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Introduction

On suppose que des les balbutiements de la vie les ARN étaient les
uniques porteurs de 'information génétique ainsi que les effecteurs du génome,
a I'image de certaines réplicases décrites par le passé (Mills et al, 1967).
Cependant, au cours de I’évolution, ceux-ci furent remplacés dans leurs fonctions
de porteurs de linformation par I’ADN, plus stable et plus résistant aux
conditions environnementales et par les protéines en tant qu’effecteurs
(Kawamura, 2012). Ainsi, a I'exception de certains virus (e.g. virus a ARN,
rétrovirus) les ARN, chez les autres organismes, ont changé de réles et sont
devenus les porteurs transitoires de I'information génétique, tandis que certains
ont gardé leurs réles d’effecteurs (e.g. ribosomes, ribozymes).

En changeant de roles les ARN se sont aussi diversifiés jusqu’a occuper de
multiples fonctions dans la cellule. Parmi ces réles, nous pouvons citer les plus
connus comme les ARN messagers (mRNA) qui servent d’'intermédiaires pour la
synthese des protéines lors de la traduction, les ARN ribosomaux (rRNA)
composants essentiels du ribosome, ou encore les ARN de transfert (tRNA)
molécules essentielles aux transports des acides aminés sur les chaines
peptidiques naissantes. De nombreux autres types d’ARN existent, ils sont

briévement décrits ci-dessous.

1- Les grands ARN

1.1 - Les grands ARN codants

Les seuls ARN de grandes tailles codants pour des protéines sont les ARN
messagers, ou mRNA. Le role des mRNA est de servir d’'intermédiaire pour la
synthése des protéines. Nous pouvons distinguer les mRNA en fonction de
I'organisme qui les produits, et notamment selon qu’ils soient d’origine

procaryote ou eucaryote.
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1.1.1.1 - Chez les procaryotes

Chez les procaryotes I'étape de transcription s’effectue en tandem avec la
traduction. Les mRNA y sont polycistroniques, ils possedent donc plusieurs
codons d'initiations et codons-stop sur un méme ARN. Ceci permet la synthese
de plusieurs protéines a partir du méme mRNA. IlIs sont souvent transcrits a
partir de genes organisés en opérons c’est-a-dire une série de genes (souvent
associés a la méme voie métabolique) sous le controle d’'un méme promoteur.

L’enzyme responsable de la transcription chez les procaryotes est
composé de 5 sous-unités dont notamment la sous-unité o qui sera la premiere a
reconnaitre I’ADN et la séquence initiatrice TATAAT appelée boite de Pribnow
(Pribnow, 1975). 1l existe plusieurs types de facteurs o, chacun est spécifique
d’'un type de promoteur (e.g., o670 transcription de gene standard, o54
transcription de géne nécessaire au métabolisme de 'azote) (Zhang et al., 2014;
Zhao et al., 2005; Zhou et al., 1988).

La terminaison de la transcription s’effectue généralement de deux
manieres différentes. La premiere dite rho indépendante fait intervenir une tige-
boucle suivie d'une série d'uridines. Le second type de terminaison fait
intervenir un facteur protéique de terminaison nommé rho (Pour revue : Adhya
etal, 1979; Bear et Peabody, 1988; Howard et de Crombrugghe, 1976).

Les mRNA sont dégradés par plusieurs endonucléases qui vont cliver les
mRNA dans des régions simples brins riches en AU (RNAse E, G, ] et Y), ou dans
des régions doubles brins (RNAse III). Ils sont aussi pris en charge par des
exonucléases (RNase II, RNase R et la PNPase : Polynucleotide phosphorylase)
qui dégradent les mRNA dans le sens 5’-3’ ou 3’-5". Divers éléments participent a
la stabilisation des mRNA (e.g. présence d'une extrémité 5’ triphosphate et de
structures secondaires), ou a leur déstabilisation (e.g. présence d’une extrémité
5" monophosphate et de queues permettant le recrutement d’exonucléases)

(Pour une revue : Evguenieva-Hackenberg et Klug, 2011).

1.1.1.2 - Chez les eucaryotes
Chez les eucaryotes, la transcription des mRNA est réalisée par la
polymérase II dans le noyau, par des NEP (“Nucleus-Encoded Polymerase®) dans

la mitochondrie auxquelles s’ajoute une PEP (“Plastid-Encoded Polymerase®)
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dans le chloroplaste (Pour revue, Arnold et al., 2012; Braun et Young, 2014; Yu et
al,, 2014). Dans le noyau la polymérase Il nécessite plusieurs facteurs d’initiation,
ou TF, (Transcriptional Factor) dont certains vont se fixer a la TATA box en
jouant un role similaire au facteur ¢ bactérien. Le mRNA est ensuite transcrit de
I'extrémité 5’ vers l'extrémité 3'. La transcription est stoppée aux environs du
signal polyadénylation (5’-AAUAAA-3’). Ce signal permet le recrutement des
facteurs CPSF (Cleavage and Polyadenylation Specificity factor), CStF (Cleavage
Stimulation Factor) ainsi que de la poly-A polymérase (Pour revue : Buratowski,
2009; Cheung et Cramer, 2012; Kim et Buratowski, 2013; Shandilya et Roberts,
2012; Munroe et Jacobson, 1990).

Peu de temps apres le début de sa synthese, le mRNA est coiffé par I'ajout
a son extrémité 5’ d’'une guanosine methylée (Ghosh et Lima, 2010). Puis il est
épissé via I'action de plusieurs facteurs (Pour revue : Brown et al., 2014; Galej et
al., 2014; Matera et Wang, 2014). Enfin le mRNA est exporté vers le cytoplasme
via l'interaction avec un complexe ribonucléique nommé hnRNP (heterogeneous
nuclear RiboNucleoProtein). Ce complexe est composé de la CBC (Cap-Binding
Complex), la PABP (Poly Adenine Binding Protein) et du complexe de liaison au
pore nucléaire Nxt1-Nxf1 (Bjork et Wieslander, 2014).

La cellule possede des mécanismes de controle qualité des mRNA (Pour
revue : Kilchert et Vasiljeva, 2013; Walters et Parker, 2014; Zhai et Xiang, 2014).
Ainsi, lorsqu'un mRNA aberrant est détecté on distingue trois processus de
dégradation le “No-Go Decay“, pour un mRNA sans codon start, le “Non-Stop
Decay"“, pour un mRNA sans codon stop et enfin le “Nonsense Mediated mRNA
Decay” pour des mRNA possédant un codon stop prématuré (Pour revue :

Parker, 2012; Roy et Jacobson, 2013).

1.2 - Les grands ARN non-codants

Il existe deux types d’éléments transposables (TE), les rétrotransposons,
ou transposons de classe 1 sont des transposons avec un intermédiaire ARN.
Tandis que les transposons a ADN, dit de classe 2, ne font pas appel a ces

intermédiaires ARN.
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Ils sont particulierement abondants chez les plantes. Entre 49 et 78% du
génome du mais en est composé (Sanmiguel et Bennetzen,
1998), contre 68% du génome du blé (Li et al., 2004). Afin de se répliquer et de
s’'intégrer de nouveau dans le génome, les rétrotransposons sont transcrits en
ARN, puis ils sont rétrotranscrits en ADN a l'aide d’une transcriptase inverse
pour laquelle ils codent eux-mémes (Dombroski et al., 1994).

Il existe 2 classes de rétrotransposons les LTR (Long Terminal Repeat) et

les non-LTR.

1.1.2.1 - Les rétrotransposons LTR

Les rétrotransposons LTR dérivent probablement de rétrovirus qui se
sont définitivement intégrés au génome de leurs hotes. Leur taille varie de 1 a
10kpb. Ils sont subdivisés en 3 classes les Ty1l-copia-like, Ty3-gypsy-like et les
BEL-Pao-Like. Les 2 premiers types sont présents en tres grand nombre chez les
animaux, les champignons et les plantes, tandis que les BEL-Pao-Like n’ont été
caractérisés que chez les animaux (Copeland et al, 2005; Schulman, 2013;

Wicker et al., 2007).

1.1.2.2 - Les rétrotransposons non-LTR

Les rétrotransposons non-LTR sont divisés en 2 sous-groupes les LINEs
(Long INterspersed Elements) et les SINEs (Short INterspersed Elements). Les
LINEs codent pour tous les éléments nécessaires a leurs rétrotranscription et
leurs transposition tandis que les SINEs dépendent des éléments codés par les
LINEs et ne sont donc pas autonomes (McCarthy et McDonald, 2004; Schulman,
2013).

Les LINEs forment un groupe d’éléments génétiques allant de 6 a 8kpb,
transcrit par la polymérase II. Ils représentent 17% du génome humain mais
sont bien moins nombreux chez les plantes (e.g, 4% du génome de Lilium
speciosum) (Wenke et al., 2009). Peu d’entre eux sont encore capables de se
répliquer seuls (Doucet et al., 2010). Ils posseédent deux cadres de lecture
ouverts. Le premier code pour une protéine de liaison a I'’ARN tandis que le
second code pour une enzyme possédant une activité de transcription inverse et

une activité de type RNase H (Ohshima et Okada, 2005; Schulman, 2013).
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Les SINEs sont plus petits, entre 100 et 300pb, et ils ne codent pour
aucune protéine. C’est pourquoi ce type de rétrotransposon appartient plus a la

classe des petits ARN non codants (cf. 2.2.5).

Les IncRNA (long non coding RNA) sont définis comme des séquences
d’ARN supérieurs a 200 nucléotides, ne codant pour aucune protéine. Les IncRNA
se trouvent dans les introns, en antisens de genes ou dans des régions inter-
géniques, nombres d’entres eux proviennent d’insertions de rétrotransposons.

La plupart des IncRNA analysés jusqu’a aujourd’hui ont un rdle dans la
régulation de la différenciation cellulaire, dans le développement de I'embryon et
dans certaines réactions épigénétiques (guidage des enzymes modifiant la
chromatine). Ils guident et aident aussi au rapprochement des régions
“enhancers” et promotrices de la transcription, a I'épissage alternatif, a la
localisation des protéines ainsi qu’a la stabilité et la traduction mRNA (Pour une

revue, Morris et Mattick, 2014).

Les ARN ribosomiques (rRNA) sont des molécules essentielles a la
traduction. Chez les eucaryotes, la transcription des rRNA est réalisée par les
polymérases I et III dans le noyau, par des NEP dans la mitochondrie et une PEP
dans le chloroplaste (Pour revue, Arimbasseri et al., 2013; Braun et Young, 2014;
Németh et al., 2013; Yu et al,, 2014).

Chez les procaryotes, la mitochondrie et le chloroplaste, la petite sous-
unité dite 30S (Melnikov et al., 2012) est composée d’'un rRNA nommé 16S tandis
que la grande sous-unité, la 50S, est composée de 2 rRNA de 5 et 23S. (Alberts,
2002).

Chez les eucaryotes, le ribosome est composé de 2 sous-unités 60S et 40S,
le rRNA 18S se trouve dans la petite sous-unité du ribosome (40S) tandis que la
grande sous-unité contient 3 rRNA, le 5S, 5,8S et le 28S (chez les mammiferes,
25S chez les plantes), tous sont transcrits par I'’ARN polymérase I a I'exception du

rRNA 5S qui est transcrit par la polymérase III (Melnikov et al., 2012).
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Figure 1 : Comparaison des différentes structures de tmRNA de bactéries et mitochondries. A
et B, tmRNA bactérien. Le CCA est ici encodé par le génome chez la plupart des bactéries. Les
tmRNA comprennent deux domaines ayant des fonctions distinctes: le domaine de type tRNA
(noir) et le domaine de type mRNA (bleu). B et C, en rouge figure les domaines de type tRNA
codés par un second gene. C et D, tmRNA mitochondrial, chez lesquels il manque le domaine de
type mRNA. La fleche indique que le CCA est ajouté post-transcriptionnellement (figure d’apres

Hafez et al., 2013).
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2-Les petits ARN

Les seuls ARN connus faisant partie de cette catégorie se nomment les
tmRNA (abréviation de “transfer-messenger RNA") (figure 1). Ce type d’ARN se
trouve principalement chez les bactéries. Ils possedent des caractéristiques
propres aux mRNA ainsi qu’aux tRNA. Les tmRNAs forment des complexes
ribonucléoprotéiques avec SmpB (Small protein B), le facteur d’élongation Tu
(Ef-Tu), ainsi que la protéine ribosomale S1. C’est lors de I'étape de trans-
traduction que les tmRNA et ces protéines se lieront a un ribosome bactérien
bloqué en plein milieu de la synthese d’'une protéine, comme par exemple lors de
la traduction d’'un mRNA auquel il manque un codon stop. Le tmRNA permet le
recyclage du ribosome bloqué, et le marquage du peptide en cours de synthese
de facon a ce qu’il soit dégradé tout comme le mRNA aberrant (Keiler, 2008).
Chez la plupart des bactéries ces fonctions sont assurées par des tmRNA
transcrits d’'un seul tenant. Cependant, chez quelques especes, les tmRNA sont
transcrits a partir de 2 genes permutés dont les transcrits s’hybrident 'un a
I'autre de maniere a former le tmRNA complet (figure 1D) (Hafez et al., 2013). La
structure canonique des tmRNA consiste en 2 domaines. Le premier domaine,
similaire au tRNAAl, est aminoacylable par I'alanine et permet I’entrée du tmRNA
dans le site A du ribosome. Le second domaine, similaire aux mRNA, code pour
un peptide qui étiquetera le polypeptide néosynthétisé de facon a ce qu'’il soit
dégradé.

