
Tunisia infected ctctcggcaacggatatctcggetctcge
Tunisia infected atcaggtcaaagttcagggactaa
Tunisia infected gtgtcgcaatagtaattcaacctag
Tunisia infected atttatcatgtcggtttggtgtta
Tunisia infected aaagatcaagaaacgtaagtcaat
Tunisia infected gggcaagtctggtgccagcagcecg
Tunisia infected aacaattagctcatgcataggtca
Tunisia infected gcggtccgacctttgecatgeggette
Tunisia infected aatacctggttgatcctgccagtagtce
Tunisia infected agatttacacttcagtatttctaac
Tunisia infected ctaaggctttttacttagattgac
Tunisia infected ttttcgaattgaaaatcggccgaa
Tunisia infected agggagatttctaggagcctctaa
Tunisia infected taagaaatcaagaatcacactcat
Tunisia infected agcctgccaaaaacaactttcgece
Tunisia infected aggttgcgtgttttttgtgtcatt
Tunisia infected gaaggtcacggcgagacgagccgtttat
Tunisia infected atagacgaaagacatatggaatat
Tunisia infected gaagtagattaaagctctgccaaa
Tunisia infected atcaagtaagctgatgtgttgact
Tunisia infected gtagtgtgtgcaatgacggagcca
Tunisia infected ttcgcaagaatgaaactcaaaggaat
Tunisia infected atcaactagccccgaaaatggatggce
Tunisia infected cgattgaatggtccggtgaagtgtt
Tunisia infected ctcacacctagagattcattaggc
Tunisia infected gggaactcatatcatcaaaagttctga
Tunisia infected gaacagtacctgtcgctgggagag
Tunisia ~infected ccggtcaataccgtactgtaccga
Tunisia infected agagttgcataatctgaaagccct
Tunisia infected gtacaagtaggtggtattttcaaa
Tunisia infected gagtgaaccgttgaatttacatcc
Tunisia infected aataaactcacactgctatacgga
Tunisia infected attatcagattgcatccttaaagt
Tunisia infected tattctggtgtcctaggcgtagagg
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Tunisia - infected gcgagtttgggcgagagtagtactagg

Tunisia infected agtgaaggttgtggttttctaage

Tunisia infected cttagattatagggtgtactcagt

Tunisia infected tgtccttttacactcgagttcgat

Tunisia infected attcttcagaaatgacatgagaaa

Tunisia infected gctcgcgttgactacgtccctgec

Tunisia infected aagggaaactctgtcagtttttcgg

Tunisia infected aactacactagtgggtgctttgtt

Tunisia infected tgcagagacagccaggaggtttgcc

Tunisia infected cttcatattaggcacacttaggce

Tunisia infected taccaaatagtgcatagtggg

Tunisia infected cggcgaaacttttgatcagaag

Tunisia infected acgtgggtggttcgctgccecgega

Tunisia infected tttcggtccttgttgcacctt

Tunisia infected catactaccagcctggactgag

Tunisia infected aagcacagacctttcactcagt

Tunisia infected cagtttcggtagaaaggctaag N
Tunisia infected acgggtaggcgtcgtaacccagt v
Tunisia infected cttcttccagaatcacttctg N
Tunisia infected caatgacgtaaggtgggactt v
Tunisia infected ggattgcattcataattcagtca

Tunisia infected tgtctgtgcttagcacactgat v
Tunisia infected gcgctcttagttcagttcggtag

Tunisia infected cggcaacggatatctcggctc

Tunisia infected tcggaccaggcttcattccce

Tunisia infected gtcacagaacaccacaataggca

Tunisia infected ccacacgagatttctgttctc

Tunisia infected cgcaggcagatttgggtgtctt

Tunisia infected tcatttcagagactcatcagt y
Tunisia infected gacttttccttcgggaaccaag v
Tunisia infected gaaactgggttacgacgccta v
Tunisia infected tcatcagtatgctaagcacaga N
Tunisia infected tggggtgccctatccgaagcea v
Tunisia infected ttagatgaccatcaacaaaca

Tunisia infected aactggcgaactacttactctage

Tunisia infected aggggggtgtgatccaggtac v
Tunisia infected ttacagtcagaaccgaaccac

Tunisia infected tacgacgcctacccaggattc R
Tunisia infected aacccagggggagtgtgaccc R
Tunisia infected ttggggtgccctatccgaage v
Tunisia infected aaggctaaatacgggcgagag

Tunisia infected tgcgctcctggacgtagectt

Tunisia infected aaaggtctgtgcttagcacac v
Tunisia infected aaaccctagggaaaagtccca N
Tunisia infected ctgggtcacactccccctggg v
Tunisia infected tcgcgacaggccgacaaagta

Tunisia infected attgcgacgtgcttagcecctttce R
Tunisia infected tagcacactgatgagttcctg R
Tunisia infected aaacagattcttgagaacatc

Tunisia infected accgctcaaaccctagggaaa v
Tunisia infected tttgctttcactgcaactaag

Tunisia infected accgttgatactacttgttcaca

Tunisia infected taagcccactgatgagccgaa v
Tunisia infected tatggagaagcacatgacagacgc

Tunisia infected aggaaccgttgattcgcacaattggtca

Tunisia infected acccagctaagaaaagtagaggaa

Tunisia infected aagtcccacataaagggatgaaga

Tunisia infected aggtgactctgagtgaaaggtca N
Tunisia infected agaaaggaagaagatgaacagctt
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Tunisia infected aaggggaaaataaacaacaactggcc
Tunisia infected ctcatgactccgaagccagtgagc
Tunisia infected tgccgtagcacgatattgtcecget
Tunisia infected tacctggttgatcctgeccagtagtce
Tunisia infected gggaactcatatcatcaaaagttcg
Tunisia infected aaacaaggtctagtccaatggaat
Tunisia infected acctatccatttcatgtgttagaa
Tunisia infected aagtgtggttcaccttggtggagt
Tunisia infected actcacaatgcatcaacggtcaga
Tunisia infected cggttcaaatccgataaggggctcca
Tunisia infected atgcgacgattaataaagagttgg
Tunisia infected gggaactcatatcatcaaaagttctgg
Tunisia infected accgggttacggtgcccaactgcgce
Tunisia infected aatttcatgccgaattttgtgaaa
Tunisia infected tttgtagcttcaaggctatctaaa
Tunisia infected cgacgttaaatgctgacgtggcaa
Tunisia infected atgaccacttaagagcacattaaa
Tunisia infected agccagtggcgcgaagctaccgtgeg
Tunisia infected catgttagaaacagaaacagcact
Tunisia infected ccgttgctctgatgattcatgataac
Tunisia infected agggcacgcctgcctgggcgtcacac
Tunisia infected aaagatgtcattgggagttcgaaa
Tunisia infected aacaaaagggtaaaagctcgtt
Tunisia infected tcttgagaagctttaatgtgttge
Tunisia infected accaagaatggcggtgtctagaat
Tunisia infected gtcatggattaacaagagagtccaa
Tunisia infected tactaggatgggtgacctcctggce
Tunisia infected tacctggttgattcgctgcccgegacyg
Tunisia infected tcaggagtgtctgcggtaccaaac
Tunisia infected gttacggaatcgtttggtacacaa
Tunisia infected aagagaatttaggaatcagggagt
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Résultats et Discussion

Séquengage des siARN

Une banque de siARN

L’interférence a 'ARN est un phénoméne essentiel chez les plante.s. I
permet la régulation de I'expression de plusieurs génes et il est un mécanisme
de défense contre différents pathogénes comme les viroides, les virus et
méme les bactéries (Navarro et al., 2008). Il a été démontré que les membres
des deux grandes familles de viroides peuvent induire l'interférence a 'ARN
chez leurs hbtes. Entre autres, les plants de péchers infectés par PLMVd, un
représentant de la farhille des Avsunviroidae, produisent des petité ARN‘
d’environ 21 a 26 nucléotides caractéristiques de linterférence a I'ARN
(Landry et al., 2004). Ces petits ARN semblent provenir de toutes les régions
du génome de PLMVd. Par contre, il a été démontré in vitro que la région de
la tige P11 de PLMVd peut étre coupée par Dicer alors due' son doméine
branéhé n'éetait pas reconnu par cette enzyme (Landry et Perreault, 2005).
Ces observations laissaient croire qu'il pouvait y avoir formation, in vivo, d’'une
molécule d’ARN double brin a partir des deux polarités du génome de PLMVd
(Landry, 2004). Cependant, a ce moment, I'existence d’'un mécanisme
d’amplification de l'interférence a 'ARN par une RdRp n’était pas connue. II
est donc possible que Dicer ne reconnaisse que la tige P11 et qu'un

phénoméne d’amplification de la réponse d’interférence a I'ARN dirigé par une
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RdRp permette de détecter par buvardage de type Northern des petits ARN
homologues a tout le génome de PLMVd. Les analyses par buvardage de type
Northern étaient ivnsuffisantes pour bien comprendre les liens entre PLMVd et
linterférence a I'ARN (Landry, 2004), il devenait alors nécessaire de
séquencer les petits ARN produits par les péchers lors d’'une infection par
PLMVd (chapitre 1)

L’article présenté dans le chapitre 1, décrit la préparation d’'une banque
de petits ARN non-codants (ARNNc) a partir de plants de péchers sains et
infectés par PLMVd. L'analyse faite a partir de ces ARNnc y est aussi
présentée, particuliérement en ce qui concerne les petits ARN homologues a
PLMVd. Cependant, tous les résultats obtenus a partir de cette banque de
ARNnc n'ont pas été publiés en raison de lorientation donnée a larticle.
Pourtant, d'autres observations intéressantes ont été faites dont il convient de
discuter.

D’abord, il y' avait, dans le protocole utilisé, une étape de
multimérisation des ARNnc avant leur insertion dans le vecteur pGEM-T.
Cette manipulation avait pour but d’augmenter le nombre de séquences
disponibles par clone séquencé. En effet, il est possible d'obtenir des
séquences de plus de 700 paires de bases (pb) a partir d’'un plasmide. Les
petits ARN d’intéréts ont en moyenne 22 nucléotides et si I'on ajoqte la
séquence des adaptateurs on obtient des séquences de 56 nt en moyenne. li
serait donc possible d’obtenir, dans le meilleur des cas, jusqu’a douze ARNnc
par clone séquencé. Or, on a remarqué que la majorité de ceux-ci contenait
des diméres (35 % des clongs) et des trimeéres (28 % des clones) alors qu’une

certaine proportion ne possédait qu'un seul petit ARN (5 % des clones). Le



68

multimére le plus long obtenu provenait d’un plant sain du Canada et contenait
8 ARNnc. Malgré plusieurs  tentatives, il a été impossible d’améliorer
l'efficacité de cette étape du protocole. Tout de méme, le nombre de ARNnc
obtenus est qua/nd méme doublé comparativement au nombre de plasmides
séquenceés.

Ensuite, il était nécessaire de comparer les petits ARN obtenus a partir
de plants de péchers sains et infectés pour déterminer si les séquences des
petits ARN homologues a PLMVd ne se retrouvaient pas naturellement chez
le pécher. C’est pourquoi les petits ARN de plants sains et infectés de Tunisie
et du Canada ont été étudiés. Il était possible que les différents cultivars de
péchers retrouvés dans ces régions geéographiquement distinctes expriment
différents ARNnc. Cependant, la majorité des ARNnc obtenus étaient uniques
et ceux qui ont été identifiés seulement chez les deux plants du Canada, mais
pas en Tunisie et vice versa, n'ont pas fourni d’informations intéressantes par
leur nature et a la suite de recherche d’homologie avec différents types
d’ARN. Ii faudrait donc une banque de ARNnc plus étendue provenant de ces
cultivars de péchers pour espérer voir I'expression de différents ARNnc.

Aussi, il est mentionné dans le texte du chapitre 1 qu'il était impossible
de dife si les petits ARN retrouvés plusieurs fois dans un méme échantillon
provenaient d’un biais dans la technique utilisée, ou s'ils étaient plus présents |
dés le départ dans les échantillons. Il a effectivement été tenté d’éliminer 'une
ou l'autre de ces hypothéses, mais sans succeés. En effet, les séquences des
ARNNC retrouvés de multiples fois étaient variées et ne possédaient pas de
dénominateur commun. De plus, il ne semblait pas y avoir de préférence pour

un type de nucléotides a leurs extrémités, ce qui aurait pu indiquer un biais
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lors du clonage des ARNnc. Leur structure prédite informatiquement par
I’ap’plication MFOLD (Walter et al., 1994) ont été comparées et aucune
structure commune n’a été observée. La majorité des ARNnc présents plus
d'une fois par échantillon ont été détectés seulerﬁent deux fois. ACe‘s ARN
avaient des homologies avec divers types d’ARN comme: PLMVd, des .
ARNm, des ARN ribosomaux et des miARN. Par contre, rien ne permettait
d’expliquer leur surreprésentation par rapport aux autres ARNnc. Un petit ARN
attirait particuliérement I'attention parce qu'il était retrouvé plusieurs fois dans
“tous les échantillons. Cette séquence (5'-ttgatgtgtttagtcgctatt-3’) composée de
21 nt n'a pas d’homologie avec des ARN contenus dans les banques d’ARN
utilisées pour faire les analyses au Chapitre 1. Il est donc impossible
d’'indiquer sa provenance, ce qui permettrait d’expliquer son abondance
particuliéere dans la banque de ARNnNc. Aprés: ces observations, il a été
convenu qu’il était impossible d'expliquer la surreprésentation de certains
ARNnNC.