Du fait de leur origine commune avec les bactéries, les mitochondries de
certains organismes, possedent aussi des genes codants pour les tmRNA (ssrA).
La présence de ces ARN dans les mitochondries a été mise en évidence, pour la
premiére fois, dans des organismes eucaryotes de I'ordre des jakobida (Burger et
al., 2013; Jacob et al., 2004; Keiler et al., 2000), depuis ils ont aussi été décrits

chez des oomycetes (Hafez et al.,, 2013).
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2.2 - Les petits ARN non-codants

Les snoRNA (Small nucleolar RNAs) sont une classe de petits ARN
d’environ 50 a 100nt que I'on trouve codés dans les introns, chez les eucaryotes.
I[Is servent de guide a la modification d’autres ARN, notamment les ARN
ribosomaux. Il existe 2 classes de snoRNA. La classe contenant une boite C/D qui
est associée a la méthylation des transcrits et celle contenant une boite H/ACA
qui est associée a la pseudouridylation des ARN (Figure 2).

La majorité des méthylations a lieu au niveau du ribose, en position 2’,
tandis que la pseudouridylation consiste en l'isomérisation de l'uridine en
pseudouridine (Bratkovic et Rogelj, 2014).

Chaque snoRNA ne peut participer qu’a la modification d’'un site. Cela
nécessite le recrutement d'un complexe d’environ 4 protéines, 'ensemble
formant alors un snoRNP (« small nucleolar RiboNucleoProtein »). Ce complexe
reconnait le site d’édition de '’ARN grace au snoRNA qui possede une séquence
de 10 a 20nt complémentaire au site d’édition. Des lors les différentes protéines

du complexe vont pouvoir jouer leurs réles selon la modification visée.

2.2.1.1 - SnoRNA a boite C/D et méthylation

La séquence de cette classe de snoRNA contient deux séries de deux
séquences conservées, la premiere série est constituée des séquences C et C*
(AGUAGU) et la seconde série est constituée des séquences D et D’ (CUGA). De
petites régions complémentaires permettent la formation d'une structure
rapprochant les domaines C et D ainsi que C’ et D’ respectivement. Entre chaque
couple de domaine C/D et C’/D’ se trouve la région complémentaire au site de
modification. Ce site permet au snoRNA de former un duplex ARN dont I'un des
nucléotides sera modifié par l'ajout d'un groupement méthyl (figure 2A)

(Samarsky et al., 1998).
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2.2.1.2 - SnoRNA a Boite H/ACA et pseudo-urydiation

Les snoRNA a boite H/ACA sont structurés en une série de 2 tiges boucles
ainsi que 2 domaines d’ARN simple brin. Le tout organisé de la fagon suivante :
tige-boucle/charniere/tige-boucle/queue (figure 2B). Les snoRNA H/ACA
contiennent deux régions conservées, la boite H dont la séquence consensus est
ANANNA, et la boite ACA. Chacune des 2 boucles contient les séquences
nécessaires a la reconnaissance de I’ARN cible, formant alors une structure en
“pseudo-nceud” incluant I'’ARN cible ainsi que 4 protéines (Cbf5p, Garlp, Nhp2p,
et Nop10p). Le SnoRNA convertira alors en pseudo-uridines, par isomérisation
d’'un de leurs cycles, les uridines de transcrits tels que les rRNA, ou les snRNA

(Bachellerie et al., 2002; Bratkovic et Rogelj, 2014; Ganot et al., 1997).

Les snRNA (Small nuclear RNA), occupent un réle-clef dans la cellule.
Souvent appelés U-RNA, ils constituent une classe de petits ARN non codants
trouvés dans le noyau des eucaryotes. Ils participent a I'épissage des introns des
mRNA (figure 3). Ils ont une taille moyenne de 150nt et ils peuvent étre
transcrits soit par la polymérase II, soit par la polymérase III (Matera et al.,
2007).

Les snRNA sont toujours associés a un jeu de protéines, ce complexe est
alors nommé snRNP (small nuclear RiboNucleo Protein). Chaque snRNP est
composé de plusieurs protéines ainsi que d'un snRNA. Ils sont divisés en 2
classes (Matera et al., 2007).

La premiere classe, la classe Sm, est la plus décrite. Les snRNA de cette
classe sont transcrits par I’ARN polymérase II. Ils sont ensuite coiffés dans le
noyau d’'une 5’'monomethylguanosine. Puis ils sont rallongés en 3’ de maniere a
former une tige boucle. Ils sont aussi hyperméthylés au niveau de la coiffe en 5’.
La classe Sm des snRNA compte les ARN U1, U2, U4, U4atac, U5, U7, U11, et U12.
Tous ces ARN riches en uridine (hormis U7) forment le cceur du spliceosome.
Cette structure participe a I'excision des introns des mRNA (figure 3).

Dans la seconde classe, la classe Lsm, les snRNA possedent une coiffe

monométhylphosphate ainsi qu’'une tige boucle en 3’ se terminant par un polyU.
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Ce polyU constitue le site de liaison de I'hétérohaptamere de la protéine Lsm.
Cette classe de snRNA est transcrite par 'ARN polymérase IIl. Les snRNA ne
quittent jamais le noyau. A ce jour, seul 2 ARN de ce type sont connus: U6 et
U6atac (Matera et al., 2007).

L’ensemble de ces petits ARN participe a la formation de deux
spliceosome. U1, U2 U4, U5 et U6 participent a la formation du spliceosome
majeur, intervenant dans |'épissage des introns communs dit de type U2. Tandis
que U11, U12, U4atac, Ubatac et U5 participent a la formation du spliceosome
mineur intervenant dans I'épissage d’'intron plus rare dit de type U12. U7 quant a
lui est impliqué dans la modification de la tige boucle situé a I'extrémité 3’ des

pré-mRNA d’histones (Schiimperli et Pillai, 2004).

2.2.3.1 - Les miRNA

Les miRNA (microRNA) sont codés dans des régions intergéniques ou
inclus dans des introns de mRNA (figure 4). Chez les plantes, contrairement aux
animaux, les miRNA s’hybrident parfaitement dans les régions codantes des
mRNA dont ils induisent la dégradation. Ce processus est appelé PTGS (“Post-
Transcriptionnal Gene Silencing“) (Bartel, 2009; Lewis et al., 2003; Wang et al,,
2004).

Les genes de miRNA sont transcrits par 'ARN polymérase II (Lee et al,,
2004) en une série de tiges-boucles nommeée pri-miRNA (primary miRNA). Puis
le transcrit est coiffé, polyadenylé, et maturé a la maniére d'un mRNA (Cai et al,,
2004). 1l arrive parfois que certains pri-miRNA possedent des introns, et ceux-ci
sont épissés de la méme maniére que chez les mRNA (Jones-Rhoades et al,
2006). Les tiges-boucles sont ensuite séparées les unes des autres par DCL1
(“Dicer Like 1“) (figure 4) pour former un pre-miRNA (“precursor miRNA") (tige-
boucle isolée) dont la boucle sera clivée, dans un second temps, par la méme
enzyme (Cai et al, 2004; Lee et al, 2004; Martinez de Alba et al, 2013).
Cependant, DCL1 ne prend en charge que la maturation de miRNA conservés,
issus de tiges boucles courtes et imparfaites (e.g. pas totalement hybridées),
d’autres miRNA, moins conservés, sont maturés par DCL4 a partir de tiges

boucles longues et parfaites (Martinez de Alba et al., 2013).
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Les miRNA sont ensuite méthylés dans leur extrémité 3’ par HEN1 (“Hua
Enhancer 1“) puis tous les ARN sont exportés du noyau vers le cytoplasme par
un homologue de I'exportine 5 de drosophile, “Hasty” (HST) (Lund et Dahlberg,
2006; Murchison et Hannon, 2004; Park et al., 2005). Enfin, apres ces étapes de
maturation ’ARN est chargé sur Ago I qui est lui-méme intégré au complexe RISC
(“RNA-induced silencing complex”). C’est ce complexe qui clive le transcrit cible
ou en inhibe la traduction via 'hybridation parfaite ou quasi-parfaite du miRNA
au mRNA (Seto et al,, 2007). Certains des fragments ainsi produits sont alors
utilisés dans la voie des ta-siRNA (cf. 2.2.3.2) (figure 4) afin d’amplifier le

phénomene d’'interférence ARN aux cellules ou tissus voisins.

2.2.3.2 - Les siRNA

Chez les plantes, les siRNA (small interferent RNA) (90%) sont bien plus
représentés que les miRNA (10%) (Kasschau et al, 2007). On distingue 5
grandes catégories de siRNA. Les “trans-acting siRNAs“(ta-siRNA), les “natural
antisense transcript-derived siRNAs“ (nat-siRNA), les “endogenous siRNAs
(endo-siRNA)“, les p4/p5-siRNA et les siRNA nécessaires a la méthylation de
I’ADN via RDR2 (NERD siRNAs) (figure 4) (Martinez de Alba etal., 2013).

Les ta-siRNA

Les ta-siRNA dérivent de longs transcrits non-codants contenant les sites
d’hybridation de quelques miRNA spécifiques. Ils sont transcrits a partir de
genes spécifiques nommeés TAS (“trans-acting siRNA“). Quatre loci “TAS" et 3
miRNA sont impliqués dans la biogenese des ta-siRNA. Les TAS sont transcrits
par la polymérase III, puis clivés grace a I'un des 3 miRNA en générant alors des
fragments d’ARN qui seront amplifiés par RDR6 (“RNA-dependent RNA
polymerase 6“) (figure 4). Ces fragments d’ARN doubles brins sont ensuite
maturés par DCL4 qui clivera leurs extrémités (Xie et al., 2005). Ces fragments,
appelés ta-siRNA pourront se propager a travers la plante et aller jusqu’a
diffuser le phénomene d’interférence ARN dans tout I'organisme (Martinez de
Alba et al,, 2013). On distingue 4 types de ta-siRNA chez A. thaliana, définis en
fonction du locus dont ils proviennent (TAS1, 2, 3 et 4) et des miRNA provoquant
leurs clivage (les miRNA 173, 390 et 828) (Martinez de Alba et al,, 2013) (figure
4).
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Les ta-siRNA 1 et 2 sont produits via le clivage des transcrits TAS1 et 2 par
AGO1 portant le miRNA 173. Les produits de clivage sont ensuite stabilisés par
SGS3 (“Supressor of Gene Silencing 3“) tandis que RDR6 en synthétise le brin
complémentaire. Enfin, DCL4 génere des siRNA de 21nt complémentaires au
mRNA cible (Allen et Howell, 2010; Martinez de Alba et al., 2013). Les ta-siRNA
TAS4 sont, quant a eux, produits par le clivage d’'un transcrit TAS4 par le
complexe composé de AGO1 et du miRNA 828. IIs sont ensuite maturés selon le
méme procédé que les ta-siRNA 1 et 2. Les ta-siRNA 3 possedent 2 sites de
fixations AGO7-miRNA 390, apres clivage par ces 2 complexes, les fragments
suivront le méme processus que les ta-siRNA 1, 2 et 4 (Allen et Howell, 2010).
L’ensemble des ta-siRNA joue un réle dans l'interférence ARN, ils induisent donc

la dégradation du transcrit qu'ils ciblent (PTGS) (Martinez de Alba et al.,, 2013).