Enfin, la banque de ARNnc a été comparée a plusieurs banques d’ARN
connus. Ceci a permis de classer les ARNnc en fonction gje leur homologie
avec ces ARN. L'étude des ARNNnc de quelques groupes n’a pas été décrite
au chapitre 1. Par exemple, une certaine proportion des petits ARN avait déja
eté identifiée dané d’autres études de séquengage a grande échelle des petits
ARN comme le démontre la colonne « small RNA » de la figure 7C. Tous les
petits ARN présents dans ce groupe ont une homologie avec des petits ARN
retrouvés chez Arabidopsis thaliana. Ceci démontre qu'il y a une conservation
au point de vue des petits ARNNnc entre Prunus persica et Arabidopsis-

thaliana. Les ARNnc de ce groupe proviennent de fagon équivalente des
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plants sains et infectés par PLMVd. Bien qu’aucune fonction n’avait été
attribuée a la majorité de ces petits ARN, certains d’entre eux ont été identifiés
comme des miARN, eux aussi représentés dans la figure 7C. Les petits ARN
ayant une homoiogie avec des miARN provenaient eux aussi de tous les
plants étudiés (Tableau 3). Les micro-ARN identifiés dans la banque de
ARNnNc réguleraient trois fonctions majeures : le développement apical et floral
des plantes, la différentiation cellulaire et la réponse en carence de soufre.
Les deux premiers types de miARN ont été identifiés chez les plants desvdeux
régions alors que les miARN produits en réponse a une carence en soufre
n‘ont été détecté que chez les plants provenant du Canada. Cette observation
pourrait indiquer que les plants de cette région souffrent d’'une carence en
soufre, d’autant plus que plusieurs miARN régulant cette fonction y ont été
retrouvés. Etrangement, tous les miARN identifiés provenant du plant infecté
du Canada avait cette fonction (Tableau 3). Cependant,. il n’est pas exclu que
ces miARN soit exprimés a un niveau basal dans les plants de pécher, mais
qu’ils n'aient pas été retrouvés dans les plants de Tunisie en raison du faible .
nombre de miARN identifiés. Les miARN régulant la différentiation cellulaire
ciblent plus précisément un facteur de réponse a 'hormone auxine qui est
connue pour avoir des réles majeurs dans la différentiation cellulaire.

Un autre groupe de ARNNnc a été négligé dans le chapitre 1, celui des
virus. Les ARNnc homologues a des séquences virales représentent une trés
faible proportion de tous les ARNnc obtenus. Comme il était connu que le
plant de Tunisie infecté par PLMVd était aussi infecté par deux virus, il était
intéressant de vérifier si des petits ARN homologues a ces virus pouvaient

étre retrouvés. Les petits ARN appartenant au groupe virus (Tableau 4)



Tableau 3 : Origine et séquence des petits ARN homologues a des miARN et leur fonction potentielle

Plant d’origine

= Séquence miARN Fonction

Pays Etat
Canada Sain tcggaccaggcttcattceccce MIR166G Développpement apical et floral
Canada Sain tgaagctgccagcatgat MIR167B Différenciation cellulaire
Canada Sain ctgaagtgtttggggggaccc MIR395F Carence en sulfate

Canada Sain tgaagctgccagcatgatctg MIR167D Différenciation cellulaire
Canada Infecté ctgaagtgtttgggggaact MIR395E Carence en sulfate
Canada Infecté tgaagtgtttgggggaactc MIR395E Carence en sulfate
Canada Infecté ctgaagtgtttggggggaccc MIR395F Carence en sulfate
Tunisie Sain tcggaccaggcttcattccce MIR166G Développpement apical et floral
Tunisie Infecté tcggaccaggcttcattccce MIR166G Développpement apical et floral
Tunisie Infecté ttagatgaccatcaacaaaca MIR827A Inconnue

Tableau 4 : Origine et séquences des petits ARN hdmologues a des ARN viraux

Plant d’origine

Pays Etat

Séquence

Virus

Canada Infecté
Tunisie Infecté
Tunisie Infecté
Tunisie Infecté
Tunisie Infecté

aaagatctgaaaaatgttcgtg
atttataaagatgctactcttcgt
cttcttccagaatcacttctg
aactggcgaactacttactctage

Peach chlorotic mottle virus
Enterobacteriophage T4
Cyanophage P-SSM2
Enterobacteriophage T7

Prunus necrotic ringspot virus

tcgcgacaggccgacaaagta

IL
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proviennent des plants infectés de Tunisie et du Canada. La découverte de
ARNnc homologue au « Prunus necrotic ringspot virus » et au « Peach
chlorotic mottle virus » dans les extraits d’ARN des plants infectés par PLMVd
laisse supposer que ces plants sont aussi infecfés par ces virus. Il est normal
de pouvoir trouver des petits ARN provenant d’autres organisme’s'que PLMVd
et le pécher puis_que les plants ne sont pas cultivés dans un environnement
stérile. Cependant, ces observations proposent que les symptdémes observés
sur ces arbres ne sont peut-étre pas uniquement dus & PLMVd. Les autres
seéquences avaient une homologie‘ avec des enterobacteriophages et un
cyanophage. Il serait surprenant que des phages aient infecté les plants de
péchers pour déclencher l'interférence a 'ARN. L’hypothése la plus plausible
pour expliquer cette observation est que ces phages aient été présents sur les
feuilles lorsque 'ARN a été extrait. Des fragments d’acides nucléiques
provenant de ces phages se seraient alors retrouvés mélangés a i’extrait
d’ARN total du plant infecté de Tunisie et il a été possible de les cloner en
méme temps que les ARNnc. Ces observations suggérent que quelques
ARNNc ne soient pas d'origine cellulaire. Cependfant, cette contamination
‘n’était probablement pas significative étant donné la faible proportion
retrouvée.

Au rﬁoment d’écrire larticle, l'idée de rechercher des séquences
homologues a des bactéries n'avait pas été soulevée. Pourtant, il est connu
que plusieurs bactéries vivent sur les feuilleé desb plantes. Avec la méthode
utilisée pour isoler 'ARN des feuilles de pécher, il serait possible de retrouver
des acides nucléiques bactériens qui pourraient étre clonés et séquencés.

Une recherche rapide, en utilisant le programme Blast, 8 permis de constater
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qu’effectivement certains ARNnc avaient une homologie avec des ARN et des
génomes bactériens. Par contre, la quantité de ARNnc appartenant a ce
groupe est limitée quoique plus importante que ce]le appartenant au groupe
des virus. De plus, ce type de petit ARN n’avait pas d’importance dans 'étude
présentée au Chapitre 1 puisque I'on s’intéressait particuliérement aux petits

ARN homologues a PLMVd.

siARN et PLMVd

Un intérét particulier a été porté aux ARNnc homologues a PLMVd pour
tenter de répondre a plusieurs questions concernant ce viroide et
linterférence a '’ARN. Tout d’abord, on constate que les trois quarts des petits
ARN homologues a PLMVd étaient parfaitement complémentaires & au moins
une séquence connue du viroide. Les 25 % restant, possédaient un ou deux
mésappariements, ce qui indique que, malgré de nombreux efforts de
séquencage, tous les variants de PLMVd n’ont pas encore été identifiés. Ce
n‘est pas trés surprenant étant donné que PLMVd est une quasi-espéce et
que certaines mutations peuvent survenir dans son génome sans nuire a la
réplication de ce viroide. Ensuite, la majorité des ARNnc homologues a
PLMVd étaient de 21 nt (Figure 9) ce qui suggeére que ces ARN n'étaient pas
des produits de dégradation puisque si c’était le cas, des séquences de toutes
les longueurs auraient été retrouvées dans des proportions plus ou moins
égales. De plus, 35,5 % des ARNnc homologues a PLMVd avaient une uridine

(V) & leur extrémité 5' alors que seulement 12,9 % possédaient une guanosine

(G) a cette position. Les adénosines (A) et les cytidines (C) occupaient tous
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les deux environ 25 % des extrémités 5’ de ces ARNnc. Il est connu que le
brin ’ARN provennant d’'un ARN double-brin clivé par une DCL et incorporé
dans le RISC est celui qui est le moins stable en 5’. Ce petit ARN est appelé le
brin guide. Une fois incorporé dans le RISC, le brin guide se retrouve protégé
des ARNases cellulaires et pourra étre identifié dans un extrait d’ARN. L'autre
brin du duplex d’ARN, appelé brin passager, sera dégradé (Eamens et al.,
2008) et il sera impossible de le retrouver dans un extrait d’ARN. Dans une
molécule d’ARN, les uridines forment des paires de bases Watson-Crick avec
les adénosines grace a deux ponts hydrogéne alors que les paires de bases
formées par les cytidines et les guanosines soﬁt plus stables puisqu’elles
possédent trois ponts hydrogénes (Voet et Voet, 2002). Ceci semble indiquer
que les petits ARN homologues & PLMVd passent par le RISC et qu’il y a un
enrichissement en petits ARN ayant un U en 5. Toutes ces observations
présentées dans l'article du chapitre 1 suggérent que PLMVd enclenche le
mécanisme d’interférence a 'ARN. Une autre observation qui n’a pas été
publiée supporte cette idée; la détection d’'un phosphate en 5’ des petits ARN
homologues a PLMVd (Figure. 10). La dégradation des ARN par des
nucléases ou de fagon non spécifique, ne laisse pas de phosphate en 5’ (Voet
et Voet, 2002). Lors de cette expérience, I'enzyme Antartic phosphatase (New
England Biolabs) a été utilisée pour vérifier la présence de phosphate en 5'.
Cette enzyme a la capacité d’'enlever les groupements phosphates sur les
molécules d’ARN. Le groupement phosphate étant trés électronégatif,
I'utilisation de I'Antartic phosphatase devrait entrainer un retard de migration
des molécules d’ARN contenant ce groupement. En comparant la migration de

I’ARN dans les puits 3 et 4 de la figure 10, on constate effectivement un retard
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Figure 10. Buvardage de type Northern effectué avec une sonde PLMVd +.
Les puits 1 et 2 sont des oligonucléotides d’ADN de 25 nt homologues a
PLMVd (-) et (+) respectivement. Les puits 3 et 4 contiennent des
transcriptions d’un ARN de 21 nt marqués avec du [0-*P UTP]. Ces ARN
radioactifs ont été non-traité et traité a I'Antartic phosphatase pour les puits 3
et 4 respectivement. Les puits 5 et 6 sont des extraits d’ARN totaux dulplant
de pécher 1860-01A1 infecté par PLMVd traité et non traité a I'Antartic
phosphatase respectivement. Les poids moléculaires sont donnés a titre
comparatif uniqguement puisque la migration de 25 nt est basée sur une

molécule d’ADN et que celle de 21 nt est basée sur une molécule d’ARN.
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de migration des molécules d’ARN dans un gel de polyacrylamide 20 %. La
méme obseNation est faite avec les puits 5 et 6 qui contiennent ’ARN extrait
du plant infecté 1860-01A1 traite et non traité avec I'Antartic phosphatase
respectivement. La présence d’'un phosphate en 5’ suggére donc que ces
ARN ont été coupés par une ARNase de type Ill comme Dicer. Il est donc
plausible que ces ARNnNc soient bel et bien des siARN produits par la plante
pour se protéger contre PLMVd.

Par contre, ce résultat n’a pas été publié en raison d'une observation
inattendue. En effet, selon la banque de données obtenue par séquengage
‘des petits ARN, la majorité des siARN hOmoIogOes a PLMVd devrait avoir une
Ionguéur de 21 nt. Or, d’'aprés ce buvardage, les petits ARN homologues a
PLMVd détectés seraient de plus de 21 nt. Cependant, il existe un mécanisme
de méthylation des ARNnc chez les plantes qui servirait a augmenter leur
stabilité. L'ajout d’'un groupement méthyle sur de petites molécules d'ARN:
peut retarder leur migration sur un gel de polyacrylamide. Il est donc possible
que les siARN homologues a PLMVd aient été méthylés, ce qui expliquerait
que leur poids moléculaire semble plus élevé que celui des ARN de 21 nt
contréles qui ne possédent pas de groupement méthyle. La longueur des
molécules d’ARN contenues dan‘s les puits 5 et 6 est donc difficile a
déterminer.

Toutes les observations du Chapitre 1 ont été faites sur dés molécules
»d’ARN. Pourtant, l'interférence a 'ARN implique la participatidn de beaucoup
de protéines, notamment des enzymes qui interagissent avec 'ARN double-
brin pour produire et utiliser les siARN comme les DCL et les AGO (Figure 6)

par exemple. La démonstration de I'interaction entre PLMVd et ces protéines
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confirmerait de fagon élégante que PLMVd déclenche linterférence a 'ARN

chez le pécher.

Interaction entre PLMVd et des protéines

Des tentatives ont été faites pour isoler des protéihes impliquées dans
l'interférence a I'ARN interagissant avec PLMVd. La premiére d’entre elles
était 'utilisation d’'un gradient de sucrose pour isoler un cdmplexe contenant
PLMVd et quelques protéines d’intérférence a 'ARN. Un des problémes de
cette technique est que les protéines d'intérét, comme les DCL, sont des
enzymes qui n‘ont pas comme fonction de rester attachées a leur substrat.
L’interaction entre PLMVd et ces protéines n’était donc pas trés stable et il a
été impossible d’obtenir des c;omplexes natifs de cette fagon. Par la suite, il a
étée imaginé qu’en pontant 'ARN et les protéines a l'aide du formaldéhyde ce
probléme serait contourné. Malheureusement, il semble que les feuilles de
péchers soient difficlement perméables au formaldéhyde, ce qui rend le
pontage in vivo difficile et empéche I'obtention d’'une quantité suffisante de
complexes. Enfin, des essais ont été faits in vitro a/véc des extraits protéiques
de feuilles de péchers et des transcriptions de PLMVd. Dans ces cas, 'ARN
était trés instable, probablement en raison d’ARNases présentes dans les
extraits de protéines, et les complexes obtenus'é la suite du pontage étaient
de trés haut poids moléculaire suggérant que plusieurs protéines interagissent
ensemble de fagon plus ou moins spécifique in vitro et qu’il est possible de les

ponter au formaldéhyde. Il est donc impossible, pour l'instant, de confirmer
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que PLMVd interagit directement avec les enzymes du mécanisme
~ d'interférence a I'ARN. De plus, une collégue de laboratoire, Audrey Dubé, a
identifié¢ des protéines interagissant avec PLMVd par des approches utilisant
les buvardages de type Northern et NorthWestern, mais aucune d'entre elles
n’était impliquée dans linterférence a 'ARN. |l pourrait étre intéressant de
purifier Ies‘complexes RISC, ou a tout le moins une protéine AGO, et
d’analyser les pARN associés avec ces protéines. Comme les protéines AGO
conservent les siARN et s’en servent pour cibler des ARNm, on peut
s’attendre a retrouver des siARN homologues a PLMVd liés sur les protéines
Argonautes. Malheureusement, il n’existe pas d'anticorps contre les AGO et
les études ou de telles protéines sont purifiées chez des plantes, utilisent des
protéines recombinantes chez Arabidopsis thaliana. Comme le pécher n'est
bas séquencé et que PLMVd ne peut pas infecter Arabidopsis, il faudra
attendre la disponibilité d’anticorps anti-AGO avant de pouvoir réaliser cette
expérience. |