Les nat-siRNA

Le nat-siRNA (“natural antisense transcript-derived siRNA“) sont de petits
ARN de 21nt maturés par DCL 1 ou 2 et impliqués dans la régulation de génes de
réponse aux stress (Sarkies and Miska, 2014). Ce type de siRNA dérive d’ARN
doubles brins formés par I'hybridation de deux transcrits NAT (“Natural
Antisens Transcript”). Les cis-NAT sont codés par le génome a partir du méme
locus, tandis que les trans-NAT sont portés par 2 loci différents. Ils sont tout
d’abord chargés par une protéine AGO encore non-identifiée a ce jour, et servent
a la dégradation du transcrit qu'ils ciblent. Puis les produits de ce clivage sont
convertis en dsRNA via 'action de la polymérase 1V, RDR6 et SGS3 dont les
extrémités sont méthylés par HEN1 afin de former de nouveau des siRNA (figure
4). On estime qu'environ 10% des genes d’Arabidopsis sont des cis-NAT
(Martinez de Alba et al., 2013), bien que tres peu aient effectivement été décrits.
Les nat-siRNA compteraient parmi les plus grands régulateurs de I'expression du
génome des plantes, notamment lors de réponses adaptives aux stress biotiques

ou abiotiques (Budde et al., 2008).

Les endolR-siRNAs

Les endolR-siRNAs (Endogenous IR-derived siRNAs) dérivent de tiges-

boucles transcrites a partir de loci dispersés a travers tout le génome d’A.
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thaliana (figure 4). Les tiges boucles générées sont plus grandes que celles
décrites pour des geénes de miRNA. Cependant, comme les pri-miRNA, les
endolR-siRNAs se replient et forment une tige-boucle parfaite ou quasi-parfaite,
ce qui en fait des candidats pour la maturation via DCL2, 3 et 4, mais pas DCL1
(Martinez de Alba et al., 2013).

Deux de ces tiges boucles on été décrites, IR71 et IR2039. Elles produisent
des siRNA de 21, 22 et 24nt qui sont tous capables de se répandre dans la plante
via le tissu vasculaire. La fonction des endoIR-siRNAs est actuellement inconnue,
cependant on suppose que ces siRNA sont des acteurs de l'interférence ARN
(PTGS), et qu’ils jouent un role dans l'adaptation a l'environnement et la

mémoire trans-générationnelle (Dunoyer et al., 2010).

NERD siRNA

Ce sont des siRNA de 21 et 22nt dont la formation est indépendante des
enzymes du TGS (“Transcriptionnal Gene Silencing“) (eg RDR2, AGO4) mais
dépendante des enzymes du PTGS comme RDR6 et AGO2 (figure 4). Pourtant, ils
jouent un role dans le TGS, car ils servent a la méthylation de loci ADN grace a la
protéine NERD (“Needed for RDR2Z independent DNA methylation“) qui
meéthylera la lysine 9 de I'histone H3, rendant alors accessible les loci pour le

siRNA et le complexe de méthylation (Pontier et al., 2012).

Les p4/p5-siRNAs (DNA-dependent RNA polymerases [V/V-derived

siRNAs)
Anciennement appelés casiRNA (cis-acting siRNA), les p4/p5-siRNAs sont

de petits ARN de 24nt impliqués dans le remodelage de la chromatine. Ils sont
codés par le génome et sont transcrits par les polymérases IV et V qui
transcrivent le premier brin d’ARN, puis RDR2 (RNA Dependent RNA
polymerase) synthétisera le brin complémentaire. Enfin DCL3 convertit ces
doubles brins d’ARN en siRNA (figure 4) (Vazquez et al., 2004). Ils sont la classe
de siRNA la plus abondante chez la plante et ils agissent a de nombreux niveaux
pour modeler la chromatine et induire la TGS dans un processus nommé la
RdDM (RNA directed DNA methylation) (Pour revue, Martinez de Alba et al,,
2013).
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de ce génome chez divers organismes. Lorsque I'on compare le nombre de 1DNA 3 la
taille du génome, les hémosporidés ainsi que les Leishmania sont coux qui possedent
le moins de tDNA (données d' aprés hitg://gtrnadi. uescedy et Michaud et al., 2011).
* . Plusieurs annotations étant disponibles, le nombre de tDMA minimum et
maximum identifie chez chacun de ces organ smes figure dans ce tableau.
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Les piRNA (PIWI-interacting ARN) représentent la classe d’ARN non
codant la plus abondante. Ils ne sont présents que dans les cellules animales
ainsi que les protozoaires. Les piRNA sont appelés ainsi car ils forment des
complexes avec des protéines dénommées PIWI. Ces complexes sont impliqués
dans des mécanismes de modifications épigénétiques de I'’ADN régulant
I'expression des rétro-transposons (Siomi et al, 2011). On distingue les piRNA
des autres petits ARN car ils sont légérement plus grand, 21-24nt pour les
miRNA, 26-31nt pour les piRNA, mais aussi parce que leurs séquences sont
moins conservées que celles des miRNA (Seto et al., 2007).

Les piRNA se trouvent sous forme de “clusters” de tailles tres diverses (de
100bp a 100kbp) pouvant coder jusqu'a plusieurs milliers de piRNA
(O’'DonnelletBoeke, 2007). Leur biogenése est assez mal connue. On sait
cependant qu’ils jouent un role dans l'interférence ARN, ou ils participent a la
formation du complexe RISC via les protéines PIWI dont 'activité est similaire
aux protéines argonautes. Il existe 3 familles de protéines PIWI chez la souris :
MIWI, MIWI2Z et MILI (O’DonnelletBoeke, 2007), toutes participent a la
spermatogenese. Les piRNA dirigent le complexe RISC vers sa cible, souvent un
transposon et induisent alors sa sous-expression (Aravin et al., 2008). Certains
piRNAs peuvent étre transmis par la mere (Aravin et al, 2008) et d’apres
certains résultats obtenus chez la drosophile, ceux-ci pourraient intervenir dans

des processus de modifications épigénétiques (Brennecke et al., 2008).

Les SINEs de plantes, comme chez d’autres organismes, sont un groupe de
rétrotransposons non-autonomes qui sont amplifiés et propagés par les
éléments codés par les LINEs (Schulman, 2013). Les SINEs incluent un grand
nombre de transcrit de la polymeérase Il tel que les tRNA ou les rRNA qui ont été
rétro-transcrits puis intégrés au génome. Leurs tailles varient entre 75 et 662pb.

Les SINEs dérivant de tRNA en possedent l'extrémité 5 mais sont
homologues au LINEs en 3’. IIs sont trés répandus chez les plantes avec toutefois

une prévalence chez les Solanaceae (Schulman, 2013; Wenke et al.,, 2011).
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“pure ©: Rapport entre le nombre de tONA et la taille du génome. Lorigue I'on
compare le nombre de tONA 3 la taille du génome, les vertéores sont ceux gui
possedent le moins de tONA par Mpb, apres queil viennent les hemosporidés ainsi
gue les Leishmania, puis les ochrophytes (algues brunes) et erfin les trachéaphytes,
4 I'exception d'A. thaliono (données d'aprés hitp://girnadb. ucscedy) (Michaud et
al., 2011
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Les tRNA représentent 1'élément central de mon sujet de these et font

'objet d’une partie distincte.

3 - Caractéristiques et fonctions des tRNA

Les tRNA sont, avec les rRNA, les molécules les plus transcrites et
produites par la cellule. Leurs tailles varient généralement entre 75 et 90
nucléotides. Cependant des tRNA beaucoup plus petits ont été identifiés dans les
mitochondries de métazoaires (e.g. Caenorhabditis elegans ou Ascaris suum), (43-
50nt) chez lesquels les tiges-boucles D et T sont réduites a une boucle de 5 a 8
nucléotides seulement, ou dans certains cas plus extrémes totalement absentes
(e.g, R culicivorax) (Wende et al., 2014).

Les tRNA ont pour réle d’apporter au ribosome I'acide aminé nécessaire a
la synthese des protéines, tout en respectant la séquence, une série de codons,
imposée par le mRNA. C’est grace a I'anticodon, série de trois nucléotides portés
par les tRNA, que ceux-ci peuvent identifier 'acide aminé a ajouter en
s’hybridant au codon porté par le mRNA. Ainsi chaque codon ne code que pour
un acide aminé, et 'ensemble des couples codon/acide aminé définit le code
génétique universel. Si un codon ne code que pour un acide aminé, I'acide aminé
peut par contre correspondre a plusieurs codons. Il existe ainsi des tRNA qui
portent le méme acide aminé, mais pas le méme anticodon. On parlera alors de
tRNA isoaccepteurs. Il existe aussi des tRNA qui ne possedent pas la méme
séquence mais possedent le méme anticodon, on parlera alors de tRNA

isodécodeurs.

3.1 - Organisation des genes de tRNA chez les plantes

Les eucaryotes sont parmi les organismes présentant le plus grand
nombre de gene de tRNA (tDNA). On compte ainsi 599 tDNA nucléaires chez A.
thaliana (Cognat et al., 2013) contre 513 chez 'homme (Chan et Lowe, 2009).
Pour comparaison, le génome d’E.coli posséde entre 79 et 101 tDNA selon les
sources. Des exceptions existent cependant, comme chez le champignon,

Encephalitozoon cuniculi qui ne possede que 46 tDNAs, les parasites P.
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Figure 7 : Les tRNAAR et tRNAMs chez A. thaliana. Les nucléotides différents entre les
isoaccepteurs sont indiquées en rouge. Les positions différentes entre deux isoaccepteurs I'un
cytosolique et I'autre d’origine plastidiale ou mitochondriale sont affichées en vert tandis que les
positions n’étant pas similaires entre les différents isodécodeurs sont indiquées par une fleche noire.
Chez A. thaliana certains isoaccepteurs, a l'image des tRNAA2 sont trés semblables. D’autres
isoaccepteurs sont treés différents selon le compartiment. Ainsi les tRNAY® GTG cytosoliques sont trés
différents de leurs homologues plastidiaux et mitochondriaux. Ces deux derniers sont par ailleurs tres

similaires, car seul 2 nucléotides les différencies (bleu) (Cognat et al. 2013).



falciparum et L. Major chez qui le nombre de tDNA est respectivement de 35 et
82 genes ou encore des microalgues vertes comme Osteococcus tauri (43 tDNA)
ou algues brunes comme Phaeodactylum tricornutum (52 tDNA) (figure 5 et 6)
(Chan and Lowe, 2009; Cognat et al., 2013). L’'augmentation du nombre de tDNA
et de la complexité de leurs transcrits tout au long de I'évolution est
concomitante a l'apparition d’enzyme de modification des tRNA, comme les
adénosines désaminases chez les eucaryotes. Ces modifications augmentent
souvent les capacités de décodage d'un méme tRNA (Grosjean et al., 2010; Spieth
and Lawson, 2006).

Chez les plantes, les tRNA peuvent étre codés par 3 génomes différents, le
génome nucléaire a 'origine des tRNA localisés dans le cytosol et de certains
tRNA importés dans la mitochondrie, le génome mitochondrial comme chez la
quasi totalité des eucaryotes et le génome plastidial spécifique aux organismes
photosynthétiques. Nombre de ces tRNA possede une grande homologie de
séquences que ce soit pour des tRNA cytosoliques, plastidiaux ou
mitochondriaux. Ainsi, il arrive que seulement 1 ou 2 nucléotides différencient
des tRNA provenant d'un méme compartiment (dans le cas de tRNA
isodécodeurs, et dans une moindre mesure de tRNA isoaccepteurs) (figure 7), ou
de compartiments différents (eg tRNA mitochondriaux provenant de
I'expression de génes chloroplastiques insérés dans le génome mitochondrial)

(figure 7).