Dans un avenir rapproché, une approche semblable a celle utilisée
dans le chapitre 1, mais beaucoup plus puissante, pourra étre utilisée pour
obténir des informations supplémentaires sur PLMVd et l'interférence a 'ARN.

Cette approche est basée sur le séquengage a haut débit.



80

Perspective

La limite majeure de 'approche utilisée au chapitre 1 est la quantité
réduite de séquenceé obtenues. Par exemple, il est possible qu'il existe des
petits ARN homologues aux régions apparemment non ciblées par
l'interférence a 'ARN du génome de PLMVd. lis n'ont peut-étre pas été clonés
en raison de leur faible concentration en cellule. Dans le méme ordre d'idées,
c’est potentiellement par maichance qu’il n’a pas été possible de retrouver des
ARNRnc chevauchant le site de coupure du motif catalytique en téte de
marteau de polarité négative de PLMVd. Il semblait donc nécessaire de
trouver une fagon d’obtenir beaucoup plus de séquences avec lesquelles
travailler. Le séquengage a haut débit de type Solexa s’est révélé étre une
solution idéale. Des travaux ont été faits dans le but de développer une telie

approche et 'avancement de ces travaux sera présenté ici.

Séquengage a haut débit
Variation du niveau d’ARN dans le temps.

Il était d’abord important de bien identifier les plants qui allaient étre
utilisés pour cette expérience. Les protocoles utilisé pour les expériences
présentées dans cette section sont disponible en annexe. L’ARN était facile a
extraire pour les mois de mai et juin par la méthode du phénol chaud (Annexe
1), mais plus la saison avangait, plus il devenait difficile d’extraire 'ARN et

plus la qualité de 'ARN extraite diminuait selon les ratios de la densité optique



Tableau 5. Concentratibn d’ARN et ratio DO269nm/DO2s0nm pour tous les

extraits d’ARN des plants sains

Concentratrion Ratio
Plant Mois d'ARN total  DO260nm/DO2s0nm
_ugliyl
1829-12D4 mai 2,986 2,040
juin 0,434 1,700
juillet 0,656 1,970
aoat 0,623 1,207
septembre 0,841 1,339
octobre 0,422 1,165
1291-11B6 mai 2,145 2,028
juin 0,436 1,805
juillet 0,655 1,143
ao(t 0,531 1,394
septembre 0,471 1,299
octobre 0,284 1,329
2015-04B3 mai 2,655 2,041
juin 0,479 1,959
juillet 0,799 1,695
ao(t 0,486 1,972
septembre 0,535 1,099
octobre 0,447 1,317
1828-02B3 mai 2,626 2,044
juin 0,433 2,004
juillet 0,644 1,845
ao(t 0,726 1,833
septembre 0,590 1,343
octobre 0,425 1,246
1857-06D3 mai 0,135 1,649
juin 0,611 0,928
juillet 0,819 1,278
ao(t 0,378 0,682
septembre 0,910 0,806
octobre 0,512 0,928

81
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Tableau 6.Concentration d’ARN et ratio DO260nm/DO2sonm pour tous les extraits

d’ARN des plants infectés

Concentratrion - Ratio
Piant Mois d'ARN total DO260nm/DO280nm
_ pg/pl

1922-01B1 mai 3,090 2,020
juin 3,438 2,035

juillet 1,013 2,049

aout 0,941 1,754

septembre 0,930 1,600

octobre 0,511 1,506

1271-01A5 mai 2,670 2,066
' juin 1,586 2,034
juiliet 0,845 2,130

ao(t 0,878 2,056

septembre 0,631 1,439

octobre 0,387 1,461

1188-01D4 mai 3,358 2,065
' -juin 1,052 2,047
juillet 0,830 2,079

aout 0,819 1,842

" septembre 0,597 1,486

octobre 0,348 1,508

1860-01A1 mai 2,442 2,066
juin 1,786 2,117

juillet 0,899 1,875

ao(t 0,562 1,817

septembre 0,642 1,633

octobre 0,434 1,532

1922-03B1 mai 2,562 2,025
juin 3,125 2,127

juillet 0,964 1,981

aoat 1,030 1,985

septembre 0,743 1,589

octobre 0,534 1,269
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(DO) a 260 nanomeétres(nm) sur la DO a 280 nm obtenus (Tableau 5 et 6). En
effet, une extraction d’ARN sans impureté devrait donner un ratio
DO260nm/DO2g0nm entre 1.8 et 2.0 ce qui n’est pas le cas pour tous les plants a
partir du mois de juillet L'ARN du plant sain 1857-06D3 n’était pas utilisable
puisqu’il n’a pas été possible d’obtenir d’ARN pour tous les mois. Pour vérifier
l'infection, un buvardage de type Nortﬁern (Annexe 1) a été fait pour 'ARN
extrait au mois de mai pour chacun des plants (Figure 11A). Ce buvardage
permettait aussi de déterminer que le plant 1188-01D4 répliquait le plus de
PLMVd. Un buvardage de type Northern a été fait avec les extraits d’ARN du
plant 1188-01D4 pour les mois de mai a aolt afin de vérifier la variation du
niveau d’expression de PLMVd dans le temps (Figure 11B). Il semblerait que
la concentration de PLMVd diminue plus on avance dans I'année. Ensuite, un
dernier buvardage a été effectué pour suivre I'évolution de I'expression des
petits ARN homologues a PLMVd a des mois de mai a ao(t (Figure 11C). Afin
de verifier si la quantité d’ARN chargée dans chaque puits était constante, la
sonde permettant de détecter PLMVd sur cette membrane a été retiré et une
seconde hybridation a été faite avec une sonde détectant 'ARN ribosomal
5.8S (Figure 11C).