Chez les angiospermes, le nombre de tDNA varie entre 500 et 600 d’une
espece a une autre (Michaud et al,, 2011). Ainsi, le génome nucléaire d’A. thaliana
posséde 599 tDNA codant pour 45 tRNA isoaccepteurs différents. IIs sont moins
nombreux chez les bryophytes ou les algues (figure 5 et 6).

Les tDNA sont généralement dispersés a travers le génome des plantes et
il est rare qu’ils soient organisés en clusters. Quelques exceptions existent
cependant. Ainsi chez A. thaliana, le chromosome 1 porte deux clusters
contenant respectivement 27 répétitions en tandem du tDNA proline, ainsi que
27 répétitions en tandem de tDNA tyrosine et sérine organisés de la facon

suivante, Tyr-Tyr-Ser (Theologis et al., 2000). Ces régions en tandem entrainent
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Isoaccepteur Anticodon Nucléaires Plastidiaux Mitochondriaux

AGC 16 } 0
Ala cGe 7 - 0
TGC 10 2 0Q)
ACG 9 2 0
ccG 4 - 0Q)
Arg cCT 8 (i)
TCG B ; 0
TCT 9 1 )
Asn GTT 15 2 1
Asp GTC 25 1 1
Cys GCA 14 1 1
CTG 9 ; -
Gin TG 7 1 1
cTC 13 ; -
Clu TTC 10 1 1
cce 5 ; -
Gly Gce 22 1 1
TCC 12 1 -
His GTG 10 1 1
AAT 17 ; -
o CAT - 2
GAT ; 2 -
TAT 5 - -
AAG 1 - 0
CAA 10 2 0
Leu CAG 3 ; )
TAA 6 1 0Q)
TAG 9 1 0
s CTT 17 ; -
T 13 1 2
Met_e CAT 1 1 1+
Met_i CAT 10 1 1
Phe GAA 16 1 -
AGG 15 ; -
Pro CGG 5 - -
TGG 44 1 1
AGA 37 - -
CGA 4 : -
Ser GGA ; 1 1
GeT 11 1 2
TGA 7 1 2
AGT 10 ; 0
cGT 5 - 0
Thr GGT ; 1 -
TGT 8 1 0)
Trp CCA 13 1 1(i) *
Tyr GTA 70 1 4
AAC 15 ; 0
CAC 8 ; 0Q)
val GAC ; 2 -
TAC 7 1 0)

Figure 8 : Nombres de tDNA présents dans les différents compartiments d’A. thaliana. Les
symboles (-) indiquent des tRNA qui ne sont pas codés par le génome du compartiment. Le
symbole (i) indique les tRNA importés dans le compartiment (figure d’aprés Cognat et al., 2013).

*. Dans le cas des génes mitochondriaux codants pour les tRNAT® et Mete des expériences de

Northern blot suggerent qu’ils ne sont pas exprimés (Duchéne and Maréchal-Drouard, 2001).



une augmentation importante des tDNA proline et sérine dans le génome d’A.
thaliana (Michaud et al., 2011). Chez A. thaliana, quatre-vingt un tDNA possedent
un intron. Ils codent essentiellement pour les tRNATyr et Mete (Méthionine
élongateur) (figure 8). Le pourcentage et I'identité des tDNA possédant un intron
est beaucoup plus important chez les algues vertes et rouges ainsi que les

microalgues (Cognat et al., 2013).

3.1.2.1 - Génome mitochondrial

Le génome mitochondrial de plantes supérieures possede entre 17 et 29
tDNA (Cognat et al., 2013) répartis sur I'’ensemble du génome. Ainsi, chez A.
thaliana on dénombre 23 génes de tRNA dans le génome mitochondrial, codant
pour seulement 17 tRNA isoaccepteurs différents (Michaud et al.,, 2011). Onze de
ces tRNA sont dits “natifs, c’est a dire codés par un tDNA provenant du génome
de I'alpha-protéobactérie ancestrale a I'origine des mitochondries. Quatre de ces
tRNA proviennent de l'expression de fragments d’ADN chloroplastiques insérés
dans le génome mitochondrial au cours de I'évolution. Il s’agit des tRNAAsp, Asn,
His gt Ser(GGA), Ces tRNA dits de type chloroplastique sont exprimés de la méme
maniére que les tRNA mitochondriaux natifs (Duchéne and Maréchal-Drouard,
2001). De plus, deux tDNA correspondant aux tRNAMete et Trp chloroplastiques
sont également présents sur le génome mitochondrial. Des expériences de
Northern blot suggerent qu'’ils ne sont pas (ou du moins tres peu) exprimés dans
les mitochondries d’Arabidopsis (Duchéne and Maréchal-Drouard, 2001).

En supposant l'existence d’appariements wobble entre la premiere
position de I'anticodon et la troisieme d'un codon, on estime que pour assurer la
lecture de I'ensemble des codons du code génétique universel, un organisme a
besoin d'un minimum de 23 tRNA (Phizicky et Hopper, 2010). Le nombre de
tRNA codé par le génome mitochondrial est donc insuffisant, ainsi pour
compenser ce manque, des tRNA codés par le génome nucléaire sont importés du
cytosol (figure 8) (Michaud et al., 2011). C’est pourquoi les tRNAAla Arg Leu, Thr gt Val
sont importés du cytosol vers la mitochondrie chez toutes les angiospermes
étudiés a ce jour (Michaud et al.,, 2011). De plus, les genes de tRNA ayant disparu

du génome mitochondrial pouvant différer d’'une espece végétale a I'autre, le
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nombre et I'identité des tRNA importés fluctuent en fonction des especes, c’est
notamment le cas du tRNATP chez A. thaliana (figure 8), (Duchéne et al,, 2009).
Chez certains organismes photosynthétiques le nombre de génes de tRNA
mitochondriaux est tres réduit comme l'algue verte C. reinhardtii ou le génome

mitochondrial ne code que pour 3 tRNA (Cognat et al., 2013).

3.1.2.2 - Génome plastidial

Chez la majorité des plantes supérieures, le chloroplaste a conservé un jeu
complet de tDNA pour assurer une synthese protéique active. Chez O. sativa et P.
trichocarpa, on dénombre respectivement 38 et 39 tDNA codant pour 30
isoaccepteurs. Chez A. thaliana le génome plastidial contient 37 tDNA répartis
sur I'ensemble du génome et codant pour 30 tRNA isoaccepteurs (figure 8),
(Michaud et al., 2011).

Il est toutefois intéressant de noter que chez certains végétaux, le génome
plastidial a perdu un nombre important de tDNA suggérant que I'importation de
tRNA du cytosol existe également chez ces organismes, méme si aucune preuve
n’a été apportée a ce jour. Il s’agit en particulier de végétaux parasites d’arbre
comme Epifagus virginiana qui ne possede que 15 tDNA plastidiaux (Wolfe et al,,
1992) ou encore l'orchidée parasite Rhizanthella garneri dont le génome

plastidial ne code que pour 9 tDNAs (Delannoy et al., 2011).

3.2- Structure des tRNA

La structure secondaire des tRNA est souvent comparée a un trefle, tandis
que leur structure tertiaire est en forme de « L ». La structure secondaire des
tRNA peut étre divisée en 6 domaines, la tige acceptrice, 'extrémité CCA, les
régions D et T et le domaine de I'anticodon (figure 9). Les tiges-boucles D et T
participent a la conformation correcte de la structure tertiaire des tRNA via leurs
boucles qui vont se superposer I'une a 'autre (“stacking”) (figure 9) (Giegé et al.,
2012). Plusieurs modifications post-transcriptionnelles stabilisent la structure
des tRNA. Certains tRNA possedent un bras variable plus grand (e.g. tous les
tRNA Leu et Ser chez A. thaliana) (Cognat et al., 2013).
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étape:s de |a transcripgon (cf. Introducton - 3.3). B, Les différentes étapes de la
maturation (cf. Introduction — 3.4).

48



Dans le regne végétal, les tRNA natifs du génome mitochondrial et les
tRNA chloroplastiques sont tres similaires (de 65% a 80% d’homologie de
séquence) aux tRNA procaryotiques (Maréchal-Drouard et al, 1993). Ils
possédent la méme structure générale que les tRNA cytosoliques. Les tRNA
d’organites contiennent environ deux fois moins de modifications post-
transcriptionnelles comparés aux tRNA cytosoliques (Chen et al., 2010). Tout
comme les tRNA nucléaires, certains tRNA d’organites possedent une grande

boucle variable. Il s’agit dans ce cas des tRNASer. Leu et Tyr,

3.3 - Transcription des tRNA

La transcription des tRNA est un processus faisant appel a plusieurs

séquences régulatrices et facteurs protéiques.

Chez les eucaryotes, les tRNA sont transcrits par I'’ARN polymérase III en
tant que précurseur de tRNA (pré-tRNA) possédant de courtes séquences en 5’ et
3’ (figure 10B), (pour une revue voir Phizicky et Hopper, 2010). Dans quelques

cas le pré-tRNA peut posséder un intron.

3.3.1.1 - Les promoteurs internes, les boites A et B

La polymérase III reconnait 2 régions promotrices internes A et B tres
conservées chez les eucaryotes. Ces régions sont situées a l'intérieur du gene au
niveau des boucles D et T (Galli et al,, 1981; Hofstetter et al., 1981) (figure 10A).
La boite A s’étend des positions 8 a 18 du tRNA mature tandis que la boite B se
situe de 30 a 60 nucléotides en aval de la boite A. Les séquences consensus chez
A.  thaliana sont respectivement 5’-Tg/aGC/tNNAGTg/tG-3* et 5'-
G/aGTTCGANNC-3".

3.3.1.2 - Séquence riche en AT et séquence “TATA-like”

Chez les plantes supérieures, des régions tres riches en AT existent dans
les 50 nucléotides en amont de la séquence des tDNA. On peut noter aussi une
différence entre, d'une part, les tDNA de plantes mono et dicotylédones chez qui

I'enrichissement en nucléotides AT atteint les 70% (e.g 64% chez A. thaliana) et
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d’autre part les algues vertes comme C. reinhardtii chez qui cet enrichissement
ne dépasse pas les 50%. Chez les angiospermes, ces éléments se trouvent
principalement entre les positions -25 et -35.

C'est a cette position que l'on trouve fréquemment une séquence
ressemblant a la “TATA box“, dont il a été démontré qu’elle contribuait a
I'efficacité de transcription des génes transcrits par la polymérase III grace a la
fixation de la TBP (“TATA-box binding protein“) qui aidera au recrutement de la
polymérase III (Dieci et al, 2006, 2007; Giuliodori et al., 2003; Hamada et al,,
2001; Schramm et Hernandez, 2002). Chez les algues vertes, comme chez les

métazoaires, ces motifs TATA-like ne sont pratiquement jamais trouvés.

3.3.1.3 - Le motif CAA

Environ 65% des tDNA d’angiospermes sont précédés d’un triplet CAA
directement en amont (-1 a -10) de leurs séquences. Chez A. thaliana, 78% des
tDNA présentent au moins un motif CAA dans les 50 nucléotides en amont. La
présence d'un tel motif est beaucoup plus rare chez les algues (e.g. 13% chez C.
reinhardtii). C'est chez N. benthamiana, qu’il a été montré que ces triplets CAA
étaient les sites d’initiation de la transcription de la polymérase III (Yukawa et

al, 2000).

3.3.1.4 - Larégion polyU

Chez les eucaryotes, la transcription des tRNA se termine au niveau d'une
courte queue d’au moins 4U codés par le génome. C'est a ce niveau que la
polymérase III est décrochée et la protéine La est recrutée permettant ainsi la
stabilisation du transcrit néosynthétisé.

Plusieurs exceptions ont été trouvées dans le monde végétal. La premiere
concerne l'algue verte C. reinhardtii, chez qui beaucoup de séquences de tDNA
sont co-transcrites et ne se terminent pas par une extension polyT. Le second
chez la mousse Physcomitrella patens, chez qui seulement 40% des tDNA
possedent une extension polyT dans les 25nt en aval. Chez A. thaliana, I'absence
de queue polyU est caractéristique d’'un tRNA co-transcrit avec un snoRNA a

boite C/D (cf. 2.2.1.1) (Kruszka et al., 2003).
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3.3.1.5 - Les facteurs protéiques

Afin d’initier la transcription, la polymérase III utilise des
promoteurs internes hautement conservés nommés boites A et B (Galli et al,,
1981). Ces promoteurs permettent le recrutement de TFIIB et TFIIC, TFIIB étant
composés des Bdp1, Trfl ainsi que de la TBP (“TATA box Binding Protein“) qui
reconnait les séquences riches en AT. Le tout forme alors le complexe de pré-
initiation. Une fois ce complexe formé, la polymérase Il sera recrutée, I'ensemble
formera le complexe d’'initiation. La transcription pourra alors débuter a partir
du motif CAA. Une fois la transcription terminée, la polymérase III laissera une
série d'uridine que la protéine La reconnaitra stabilisant le tRNA qui devra subir
plusieurs étapes de maturation. Il devra notamment étre débarrassé de ses
extensions 5’ et 3’ par les RNases P et Z, respectivement, puis épissé s’il contient
un intron. Des modifications post-transcriptionnelle seront ensuite ajoutées ainsi
que l'extrémité CCA terminale (figure 10A) (Michaud et al,, 2011; Phizicky and
Hopper, 2010).

D’autres éléments situés en amont et en aval des tDNA ont aussi été
caractérisés comme essentiels a l'efficacité de transcription, notamment chez les
plantes supérieures. Une description de ces différents éléments (pour une revue
voir Michaud et al,, 2011) ainsi que des différentes étapes et facteurs protéiques

nécessaires a la transcription des tDNA est présentée ci-dessous.

3.3.2.1 - Dans les mitochondries

Il n’existe pas d’ARN polymérase spécifique pour la transcription des
genes de tRNA mitochondriaux. Chez les plantes, 'ensemble du génome
mitochondrial est transcrit par deux ARN polymeérases de type NEP (“Nuclear-
Encoded Polymerase“). Ces polymérases reconnaissent des régions promotrices
dispersées tout le long du génome. Plusieurs régions polycistroniques existent et
de nombreux génes comportent plusieurs régions promotrices. La séquence
promotrice est caractérisée par un motif nucléotidique CRTA mais de
nombreuses variantes a ce motif existent (Fey and Maréchal-Drouard, 1999;

Kiithn et al.,, 2005).
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3.3.2.2- Dans les chloroplastes

Comme pour les mitochondries, il n’existe pas de promoteurs spécifiques
pour la transcription des génes de tRNA. Beaucoup de génes sont transcrits sous
forme polycistronique et beaucoup d’entre eux possedent plusieurs régions
promotrices. Les chloroplastes possedent deux types d’ARN polymérase.
Premierement, 'ARN polymérase PEP (“Plastidial Encoded Polymérase®)
reconnait les promoteurs de type PEP qui ressemblent fortement aux
promoteurs d’E. coli avec des régions promotrices en position -35 (TTGACA) et -
10 (TATAAT) (Maréchal-Drouard et al., 1993). Deuxiemement, comme chez les
mitochondries végétales, on retrouve deux NEP ARN polymérases. Il existe deux
types de promoteurs NEP-dépendants. Le type I posseéde un motif YRTA, tandis
qu’'aucun motif n’a encore été défini pour le type II. Les précurseurs des tRNA
plastidiaux peuvent étre mono ou polycistroniques et dépendent des deux types
d’ARN polymérases (Hanaoka et al., 2003; Leal-Klevezas et al., 2000; Shiina et al,,
2005).

3.4 — Maturation des tRNA

Afin de produire un tRNA mature, la cellule doit éliminer les séquences en
5’ et en 3’ des pré-tRNA.

Chez A. thaliana le clivage en 5’ est catalysé par une famille d’enzyme de
type RNase P appelée PRORP (“Proteinaceous RNAse P“). Ces RNases P sont
uniquement protéique et ne possedent pas d’ARN catalytique contrairement aux
RNases P ribonucléoprotéiques initialement découverte par Altman et al. (Stark
et al., 1978). Trois protéines PRORP sont présentes, PRORP1 localisée dans le
chloroplaste et la mitochondrie, PRORP2 et 3 localisées dans le noyau (Gutmann
etal, 2012). Ces RNases P font partie de la famille des protéines PPR (“Pentatrico
Peptide Reapeat”).

Le clivage du coté 3’ quand a lui est catalysé par la RNase Z (Vogel et al.,
2005). Une famille de quatre RNases Z existe chez Arabidopsis. L'une d’elle clive
les pré-tRNA dans le noyau, deux sont localisées dans les mitochondries, la

localisation de la quatrieme RNase Z est incertaine (Canino et al., 2009).
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Une autre étape importante de la modification des tRNA concerne I'ajout
du triplet CCA qui est effectué par une tRNA-nucléotidyl transférase (Deutscher,
1982). Chez les plantes, la méme enzyme est localisée dans les trois
compartiments cellulaires, noyau, mitochondrie et chloroplaste (von Braun et al,,
2007). Lors de cette étape, le controle qualité des tRNA peut avoir lieu. Si par
exemple la tige acceptrice porte des mutations, le tRNA sera marqué d'un second
CCA, pour ensuite étre pris en charge et dégradé par I'exosome (Wilusz et al.,
2011). Cette étape de contrdle qualité a été démontrée chez S. cerevisiae. Elle est
décrite plus en détail dans la revue située en section 4. L’existence d'un

processus identique chez les plantes n’est pas démontrée a ce jour.

A T'heure actuelle, seul le mécanisme d‘épissage des introns de levure a
été caractérisé en détail. Il nécessite I'action de trois enzymes. Deux enzymes
vont tout d’abord cliver les 2 extrémités de I'intron menant a la formation de 2
moitiés de tRNA possédant une extrémité 5’-OH et une autre 3’-PO4 cyclique
(Budde et al., 2008; Trotta et al., 1997; Xue et al., 2006). Une ligase (Trl1) va alors
modifier puis liguer les 2 extrémités de chaque exon, menant le phosphate,
originalement situé a l'extrémité 5’ du site d’épissage, en position 2’. Afin de
terminer 1’épissage la méme enzyme viendra supprimer ce groupement 2’
résiduel. L’'épissage des introns est réalisé a la surface des mitochondries
(Hopper and Shaheen, 2008; Huh et al, 2003; Yoshihisa et al., 2007). Ceci
implique que les pré-tRNA doivent sortir du noyau pour subir cette étape de
maturation, ou la aussi, le contrdle qualité des pré-tRNA peut étre réalisé.

Concernant les tRNA d’origine nucléaire chez les plantes supérieures,
seuls les tRNATYr et Metepossedent des introns. Ces introns font entre 11 et 25
nucléotides de long et se situent entre les positions 37 et 38 du tRNA mature.
L’épissage des introns de pré-tRNA de plantes a lieu dans le noyau (Michaud et
al,, 2011) et nécessite 'action de 3 enzymes. Une endonucléase, composée des
sous-unité AtSenl et AtSen2, la ligase AtRL ainsi que la phosphotransférase AtPt
(Englert et al., 2007). L’efficacité d’épissage dépend fortement de la séquence
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nucléotidique et de la structure du pré-tRNA (Akama et al., 2000; Stange et al,,
1991). Chez les algues vertes, le nombre de tRNA possédant un intron est
beaucoup plus important et les caractéristiques structurales nécessaires a

'épissage semble différentes (Michaud etal., 2011).

Aucun tRNA d’origine mitochondriale ne posséde un intron. Par contre
plusieurs tRNA codés par le génome plastidial possedent de tres grands introns
de groupe II (Longevialle et al., 2010). L’épissage de ces introns nécessite de

nombreux facteurs protéiques (Longevialle et al., 2010).

Les ARN sont des molécules généralement modifiées (pour une revue
Machnicka et al., 2013). Les tRNA sont ceux possédant le plus de modifications.
En 2005, un total de 92 types de modifications post-transcriptionnelles de tRNA
a été dénombré (http://www.biochem.ncsu.edu/RNAmods), (figure 11). Les
tRNA eucaryotiques sont au moins deux fois plus modifiés que les tRNA
procaryotiques ou d’organites.

Chez la levure et A. thaliana, une grande variété d’enzymes impliquées
dans la modification post-transcriptionnelle des tRNA a été identifiée certaines
d’entre elles aident aussi au recrutement de la polymérase (Chen et al.,, 2010;
Grosjean et al., 2010; Phizicky and Hopper, 2010), (Données disponibles sur les

plantes sur le site : http://plantrna.ibmp.cnrs.fr). Des données supplémentaires

concernant d’autres organismes sont disponibles sur le

site : http: //modomics.genesilico.pl.

Bien qu’encore mal connues, les modifications post-transcriptionnelles
des tRNA ont des fonctions importantes (pour une revue voir Phizicky et Hopper,
2010). Les modifications dans la région de l'anticodon peuvent affecter la
traduction, par exemple en ne permettant pas une reconnaissance codon-
anticodon correct. Il s’agit souvent de la premiere position de I'anticodon ou de
la position 37. C’est notamment le cas de souche de levure chez qui I'adénine en
position 34 n’est pas modifiée en inosine, ou chez qui la guanine 37 n’est pas
méthylée (Gerber and Keller, 1999; Bjork et al., 2001; EI Yacoubi et al., 2009).
Des modifications dans le « corps » des tRNA modifient souvent leurs stabilités

et/ou leurs structures. Ainsi chez la levure I'absence de thymine en position 54
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abaisse la température de fusion des tRNAPhe et Met de 2 a 6°C (Davanloo et al,,
1979; Sengupta et al, 2000). Chez I'Homme, I'absence de méthylation sur
I'adénine 9 du tRNAWs entraine une modification de sa structure (Helm et al,,
1999). La modification peut aussi altérer a la fois la reconnaissance du codon et
I'identité du tRNA. Ainsi, chez les bactéries et les organites de plantes, I'addition
d’un résidu lysine sur une cytosine (modification appelée lysidine) en premiére
position de I'anticodon d'un tRNA avec un anticodon CAU entraine a la fois un
changement d’identité du tRNA de méthionine vers isoleucine et de
reconnaissance de codon de AUG vers AUA (Muramatsu et al., 1988; Weber et al.,
1990). Certains tRNA, en particulier dans les mitochondries végétales, peuvent
étre édités. Ce processus d’édition entraine le remplacement de résidus cytosine
en uridine. Il y a donc changement de la séquence du tRNA par rapport a la
séquence du tDNA. Ces modifications sont nécessaires a la maturation correcte
du tRNA ou a leur stabilisation (pour une revue, voir Fey et al, 2002). Ces
exemples ne sont pas exhaustifs, d’autres exemples peuvent étre trouvés dans
(Grosjean etal., 2010).

Enfin, un autre exemple de modification post-transcriptionnelle concerne
I'addition d’une guanine en position -1 (G-1) des tRNAHis eucaryotiques. Tous les
tRNAHs, 3 1'exception de quelques alpha-protéobactéries et de celui
d’Acanthamoeba catelanii (Wang et al., 2007) posséde un tel résidu en position -
1. Le tRNAHis g de ce fait 8 paires de base dans le bras accepteur de I’acide aminé.
Ce G-1 est essentiel a la reconnaissance par 'histidyl-tRNA synthétase. Chez la
plupart des bactéries et quelques archéobactéries (ainsi que dans le chloroplaste
et la plupart des mitochondries), cette guanine est codée par le génome, et elle
est conservée grace a une maturation anormale de I'extrémité 5’ du tRNA par la
RNase P (Orellana et al., 1986). Chez les eucaryotes, il est ajouté grace a 'activité
d’'une tRNAHis guanylyl transférase (Cooley et al., 1982). 1l est a noter que dans
les mitochondries et les chloroplastes de plantes supérieures, ce G.1 est codé par
les génomes d’organites mais il peut également étre ajouté post-
transcriptionnellement par une tRNAHs guanylyl transférase qui reste a

caractériser (Placido et al., 2010).
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Figue LI Frequence des acides amingés comparée au nombre de tDNA. (Michaud
et al,, 2011).
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3.5 -tRNA et utilisation des codons

Un tres bon ajustement de la population en tRNA a 'utilisation des codons
et a été démontré chez quelques organismes comme S. cerevisiae, E. coli, C.
elegans ou C. reinhardtii ainsi que dans les chloroplastes (Bulmer, 1987;
Pfitzinger et al, 1987; Duret, 2000; Cognat et al, 2008). D’autre part, il a
également été montré dans certains cas comme chez E. coli, C. elegans ou encore
C. reinhardtii, que le nombre de tDNA est corrélé a l'utilisation des codons
(Novoa and Ribas de Pouplana, 2012; Novoa et al., 2012). Chez les plantes
supérieures, une telle corrélation semble exister pour les tDNA d’origine
nucléaire (figure 12A, Michaud et al., 2011). Cette corrélation existe chez A.
thaliana sauf pour les tDNA Tyr et Pro qui sont fortement amplifiés (figure 12B).
S’il existe une signification biologique a cette amplification, celle-ci est a ce jour
inconnue. Treés globalement, il semble donc que au moins dans certains cas une
relation directe en nombre de tDNA transcrits, abondance des tRNA stables dans
la cellule et utilisation des codons existe. Toutefois, il est bon de noter que cette
interprétation releve d’'un nombre limité d’expériences et qu’il est encore a
I'’heure actuelle difficile de mesurer avec précision I'abondance de chaque tRNA
dans la cellule. De plus, une analyse détaillée de I'|abondance en tRNA en lien avec
l'utilisation des codons a différents stades de développement ou dans différents
tissus n’a jamais été réalisée. Enfin chez les organites comme les chloroplastes de
plantes, plusieurs tRNA sont co-transcrits mais ne sont présents en quantité
similaire. La part jouée par la régulation transcriptionnelle et celle jouée au
niveau post-transcriptionnelle pour établir le taux de chaque tRNA reste a

déterminer.