Avec ces quelques essais, il a éte déterminé que les extraits d'ARN
réalisés au mois de mai des plants 1829-12D4 et 1188-01D4 devraient étre
utilisés pour le séquengage a haut débit. Ces extraits d’ARN étaient de
meilleure qualité si l'on tient corﬁpte de lapparence des ARN sur gel
d’agarose et des rapports DO26onm/DO2sonm (Tableau 3 et Tableau 4). Aussi, la
quantité d’ARN disponible pour les expériences était plus élevée pour ce mois

de l'année. De plus, le plant 1188-01D4 exprimait un niveau intéressant de
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Figure 11. Buvardages de type Northern servant a vérifier la présence d’ARN
homologues & PLMVd dans différents extraits d’ARN. Panneau A, extraits
d’ARN du mois de mai des plants 1291-11B6, 1828-02B3, 1829-12D4, 2015-
04B3, 1922-01B1, 1188-01D4, 1271-01A5, 1860-01A1 et 1922-03B1
correspondant aux puits 3 a 11 respectivement. Les puits 1 et 2 sont des
~transcriptions du plasmide pPD1 pour obtenir PLMVd de polarité positive et
négative respectivement. La sonde utilisée est PLMVd de polarité négative
marqué radioactivement avec du [o-2P UTP]. La sonde utilisée pour le
panneau B est PLMVd de polarité positive marqué a la radioactivité au [a-**P
UTP] et les extraits d’ARN proviennent du plant 1188-01D4 pour les mois de
mai (3), juin (4), juillet (5) et aolt (6). Les puits 1 et 2 correspondent a des
transcriptions de PLMVd de polarité positive et négative respectivement. En C,
la sonde utilisée pour la partie supérieure est PLMVd de polarité positive
marqué au [a->?P UTP]. Les puits 1 et 2 contiennent deux oligonucléotides
synthétiques de 21 et 24 nt homologues a PLMVd de polarité positive (1) et
négative (2). Les extraits‘d’ARN proviennent du plant 1188-01D4 pour les
mois de mai (3), juin (4), juillet (5) et aot (6). Pour la partie inférieure, il s'agit
de la méme membrane mais la sonde radiocative utilisée est en partie
complémentaire a 'ARN 5.8S. Lorsqu’il est connu, le nombre de nucléotides

correspondant a chaque bande est indiqué a gauche des panneaux.
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PLMVd et de siARN homologues'é PLMVd (Figure 11). Enfin, la variation de
la concentration de PLMVd et des siARN dans le temps n’était pas assez
importante pour justifier I'utilisation d’'extraits d’ARN d’'un autre mois. En effet,
si 'on regarde uniquement le niveau d’expression des petits ARN homologues
a PLMVd dans le temps (Figure 11C), il semble que celui-ci augmente
jusqu’au mois de juin avant de redescendre a un niveau plus faible au mois
d'aolt. Cependant, le niveau d’expression de 'ARN 5.8S suit la méme
~ tendance (Figure 11C), ce qui indique plutét que le chargement des puits lors
de cette expérience n’était pas constant. Pour vérifier cette hypothése, il serait
nécessaire de répéter cette expérience. Par contre, cela signifierait d’utiliser
'ARN qui pourrait étre nécessaire pour des expériences futures, aprés
'obtention des résultats de séquengage a haut débit. C'est pourquoi un
duplicata n’a pas été fait. Cependant, il serait important de répéter cette
manipulation s'il reste de 'ARN une fois que les expériences nécessaires

auront été faites.

Préparation dés échantillons pour le séquengage a haut débit

La préparation dés échantillons pour le séquengage a haut débit a été
réalisée en suivant les 'instructions-fournies pour le kit de préparation des
échantillons de petits ARN distribué par lllumina (Annexe 1). Etant donné les
colts élevés que représente un séquengage a haut débit, il fallait vérifier
I'efficacité des préparations. Cela a été fait en clonant des petits ARN a partir
de la préparation d’échantillons d’ARN du plant 1829-12D4. Les clones ont été

obtenus de la méme fagon qu’au chapitre 1, mais en omettant I'étape de
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multimérisation pour économiser du temps. Plusieurs clones ont été obtenus
et dix d’entre eux ont été envoyés séquencer a La Plateforme de Séquengage
et Génotypage dés Génomes de I'Université Laval. La séquence d'un clone
n'était pas utilisable. Deux clones ne contenaient que le vecteur pGEM-T
ligaturé sur lui-méme. Les séquences des inserts des 7 cldnes restants ont été
analyséés et les incertitudes dans l'identification des bases ont été corrigées
par observation des chromatogrammes. Une fois les séquences des inserts
remises dans la méme orientation (Tableau 7), les séquences des adaptateurs
5" et 3’ ont été déterminées puisqu’elles ont été retrouvées a chaque extrémité
d’'une séquence variable pour tous les clones. Les séquences associées a

chacun des adaptateurs sont les suivantes :

Adaptateur 5’ : 5’ -CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3'

Adaptateur 3’ : 5' -GATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGTCGGTGGTCGCCGTATCATT-3 "

Le clonage utilise une quantité non négligeable d’échantillon et il était
intéressant de trouver une manipulation utilisant moins d’ADNc pour vérifier
I'efficacité de préparation des échantillons. La séquence des adaptateurs, que
la compagnie lllumina refusait de nous fournir au départ a pu étre déterminée
a partir des clones obtenus. Avec ces séquences, il sera désormais possible
de faire une réaction de polymérisation en chaine (PCR) sur une quantité
minime d’échantillon final. L’ADN obtenu suite a ce PCR pourra étre utilisé
pour verifier I'efficacité de préparation des échantillons par migration sur gel
d’'agarose et par clonage, si nécessaire, sans affecter la quantité d’échantillon

disponible pour le séquengage a haut débit de fagon significative.



Tableau 7. Séquences des inserts contenus dans les plasmides des différents clones obtenus-a partir de la préparation

des échantillons pour le séquencage a haut débit.

Clone Séquence

NOoO O, WN =

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGTCGGTGGTCGCCGTATCATTA
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGTCGGTGGTCGCCGTATCATT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTCGATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGTCGGTGGTCGCCGTATCATT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAATGTAGGGTGTAAACCGGGTGGCCGATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGTCGGTGGTCGCCGTATCATT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAAGAACTCTGTTCTTTATTTCCTCTGATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGTCGGTGGTCGCCGTATCATT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGTCGGTGGTCGCCGTATCATTA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGGAAACCCATGGATCCAAGTATATGATCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGTCGGTGGTCGCCGTATCATT
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Comme les deux échantillons ont été préparés de la méme maniére, et
que le poids moléculaire du produit final était le méme pour les
deuxéchantillons, on peut conclure que la préparation des échantillons des
petits ARN d'un plant sain et d'un plant infecté a fonctionr_1é. Ces deux
échantillons ont été envoyés au « The Center for Applied Genomic (TCAG) of
the Hospital for Sick Children » de Toronto pour étre séquencés par la
technologie Solexa d'lllumina. Un résumé des principes utilisés par cette
technologie est présenté a Pannexe 1.

Avec le séquencage de plus d’un million de petits ARN d’'un plant sain
et d'un plant infecté, il sera possible de répondre a quelques questions
soulevées dans les travaux précédents et de diriger les expériehces futures
pour mieux comprendre linterférence a I’ARN et l'infection par PLMVd. Cette
expérience permettra sans doute de confirmer que le génome de PLMVd n’est
pas ciblé équitablement par I'interférence a I;ARN. On peut s’attendre aussi a
obtenir des petits ARN chevauchant le site de coupure du motif catalytique en
téte de marteau .de la polarité négativé dé PLMVd, ce qui supportera
I'hypothése que les deux molécules circulaires de PLMVd sont ciblées par
linterférence a 'ARN. En effet, des ARNnc chevauchant le site de la coupure
du hammerhead de polarité positive de PLMVd ont déja été identifiés au
chapitre 1 et il en a été déduit que ces petits ARN provennaient sans doute du
clivage de la molécule circulaire de polarité positive du viroide. Aussi, la
détection de duplex d’ARN provenant de la tige P11 de PLMVd et contenant
les mésapariements attendus serait une preuve supplémentaire que les
monomeres de PLMVd sont ciblées par l'interférence a 'ARN. D’un autre coté,

si de tels duplex d’ARN ne sont pas retrouvés alors que des duplex parfaits le



90

sont, cela signifirait que les ARNnc homologues a PLMVd proviennent d’un
ARN double-brin composé des deux polarités de son génome. Ces ARN
double-brins peuvent étre formés lors de la réplication du viroide ou par
appariement de deux molécules génomiques linéaires dans le cytoplasme.
Cette hypothése est improbable étant donné ce qui a été observe a la suite de
ce travail, mais ne peut pas étre éliminée avec les résultats disponibles a ce
jour. De plus, une variation dans I'expression de petits ARN non homologues
a PLMVd pourrait aussi étre observée suggérant gque l'infection par un viroide
modifie la régulation de I'expression de certains génes. Enfin, il serait sans
doute possible de trouver quelques homologies entre les petits ARN
séquencés du pécher et ceux obtenus dans d’autres séquengages a haut
débit, ndtamment chez Arabidopsié thaliana. Malheureusement, ces résultats
seront disponibles aprés le dép6t de ce mémoire et on ne peut qu’'émettre des

hypothéses pour l'instant.
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Conclusion

Ce travail a démontré que, in vivo, les deux polarités du génome de PLMVd
sont clivées en petits ARN non-codant dans le pécher. La nature de ces
ARNnNc et leur alignement sur la molécule de PLMVd suggérent que ces
ARNnNc sont des petits ARN interférents produits par la plante pour se protéger
contre ce pathogéne. D'aprés les observations faites, il semble que les
moléculesb circulaires de PLMVd soient préférentiellement ciblées par
linterférence a I'ARN. Ces observations combinées aux informations
disponibles sur l'interférence a 'ARN permettent de dire que les molécules
circulaires de PLMVd se retrouvent a un moment du a un autre dans le
cytoplasme des cellules végétales. L’analyse de la composition des petits
ARN séquencés a permis de faire quelques constatations intéressantes qui
ont mené a certaines hypothéses. Cependant, les résultats obtenus ne
permettent pas de confirmer la véracité des ces hypothéses principalement en
raison de la quantité limitée de petits ARN séquencébs. C’est pourquoi il a été
entrepris de séquencer a grande échelle les petits ARN de plants de péchers.
Les résultats préliminaires ont été présentés, mais la partie la plus
intéressante de ce travail n'est pas encore disponible puisque les millions de
sequences n’'ont pas encore été obtenues. Une fois ces résultats disponibles,
il faudra les analyser de fagon bioinformatique et confirmer les observations
faites avec des techniques biochimiques ce qui demandera beaucoup de
temps ef deffort afin de tirer le plus d'informations possibles de cette

expérience d'une puissance remarquable.
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Annexes

Annexe 1. Matériels et méthodes supplémentaires'

Extraction d’ARN au phénol chaud

L'’ARN a été éxtrait des feuilles de 5 plants de péchers sains (1829-
12D4, 1291-11B6, 2015-04B3, 1828-02B3, 1857-06D3) (Table 3) et 5 plants
infectés par PLMVd (1922-01B1, 1271-01A5, 1188-01D4, 1860-01A1, 1922-
03B1), provenant de Sydney en Colombie-Britanique au Canada. Ces extraits
ont été réalisés une fois par mois de mai 2008 a octobre 2008. Pour éviter de
tuer les arbres en enlevant toutes leurs feuilles, une quantité limitée de
feuilles, c'est-a-dire deux grammes (g), était recueillie chaque mois ce qui
limite par le fait méme la quantité d’ARN disponible pour les expériences.
L’ARN des feuilles de péchers a été extrait par la méthode du phénol chaud.
Pour chaque extraction, 0,5 g de feuilles a été broyé dans I'azote liquide. La
poudre obtenue a été resuspendue dans 4 fois 375 uL de tampon d’extraction
(100 millimolaires (mM) LiCl, 100 mM Tris, 10 mM EDTA, 1 % (p/v) sulfate
dodecyle de sodium (SDS), 1% (p/v) polyvinyl-pyrrolidone (PVP), pH 9)
auxquels ont été ajouté 375 uL. de phénol chauffé a 65 degrés Celsisus (°C).
Aprés avoir laissé refroidir pendant 5 minutes (min), 375 uL de chloroforme
ont été ajoutés et le tout a été"mélangé pendant 20 min. Par la suite, le
mélange a été centrifugé 5 min a 16 000 g. Le surnageant a été récolte et a
subit deux extractions au phénol/chloroforme en y ajoutant 0,5 volume de
phénol et 0,5 volume de chloroforme pour ensuite vortexer le mélange et le

centrifuger 5 min @ 16 000 g. Enfin, TARN a été précipité en ajoutant 0,1
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volume d’acétate de sodium 3 M pH 5.0 et 2 volumes d’'éthanol 100 % (v/v) au
surnageant pour ensuite centrifuger 10 min & 16 000 g. Le culot a été lave
avec de I'ethanol 70 % (v/v) et resuspendu dans 200 plL d'eau.

L'’ARN obtenu a été dosé au spectrophotomeéetre a des densités
optiques (DO) de 230, 260, 280 et 320 nanometres (nm). Le
spectrophotométre calcule automatiquement le ratio DO2sonm/DO280nm €t donne
directement la concentration en acide nucléique dans les échantillons en
tenant compte du facteur de dilution utilisé. Aussi, un aliquot a été migré sur

un gel d'agarose 1 % (p/v) pour juger de la qualité des extraits.

Migration sur gel de polyacrylamide

Des gels de polyacrylamide dénaturants ont été faits & partir d'une
solution d’acrylamide : bisacrylamide (19 : 1) dissous dans du tampon tampon
tris-borate-EDTA (TBE) 1X 8 M urée et d’une solution de TBE 1X 8 M urée, ce
qui a permis d’ajuster la concentration d’acrylamide au niveau désiré soit : 5 %
(p/v) acrylamide pour séparer les molécules de PLMVd et 15 % (p/v) pour les
petits ARN. La migration a été faite a 30 Watts (W) pendant 1 h pour PLMVd
et 3 h pour les petits ARN. Les gels ont été observés aux rayons ultraviolets
(UV) pour identifier les bandes d'intérét grace a une échelle de poids

moléculaire qui a migré en méme temps que I'ARN total.