3.6 -Controle qualité des tRNA

Les tRNA, comme les rRNA, sont des molécules extrémement stables. Ces
RNA tres structurés et leurs précurseurs peuvent cependant étre dégradés en
particulier lorsque leur structure est incorrecte et/ou leur fonctionnalité est
affectée. Deux voies principales de dégradation ont été identifiées chez la levure

S. cerevisiae. Elles sont décrites dans la revue présentée en section 4.
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Flaure 13 : Eléments d'identités des tRNA. Tableau récapitulanf des éléments
Mwmmnmmwl al., 1998).
Dans le cas des nucléotides appariés : (1) paires Watson-Crick, ') paires nan Watson-
Crick (Appariements Wobble), (-) paires tertiaires ou Hoogsteen {pouvant faire
R purine, ¥ : Pyrimidine.

Les résidus sont numerotes selon le modéle de (Springl et al., 1998).
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3.7 -Fonctions des tRNA

Les tRNA jouent leur role central dans la traduction. Ils sont les molécules
adaptatrices formant un lien entre les mRNA et les protéines en cours de
synthese. On découpe le processus de traduction en 3 parties, initiation,
élongation et terminaison. Les tRNA y jouent 2 roles en permettant tout d’abord
I'initiation par l'apport du premier acide aminé (méthionine), ainsi que
I'élongation en apportant les acides aminés correspondant a la séquence
imposée par le mRNA en cours de traduction. Pour assurer sa fonction, le tRNA
doit étre chargé par un acide aminé, c’est la réaction d’aminoacylation.
L’aminoacylation est une des étapes clés dans la vie du tRNA, la cellule doit
s’assurer que le bon acide aminé est attaché au bon tRNA. Chez les eucaryotes,
celle-ci est effectuée par un jeu complet d’enzyme (Ibba and So6ll, 2000), les
aminoacyl-tRNA synthétases (aaRS). Chacune de ces enzymes reconnait un acide
aminé et un ou plusieurs tRNA isoaccepteurs. Chez les procaryotes et dans les
organites, les asparaginyl- et/ou les glutaminyl-tRNA synthétases manquent.
Dans ce cas les tRNA correspondant sont dans un premier temps chargé par une
aspartyl ou une glutamyl-tRNA synthétase non discriminante pour former des
Asp-tRNAAsn et  Glu-tRNASGn, Dans un second temps, une réaction de
transamidation mettant en ceuvre une amidotranférase tRNA-dépendante
permet 'obtention de Asn-tRNA4s» et de Gln-tRNAGI» (Feng et al., 2004; Frechin
etal., 2009).

Des éléments d’identités au sein du tRNA permettent une reconnaissance
spécifique entre le tRNA et I'aaRS responsable de son aminoacylation. Ces
éléments d’identités ont principalement été étudiés chez les bactéries et la levure
S. cerevisiae, peu de données sont disponibles concernant les eucaryotes
supérieurs (pour une revue Giegé et al, 1998), (figure 13). On distingue deux
types d’éléments d’identités, les éléments majeurs et les éléments mineurs, selon
I'importance qu'ils ont lors du processus d’aminoacylation. Chez la plupart des
tRNA, deux éléments d’'identités majeurs ont été identifiés. Ils sont situés aux
deux extrémités distales du tRNA a savoir la boucle de I'anticodon (notamment la

position 35) et les acides aminés du bras accepteur ainsi que le nucléotide
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discriminant N73. Chez A. thaliana, les éléments d’identités pour
I'aminoacylation des tRNA alanine (Carneiro et al., 1994; Dietrich et al., 1996),
phenylalanine (Carneiro et al., 1994), tryptophane (Ulmasov et al., 1998) et

valine (Delage et al., 2003) cytosoliques sont les seuls a avoir été caractérisés.

Les tRNA occupent aussi d’autres fonctions non conventionnelles chez les
eucaryotes ainsi que les procaryotes. IIs peuvent ainsi servir de donneur d’acides
aminés afin de marquer des protéines en N-terminal pour leur dégradation
(Mogk et al, 2007). Découvert par Bachmair et al en 1986, chez la levure
(Bachmair et al, 1986), ce processus fait intervenir une aminoacyl tRNA
transférase qui, apres avoir reconnu un signal en N-terminale (n.b. un résidu
spécifique nommé pro-N degron), marque la protéine pour la dégradation a
I'aide d’'un acide aminé (N-degron) porté par un tRNA (Mogk et al, 2007).
Depuis, ce processus a été identifié chez les bactéries (Tobias et al., 1991), les
plantes (Potuschak et al., 1998) et les mammiferes (Gonda et al., 1989) (figure
14).

Chez les eucaryotes, le N-degron est généralement un résidu arginine. Il
agit comme un précurseur a l'ubiquitylation entrainant ainsi I'enzyme au
protéasome (Tasaki et al., 2012). Le N-degron est ajouté en N-ter par une arginyl
(R)-transférase, qui utilise I'arginine se trouvant sur un tRNA afin de le fixer sur
une cystéine, une asparagine ou une glutamine oxydées. Ce sont ces acides
aminés endommagés qui constituent les “pro-N-degrons“ chez les eucaryotes
(Graciet et al., 2006; Rai and Kashina, 2005).

Chez les procaryotes, les N-degrons sont souvent des résidus Leu et Phe
tandis que les pro-N-degron sont des Lys, des Met ou des Arg. La protéine ainsi
marquée est reconnue par ClpS (“Cyclic lipopeptides“) qui recrutera la protéase
ClpAP (Mogk et al., 2007; Shrader et al., 1993).

Les tRNA participent aussi a la synthése de I'’heme via la conversion d'un
tRNAGU en L-glutamyl-tRNAGU par la glutamyl-tRNA-reductase. Le produit de
cette réaction servira ensuite a la synthese de ’heme (Pour revue : Layer et al,,

2010).
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Figure 14 : Fonctions secondaires des tRNA. La cellule. et les fonctions des tRNA
sucaryoles sont indigués en rouge. Les fonctions communes aux 2 sont affichées au
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Chez les procaryotes, les tRNA non-aminoacylés peuvent réguler
I'expression génique en réponse a des changements en disponibilité des acides
aminés dans le milieu.

L'un de ces modes de régulations a été découvert en 1969 par Cashel et
Gallant (Cashel and Gallant, 1969) chez E .coli en réponse a une carence en acide
aminé. Ce processus repose sur la production de 2 hormones nommeées ppGpp
(5’-diphosphate 3’-diphosphate guanosine) et pppGpp (5’-triphosphate 3’-
diphosphate guanosine). Leurs syntheéses dépendent des protéines RelA et SpoT.
RelA est une (p)ppGpp synthase associée au ribosome qui détecte la présence de
tRNA non chargés s’accumulant au site A du ribosome (Haseltine and Block,
1973; Sy and Lipmann, 1973). La protéine SpoT quant a elle, est une enzyme bi-
fonctionnelle pouvant synthétiser et hydrolyser la (p)ppGpp, a ’heure actuelle
les mécanismes d’activation de cette enzyme sont inconnus (Magnusson et al,,
2005). Une fois produite la (p)ppGpp agit sur une sous-unité de I’ARN
polymérase II en diminuant la transcription tout en augmentant I'expression des
genes liés a la synthese des acides aminés (Ross et al., 2013) (figure 14).

Un autre mécanisme grace auquel les bactéries régulent I'expression des
genes a l'aide de tRNA non chargés a été démontré chez B. subtilis et d’autres
bactéries gram positive impliquant le systéeme “T-box riboswitch” (pour revue
Green et al., 2010). Chez ces organismes, durant une carence en acides aminés,
un tRNA est recruté sur une séquence nommée anti-terminateur empéchant la
formation de la tige boucle permettant la terminaison de la transcription
(Grundy et al., 2005) (figure 14).

Les tRNA aminoacylés occupent aussi un réle essentiel dans la production

de peptidoglycanes ainsi que de lipides (pour revue Raina and Ibba, 2014).

Certains des réles secondaires des tRNA sont spécifiques aux eucaryotes.
Ainsi, il a été montré que des champignons unicellulaire (e.g. S. cerevisiae, S.
noursei ou S. coeruleorubiduil) étaient capables de se servir de tRNA aminoacylés

afin de produire des antibiotiques (Pour revue Raina and Ibba, 2014).
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Un autre de ces roles concerne cette fois-ci des tRNA non chargés qui
participent a la transduction du signal durant des carences en nutriments. Ainsi,
chez la levure, lors de carences en acides aminés, la cellule utilise les tRNA non
chargés afin d’interagir avec la protéine kinase Gen2p qui phosphoryle le facteur
elF2 (eukaryotic Initiation Factor 2). Cette phosphorylation sur elF2 induit une
diminution du niveau de la traduction. Pourtant, en parallele, le facteur Gcn4
(“general control nonderepressible 2“) est traduit plus activement, promouvant
la transcription de nombreux genes impliqués dans la syntheése d’acides aminés
ou d’acides nucléiques (Raina and Ibba, 2014).

Chez les mammiferes, les tRNA peuvent étre impliqués dans la régulation
de I'apoptose (Mei et al., 2010) (figure 14). Il a été montré que des tRNA se lient
au cytochrome ¢, empéchant son activation par la caspase Apaf-1. Enfin, certains
tRNA ont été détournés par des virus et sont utilisés par les transcriptases
inverses virales pour convertir leur génome ARN en génome ADN. C’est, entre
autres, le cas du VIH, qui utilise le tRNAMS comme amorce pour sa transcription
inverse (Marquet et al., 1995; Piekna-Przybylska et al., 2010, 2011).

Finalement, au cours de ces 10 dernieres années, de nouvelles fonctions
ont été attribuées aux tRNA a travers de petits fragments d’ARN générés par leur
clivage. Ces fragments d’ARN dérivant, de tRNA ont été appelés tRFs pour «
tRNA-derived RNA Fragments ». Ils ont été détectés dans des organismes
eucaryotiques évolutivement différents tels les protozoaires (Couvillion et al.,
2012), les champignons (Thompson et al., 2008), les animaux (Lee et al., 2009) et
les plantes (Hsieh et al,, 2009). Nos connaissances actuelles sur la biogenese et
les fonctions potentielles des tRFs sont présentées dans la revue ci-dessous

(section 4).

4 - Revue “Surveillance et clivage des tRNA

eucaryotiques”

La revue ci-dessous a été écrite dans le cadre d’'un numéro spécial sur les
tRNA du journal “International Journal of Molecular Sciences”. Elle traite de la

dégradation et du clivage des tRNA, des processus essentiels pour controler la
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qualité des tRNA tout au long de leur genese, pour recycler les nucléotides et le
phosphate ou encore pour générer de nouvelles fonctions. Je suis co-premier
auteur de cette revue avec Cyrille Megel également doctorant dans I'équipe du
Dr. L. Maréchal-Drouard. Cyrille Megel a rédigé la partie concernant la biogenése
et le role des tRFs et pour ma part, j’ai rédigé la partie concernant le « turnover »
et le controle qualité des tRNA ainsi que la description des différentes classes de

tRFs.
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5 - Travaux de these

Mon travail de these s’est organisé autour de deux grands axes d’études.
Le premier a porté sur I'analyse des tRFs in vivo (Parties I et III) et le second sur

la détermination des voies de biogenese de ces tRFs (Parties II).

5.1 - Analyse de la population en tRFs chez A. thaliana

Si les tRFs ont été identifiés chez de nombreux organismes (i.e homme, S.
cerevisiae, T. thermophila, T. cruzi), peu d’'information était disponible chez A.
thaliana au moment ou j'ai débuté ma these. Ainsi, la nature des tRFs
(cytosolique, plastidial et mitochondrial), leur séquence (de quel tRNA
proviennent t'ils 7), leur abondance, ou le domaine dans lequel les tRNA sont
clivés étaient mal connus. Nous avons donc choisi, dans un premier temps,
d’analyser différentes banques de données de petits ARN issus d’A. thaliana dans

le but d’en dresser une liste quasi exhaustive.

5.2 - Biogenese des tRFs chez A. thaliana

La seconde partie de mes travaux a porté sur la caractérisation des
enzymes responsables de la biogenese des tRFs chez A. thaliana. Nous nous
sommes servis des connaissances déja disponibles dans la littérature afin de
déterminer si des homologues aux protéines clivant les tRNA dans d’autres
organismes existaient chez A. thaliana. A partir de ces données nous avons étudié
différents mutants d’insertion d’A. thaliana. Ceux-ci, KO pour les homologues a la
protéine DICER humaine (dcl : dicer-like) nous ont alors été fournis par I'’équipe
de P. Dunoyer (IBMP). En paralléle de cette approche, pour les homologues chez
A. thaliana dont nous n’avions pas les lignées d’insertion a disposition (e.g RNY1
de levure, angiogénine A humaine ou Rnt2 de T. thermophila), ces enzymes ont

été clonées a partir de leurs cDNA afin de tester leurs activités in vitro.
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5.3 - Les tRFs et le séquencgage haut débit

Cette derniere partie de ma these n’a vu le jour qu’apres l'identification
des enzymes responsables de la biogenése des tRFs chez A. thaliana : les RNS.
Ces enzymes clivent les tRNA en libérant une extrémité 5’-OH et 3'-P ce qui
pourrait empécher leur séquencgage. J'ai donc eu pour objectif de préparer des
banques de petits ARN de Col 0 et de les traiter de maniere a améliorer la qualité
du clonage des tRFs dans ces banques. La seconde partie de cette étude a ensuite
visé a comprendre, via l'analyse bioinformatique de ces banques, les
changements qui se sont opérés entre les différentes classes de tRFs (i.e tRF-5

tRF-3 et les autres tRFs).
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L3

MATERIEL ET
METHODES







1 - Matériels

1.1 - Matériels vivants

Escherichia coli

Trois souches d’E. coli ont été utilisées au cours de mes travaux. Les deux
premieres ont été utilisées afin d’amplifier les vecteurs recombinants. Toutes
deux présentent une mutation dans le gene endA1 inactivant une endonucléase
intracellulaire, et une seconde mutation dans le gene recA éliminant les

recombinaisons homologues.

TOP 10 : F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1l A-

DH5a : F- endAl gIlnV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A-

La troisieme souche possede le géne codant pour la polymérase T7 sous
contréle d’'un promoteur lacUVS5 inductible a I'IPTG. Elle a été utilisée pour

I'expression et la production de protéines recombinantes en systéme bactérien.

BL21 (DE3) : F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl lacUV5-T7

gene 1ind1 sam7 nin5])

Agrobacterium tumefaciens :

Les souches d’A. tumefaciens C58C1 et GV3101 ont été utilisées afin de
transformer les plantes d’A. thaliana et N. benthamiana par un vecteur binaire

contenant les constructions que nous souhaitions exprimer. La souche GV3101
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est une souche produite par 'université de Gand, obtenue par guérison de la
souche sauvage C58 du plasmide inducteur de tumeur pTiC58. Ces 2 souches,
résistantes a la rifampicine, ont été utilisées pour des transformations stables
d’A. thaliana, en trempant les fleurs dans une solution contenant les bactéries.
Elles ont aussi servi a la transformation transitoire de feuilles de N. benthamiana

par injection d’'une solution contenant les bactéries.

Arabidopsis thaliana

A. thaliana est I'organisme modele de notre étude. L’écotype Columbia 0 a

été utilisé au cours de nos expériences.

Nicotiana benthamiana
Les plantes de N. benthamiana ont été utilisées pour l'expression
transitoire de différentes constructions (fusion avec la GFP) afin d’étudier la

localisation des ribonucléases (RNS).

1.2 - ADN

Classiques

-pGEM : commercialisé sous le nom pGEM-T Easy Vector par PROMEGA®.
Ce plasmide linéaire a la particularité de posséder une extrémité sortante en 3’
constituée d'un T. Il est donc plus facile d’y cloner des fragments d’ADN amplifiés
par PCR par des Taq polymérases qui ajoutent un A en 3’ de la séquence

amplifiée.

-pBIN19 : est un vecteur binaire qui permet le transfert, par A

tumefaciens, du matériel génétique se trouvant entre les « Left » Border (LB) et
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« Right » Border (RB). Il contient un ADN-T ayant une cassette de clonage en aval
du promoteur fort 35S. Il confére une résistance a la kanamycine aux plantes,
comme aux bactéries.

- pTMV-MP:RFP: a été obtenu par insertion de la mRFP1 dans le
plasmide pTf5-nx2 (Ashby et al., 2006). Il permet la production de la RFP

couplée a un signal HDEL en C-ter de rétention dans le réticulum endoplasmique.

- pRS300: correspond au vecteur pBSK dans lequel a été cloné le
précurseur du miR319a ce vecteur est utilisé dans le clonage des amiRNA

(Schwab et al., 2006).

Plasmides pour transcription in vitro

- pUC18-tRNA ALA : vecteur pUC18 dans lequel a été cloné la séquence
du tRNA Ala UGC cytosolique afin de produire des tRNA transcrits in vitro sous
controle d'un promoteur T7. En aval de la séquence du tRNA, se trouve le site de
restriction BstNI qui permettra le dégagement d'une extrémité CCA en 3’ de la

séquence du tRNA.

- pUC19-tRNA HIS : vecteur pUC18 dans lequel a été cloné la séquence du
tRNA His GUG cytosolique afin de produire des tRNA transcrits in vitro sous
controle d'un promoteur T7. En aval de la séquence du tRNA, se trouve le site de
restriction BstNI qui permettra le dégagement d'une extrémité CCA en 3’ de la

séquence du tRNA.

Gateway

La plupart des plasmides utilisés dans cette étude proviennent de
I'université de Gand (Belgique). Ils sont disponibles a cette adresse : http

://gateway.psb.ugent.be.

-pDONR207 : ce vecteur commercialisé par INVITROGEN® est un vecteur
dit “accepteur”, c’est-a-dire qu’il n’a pour vocation que le clonage et la

multiplication dans E. coli d’'un insert recombiné entre les sites attP1 et attP2.
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Il confere une résistance a la gentamycine aux bactéries transformées.

-pHGWA : est un vecteur dit de “destination®. Il porte les sites attR1 et
attR2 qui permettent le clonage de séquence via une seconde étape de
recombinaison. Il est utilisé pour l'expression inductible de protéine dans la
bactérie. Ce vecteur possede deux étiquettes 6xHis possibles, une en N-terminal,
ou une en C-terminal de sa cassette de clonage. Il confere une résistance a

I'ampicilline aux bactéries.

-pB7WGF2.0 : le vecteur pB7WGF2.0 est un vecteur binaire de
destination. Il permet I'expression in planta sous contréle d’'un promoteur 35S
d’'une protéine en fusion N-terminal avec la GFP. Il confére une résistance a la
spectinomycine aux bactéries ainsi qu’'une résistance au glufosinate chez les

plantes.

-pB7FWG2.0 : ce vecteur binaire est similaire au précédent, si ce n’est

que la fusion avec la GFP est réalisée en C-terminal.

-pB2GW?7 : ce vecteur binaire ne possede aucune étiquette. Il possede
néanmoins un promoteur 35S, il est donc utilisé dans le cadre de I’expression de
protéines in planta. 11 confere les mémes résistances que les deux vecteurs

précédents.

-pGWBG615 : est un vecteur binaire de surexpression protéique chez les
plantes, avec un tag 3xHA en N-terminal. Il confere les résistances

spectinomycine aux bactéries et glufosinate aux plantes.

-pGWB14 : est un vecteur binaire de surexpression protéique chez les
plantes avec un tag 3xHA du c6té C-terminal. Il confere les résistances

kanamycine aux bactéries et hygromycine aux plantes.

-pH2GW?7 : le vecteur pH2ZGW?7 est un vecteur d’expression binaire chez

les plantes. 11 permet l'expression d'une construction sous contréle d’un
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promoteur 35S. Il confere les résistances spectinomycine aux bactéries ainsi que

I’hygromycine aux plantes.

-pB2GW?7 : méme vecteur que précédemment mis a part que ce vecteur

rend la plante résistante au glufosinate.

-pPK2GW7 : méme vecteur que précédemment mis a part que ce vecteur

rend la plante résistante a la kanamycine.

Les oligonucléotides ont été synthétisés soit par Eurofins (France), soit
par Sigma-Aldrich (Australie). Les oligonucléotides ont été utilisés pour des
clonages, de la mutagenese dirigée ou des expériences d’hybridations. Le Tm est
calculé selon la formule : Tm(°C) = 2 x (A+T) + 4 x (C+G).

Pour les expériences d’hybridations, les sondes utilisées ont été marquées

radioactivement au laboratoire.

Clonage des RNS

Nom de
I'oligo Séquence (5" a 3°)

Role de

I’oligo e
nucléotide

RNS1-5' | ATGAAGATTCTTCTAGCATCATTG

RNS1-3’ CTAAAAAGAAGGGAATTCGATCTC

RNS2-5’ ATGGCGTCACGTTTATGTCTTCTC

RNS2-3’ TCAAAGAGCTTCTCTTTCTGTTGG

Clonage des
N . RNS3-5’ ATGAAATTCTTCATTTTTATTCTAGCG
RNS a partir
d’ADNc RNS3-3° | TTAGAACTTGGGAAATTGAACTC

RNS4-5’ ATGAGAGGAATCATCATCGTAAGC

RNS4-3’ TTAGGTAGTTGAAACAGAGGACATC

RNS5-5’ ATGGGAGCAAAGGGTTGTGTTAACG

RNS5-3’ TTAGAACTTAGAAAACTGGATTTGAG
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N-ter RNS1-5’
site attB1

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCAAGATTCTTCTAGCATCATTGTGTTTG