Transcription de PLMVd
Des transcrits de PLMVd ont été obtenus a partir du plasmide pPD1.
Ce plasmide contient une construction dimérique de PLMVd qui exploite le

motif catalytique en téte de marteau du viroide pour permettre la production de
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monomeéres d’ARN des deux polarités du génome de PLMVd en fonction du
promoteur utilisé pour transcrire le plasmide. Pour obtenir PLMVd de polarité
positive, le plasmide pPD1 a été digéré avec 'enzyme BamH]I. La digestion a
été visualisée aprés migration d’'un aliquot sur gel d’agarose 1 % (p/v) coloré
au bromure d’éthidium. Une fois le plasmide digéré complétement, la forme
linéaire du plasmide a été extraite une fois au phenol/chloroforme comme il a
été décrit précédemment. L'ADN a ensuite été précipité a I'éthanol de la
méme fagon que pour I'ARN et il a été resuspendu dans 30 a 50 microlitres
(ul) d'eau avant d’étre dosé au spectrophotométre. La transcription a été
effectuée dans un volume total de 100 uL contenant 5§ microgrammes (ug) du
plasmide digéré avec 4 mM de chaque ribonucléotide triphosphate (NTP), 15
Unités (U) de RNA guard (Amersham Biosciences), 0,01 U de
pyrophosphatase de levure (Roche Diagnostic), 80 mM HEPES-KOH, pH 7,5
24 mM MgClz, 2 mM Spermidine, 40 mM DTT et 2 ul d'ARN polymérase T3
purifiée. Le mélange a ensuite été incubé a 37 °C pendant 3 h. La réaction a
été arrétée par I'ajout de 5 U d’ADNase RQ1 exempte d’ARNase (Promega) et
une incubation de 30 min a 37 °C. L’ARN obtenu a enéuite été migré sur un
gel de polyacrylamide 5 % (p/v) dénaturant et une bande de gel correspondant
a 338 nt a été isolée. La bande obtenue a été incubée toute la nuit a la
température de la piéce dans 400 uL de tampon d’extraction d’ARN (500 mM
acétate de sodium, 1 mM EDTA, 0,1 % (p/v) SDS, pH 8) avant d'étre
prééipitée' en ajoutant de 1 millilitre (mL) d'éthanol 100 % (v/v) et en
“centrifugeant 10 min a 16 000 g. Le culot d’ARN a été lavé a I'éthanol 70 %

(v/v) et resuspendu dans 30 uL d’eau sans ARNases. Pour obtenir PLMVd de



107

polarité négative, le méme protocole a été suivi, mais en utilisant une

digestion EcoRI de pPD1 et 'ARN polymérase T7 plutdt que T3.

Buvardage de type Northern

Pour confirmer la présence ou I'absence de PLMVd dans les feuilles
utilisées, des buvardages de type Northern ont été effectués. 2,5 ug d'ARN
total ont été migrés sur un gel de polyacrylamide 5 % (p/v), 8M urée en méme
temps qu’une transcription de PLMVd servant a surveiller la migration. Aprés
la migration, i’ARN a été transféré par capillarité toute la nuit sur une
membrane Nytran®N (Whatman). L’ARN a été photoponté a la membrane aux
ultraviolets & une longueure d'onde de 254 nm. Par la suite, la membrane a
été préhybridée 4 h a 65 °C dans 50 mL de tampon de préhybridation (50 % ‘
(v/v) formamide, 750 mM NaCl, 75 mM citrate de sodium, 1 % (p/v) SDS, 5 %
(v/v) solution de Dernhardt, 100 pg/ml ADN de sperme de saumon). Les
sondes utilisées étaient des transcriptions de PLMVd obtenues avec le «
StripEZ transcription kit » (Ambion, Austin TX) en présence de 50 uCi de [o-
32p UTP] (3000 Ci/mmol Amersham Bioscience). L'utilisation du kit StripEZ
permettait de facilement enlever la sonde de la membrane, en suivant les
instructions du manufacturier, pour permettre I'hybridation de Ia‘ membrane
avec une autre sonde. Les sondes ont été ajoutées a 10 mL de tampon de
préhybridation frais et la membrane a été hybridée toute la nuit. Aprés
I'hybridation, la membrane a été lavée 3 fois 15 min avec un tampon
contenant 150 mM NaCl, 15 mM citrate de sodium et 0,1 % (p/v) SDS a 65 °C
et une fois 15 min avec un tampon 15 mM NaCl, 1,5 mM citrate de sodium

0,1 % (p/v) SDS a 65 °C. L'analyse était faite par autoradiographie sur une
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cassette Phosphoscreen (GE Healthcare) révélée au Storm (Amersham
Bioscience). Généralement, deux buvardages, chacun utilisant une sonde de
polarité inverse de PLMVd, ont été faits pour chaque expérience et les
résultats étaient semblables pour les deux polarités de PLMVd.

Pour les petits ARN, le méme protocole a été suivit, mais 40 ung d’'ARN
total ont été utilisés et la migration s’est faite sur un gel de polyacrylamide

15 % (p/v).

Séquengage a haut débit

A Tlorigine, la technologie Solexa a été développée pour le
reséquencage de génome, mais de nouvelles appliéations ont été trouvées a
cette technique, dont la découverte de petits ARN régulateurs. La théorie de
cette méthode de séquencage est relativement simple. Solexa est basé sur le
séquencage massif et paralléle de millions de fragments d’ADN. Des
adaptateurs de séquences connues sont attachés a chaque fragment d’ADN
ce qui permet de les lier sur une surface plane et transparente céntenant des
amorces de séquence complémentaire aux adaptateurs. Une ampliﬂcationven
pont est effectuée (Figure 12), ce qui donne des millions de groupes
contenant chacun environ 1000 séquences de la méme matrice. Les groupes
sont ensuite séquenceés par synthése avec des nucléotides bloqués de fagon
réversible en 3’ et possédant un fluorophore qui peut lui aussi étre enlevé de
fagon enzymatique. Chaque nucléotide posséde un fluorophore de couleur
unique. Il est ainsi possible de visualiser l'incorporation des nucléotides a
chaque position en les excitant avec un laser. Les séquences sont donc

obtenues une base a la fois pour tous les groupes en méme temps par la
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production d’images pour chaque position. Un logiciel regroupe ensuite
chaque image obtenue et donne Ié séquénce de ghacun des groupes présents
sur la surface. De cette fagon, il est possible d’obtenir facilement un minimum
de 1,5 million de séquences d’une longueur allant jusqu’a 35 pb. |

La préparation des échantillons pour le séquen¢age a haut débit a été
faite a I'aide du « DGE small RNA Sample Prep Kit » (lllumina). Le protocole
du manufacturier a été suivi avec comme seule modification I'observation de
la migration de 'ARN aux rayons ultraviolets plutét qu'au bromure d’éthidium.
Une fois les échantillons préparés ils ont été envoyés a « The Center for
Applied Genomics » au « Hospital for Sick Children » de Totonto pour
séquencer par la fechnologie Solexa. L'ARN extrait au mois de mai du plant
sain 1829-12D4 et du plant infecté1188-01D4 ont été utilisés comme

échantillons de départ.
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Figure 12. Théorie du séquengage a haut débit par la technologie Solexa. Les

étapes importantes du séquengage sont présentées avec de courtes

explications.