N';ei{eRa';‘tgé’?” GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAAAAAGAAGGGAATTCGATCTCA
N'L?{eRa';‘tgf'g GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGCGTCACGTTTATGTCTTCTCC
Clonage des
RNS en Nter eﬂar;gg-s* GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAAAGAGCTTCTCTTTCTGTTGG
systeme
gateway avec N‘s‘ft’ eRa';‘tg?'sy GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCAAATTCTTCATTTTTATTCTAGCGTTA
fusion N -ter
N';?{eﬂa';igg's GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGAACTTGGGAAATTGAACTCG
N Sy > | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCAGAGGAATCATCATCGTAAGCT
N A os | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGGTAGTTGAAACAGAGGACAT
AN 65 &N | TTAGGCCAAAGACCAGCAATGCCAAAATCAGE
RNS1 H65 en
o1 HE5 8N | GGTGATTTTGGCATTGCTGGTCTTTGGCCTAA
RN?S';Z; €N | TCAGGCCATAACCCAGCAATTGTGAATTGAGT
Mutagenése
RNS2 H71 en
dirigée du o271 N | ACTCAATTCACAATTGCTGGGTTATGGCCTGA
premier site RNS3 H57 en
st dos NS S3HoTeN | TTAGGCCAAAGACCGGCAATTCCAAAATCTGC
RNS3 H57 en
oo 1157 &N | GCAGATTTTGGAATTGCCGGTCTTTGGCCTAA
RNi“S';?; €N | TGAGGCCAGAGTCCAGCGATGATAAAATCCGA
RNS4 H61 en
a1 &N | 1CGGATTTTATCATCGCTGGACTCTGGCCTCA
ANS! sHe‘ni" €N | TCAGAGCAAGTACCAGCCTTCTCCCATTCGTG
RNS1 H124 en
ol 124 N | GACGAATGGGAGAAGGCTGGTACTTGCTCTGA
ANS2 sl,-|e1n:;3 eN | GAAGAACAAGTCCCAGCTTTCTCCCACTCGTG
Mutagenése
RNS2 H133 en
dirigée du o138 N | CACGAGTGGGAGAAAGCTGGGACTTGTTCTTC
second site actif
RNS3 H115 en
dos RNS 3 115 €N | TGAGCGCACGTACCGGCTTTCTCCCACTCATG
F“f‘3 H115en | o ATGAGTGGGAGAAAGCCGGTACGTGCGCTGA
antisens
RNS:S";? €N | TGGACACAGGTGCCAGCCTTATTCCACTCGTG
R'j\s“ H121 en | oA CGAGTGGAATAAGGCTGGCACCTGTGTCCA
antisens
Crler ANS15" | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGAAGATTCTTCTAGCATCATTGTGTTTG
Clonage des C'L‘?{eﬂa';‘é;‘s’ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAAAAGAAGGGAATTCGATCTCAGCTCCAC
RNS en
systeme C"s?t'e':‘a';‘tg%s’ GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGCGTCACGTTTATGTCTTCTCCTTCTC
gateway avec
fusion C-ter C';?{eﬂa';{gg's GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAAGAGCTTCTCTTTCTGTTGGCATCTTCA
C-ter RNS3-5

site attB1

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGAAATTCTTCATTTTTATTCTAGCGTTA
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Clonage | ¢ tor RNS3-
des RNS 3’ site attB2

en C-ter RNS4-
systeme 5’ site attB1

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGAACTTGGGAAATTGAACTCGAGAGTCGC

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGAGAGGAATCATCATCGTAAGCTTGTTA

gateway | C-ter RNS4-

3 site attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGGTAGTTGAAACAGAGGACATCACACTTA

Clonage des amiRNA

Roéle de Nom de I'oligo 5 .
I’oligo nucléotide Séquence (3 a 3)
RNS1-I GATTATGGTATATACTGTACCTGCTCTCTTTTGTATTCCA
RNS1-II AGCAGGTACAGTATATACCATAATCAAAGAGAATCAATGA
RNS1-l AGCAAGTACAGTATAAACCATATTCACAGGTCGTGATATG
RNS1-1V GAATATGGTTTATACTGTACTTGCTACATATATATTCCTA
RNS1-I’ GATTTATGGTATATACTGTACCCCTCTCTTTTGTATTCCA
RNS1-IP AGGGGTACAGTATATACCATAAATCAAAGAGAATCAATGA
RNS1-1II AGGGATACAGTATATTCCATAATTCACAGGTCGTGATATG
RNS1-1V’ GAATTATGGAATATACTGTATCCCTACATATATATTCCTA
RNS2-1 GATTGCCGGAATACACGCCATTACTCTCTTTTGTATTCCA
RNS2-11 AGTAATGGCGTGTATTCCGGCAATCAAAGAGAATCAATGA
RNS2-1l AGTACTGGCGTGTATACCGGCATTCACAGGTCGTGATATG

RNS2-IV GAATGCCGGTATACACGCCAGTACTACATATATATTCCTA

RNS2-I GATAGAGCGAAATAATCGACCTCCTCTCTTTTGTATTCCA
RNS2-II AGGAGGTCGATTATTTCGCTCTATCAAAGAGAATCAATGA
RNS2-II' | AGGAAGTCGATTATTACGCTCTTTCACAGGTCGTGATATG
Clonage des RNS2-IV' | GAAAGAGCGTAATAATCGACTTCCTACATATATATTCCTA
amiARN dans RNS3-| GATTTGTTACATTCAAGGCCCGGCTCTCTTTTGTATTCCA
le pRS300 RNS3-Il AGCCGGGCCTTGAATGTAACAAATCAAAGAGAATCAATGA
RNS3-III AGCCAGGCCTTGAATCTAACAATTCACAGGTCGTGATATG
RNS3-IV | GAATTGTTAGATTCAAGGCCTGGCTACATATATATTCCTA
RNS3-I GATTTTTACCATGCAAATCACAGCTCTCTTTTGTATTCCA
RNS3-II AGCTGTGATTTGCATGGTAAAAATCAAAGAGAATCAATGA
RNS3-II | AGCTATGATTTGCATCGTAAAATTCACAGGTCGTGATATG
RNS3-IV' | GAATTTTACGATGCAAATCATAGCTACATATATATTCCTA
RNS4-| GATTGGATGATAAAAACCGACGCCTCTCTTTTGTATTCCA
RNS4-| AGGCGTCGGTTTTTATCATCCAATCAAAGAGAATCAATGA
RNS4-III AGGCATCGGTTTTTAACATCCATTCACAGGTCGTGATATG

RNS4-1V GAATGGATGTTAAAAACCGATGCCTACATATATATTCCTA

RNS4-I GATTATCCGGAACATACGCGCATCTCTCTTTTGTATTCCA
RNS4-II AGATGCGCGTATGTTCCGGATAATCAAAGAGAATCAATGA
RNS4-1IP AGATACGCGTATGTTGCGGATATTCACAGGTCGTGATATG

RNS4-1V’ GAATATCCGCAACATACGCGTATCTACATATATATTCCTA

pRS300-A CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC
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Clonage des | PRS300-A-GW | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC
amiARN en | pRS300-B-GW | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG
systeme AttB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
gateway AttB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

Northern Blots

Les sondes utilisées pour le northern blot sont nommeées de la fagon
suivante : tRN-code a une lettre des acides aminés - séquence de I'anticodon du
tRNA - extrémité du tRNA a laquelle la sonde s’hybride - génome portant le tRNA

ciblé.

Role de I'oligo

Nom de I'oligo nucléotide Séquence (5’ a 3) Numéro d’accession

At5G55505, At5G43455, At5G61445,
tRNAA- At1G06610, At1 G07580, At2G02600,
AGC/UGC/CGC-5- | ACCATCTGAGCTACATCCCC At2G02900, At3G28695, At3G28685,
cyto At4G26675, At4G12065, AtdG11355,
At5G39895, At5G01365, At5G07675
At5G40545, At5G21378, At5G15815,
At5G59055, At5G05945, At5G14495,
At3G02335, At3G13335, At3G59926,
, At3G51265, At3G27555, At3G52765,
tRND-GUC-5'cyto | GGGAATACTTACCAGTATACTACAAC | o caaed 4o a3650, ARG39860,
At G49020, At1G76000, At1G73900,
AHG75070, At1G18430, AtiG17660,
Sonde spécifique de At1G20210, At1G03515, At5G32017
I'extrémité 5 des G At5G02615, At3G09505, At1G11030,
o tRNR-UCG-5-cyto | ATCCACTGCGCTATGCGGTC A G52550, ALIGB1020, ALIG79980
tRNR-ACG-5-plaste | ATCCTCTGAGCTACAAGCCC AtCG00980, AtCG01150
tRNV-UAC-5-plaste | TGGTAGGGCTATACGGACTC AtCG00450
tRNL-UAA-5-plaste | ACCAATTCCGCCATATCCCC AtCG00400
tRNG-GCC-5’ plaste | TACCATTCGACTATATCCGC AtCG00310
tRNQ-UUG-5’ plaste | TACCGCTTGGCTACGCCCCA AtCG00060
tRNE-UUC-5' plaste | AACCACTAGACGATGGGGGC AtCG00250
tRNH-GUG-5’ plaste | TCCACTTGGCTACATCCGCC AtCG00010
Sonde spécifique de| tRNI-GAU-3-cyto | TGGTGGGCCATCCTGGATTT AtCG01200, AtCG00930
lextrémité 3’ des | tRNA-UGC-3-cyto |TGGTGGAGATAAGCGGACTC AtCG01190, AtCG00940
tRNA tRNK-UUU-3-cyto | TGGTGGGTTGCCCGGGACTC ACG00030
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Quantification par gPCR RNS1 sens TCTTCTCGTAATCTTGCCTTCTG
du transcrit RNS1 . At2G02990
RNS1 antisens ACAGTATGATCCTGGCCATTG
Quantification par gPCR RNS2 sens TGGGAAAGGGTCATTTTGG
du transcrit RNS2 . At2G39780
RNS2 antisens TGCTTCAAGTAGAGATTAAGTGTGG
Quantification par gPCR RNS3 sens TCGCCCAAGATTTCGATT
du transcrit RNS3 At1G26820
RNS3 antisens GCAACAACTATGTCTTGAATCACA
Quantification par gPCR RNS4 sens TTCAATTTCTTCTACTGGGTCAACT
. At1G14210
du transerit ANS4 RNS4 antisens | GGCAACATCCTTTTTGGCTA
Quantification par gPCR Tip 41 sens GTGAAAACTGTTGGAGAGAAGCAA
du transcrit Tip 41-Like ) - At4G34270
Tip 41 antigens TCAACTGGATACCCTTTCGCA
Quantification par gPCR Exp sens GAGCTGAAGTGGCTTCAATGAC
du transcrit Exp - At4G26410
Exp antisens GGTCCGACATACCCATGATCC
Quantification par gPCR FBox sens TTTCGGCTGAGAGGTTCGAGT
du transcrit FBox At5G15710

FBox antisens GATTCCAAGACGTAAAGCAGA

Quantification par gPCR GAPDH sens CAGTCACTGTTTTCGGCATC ASG
: 13G04120
dutranscritGAPDH | 5 APDH antisens | AAGACACCAGTAGACTCAACAACG

1.3 - Anticorps

Roéle de Nom de o
) . Origine
I’anticorp I’anticorp
@RNSH Anticorp polyclonal de lapin dirigé contre RNS1(Produit par le laboratoire)
@RNS2 Anticorp polyclonal de lapin dirigé contre RNS2 (Produit par le laboratoire)
@RNS3 Anticorp polyclonal de lapin dirigé contre RNS3 (Produit par le laboratoire)
Anticorp @RNS4 Anticorp polyclonal de lapin dirigé contre RNS4 (Produit par le laboratoire)
primaire @GFP Anticorp polyclonal de lapin dirigé contre la GFP
(Produit par I'équipe de A. Dietrich, IBMP)
@ HA Anticorp monoclonal de souris dirigé contre un épitope HA (Sigma)
. Anticorp monoclonal de souris couplé a la HRP dirigé contre un épitope 5xHis
@ 5xHis )
(Qiagen®)
@ Souri Anticorp polyclonal de chévre couplé a la HRP et dirigé contre des anticorps de
ouris N
Anticorp souris (Sigma)
secondaire @ Laoi Anticorp polyclonal de chévre couplé & la HRP et dirigé contre des anticorps de
apin
P lapin (Life Technologies)
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1.3 - Outils informatiques

- Alignements de séquences: les alignements de séquences acides
nucléiques et protéiques ont été réalisés sur le site de I'EBI

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (logiciel ClustalOmega)

- Blast: les recherches de séquences nucléotidiques et protéiques par
homologie ont été réalisées a 'aide du logiciel Blast (Basic Local Alignement
Search Tool) développé par le NCBI (National Center of Biotechnology

Information) (http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

- Prédiction de structure : les structures des protéines étudiées ont été

réalisées a 'aide du logiciel Robetta disponible a

I'adresse : http://robetta.bakerlab.org.

- Prédiction de localisation subcellulaire: la localisation des protéines

étudiées a été prédite a 'aide du logiciel SUBA3 développé par '’ARC Center of
Excellence In Plant Energy Biology disponible a

I'adresse : http://suba.plantenergy.uwa.edu.au.

- Banques de données utilisées :

TAIR : http://www.arabidopsis.org

plantRNA : http: //plantrna.ibmp.cnrs.fr

NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov
SAIL : http://arabidopsis.info
SALK : http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress

RIKEN : https://www.brc.riken.jp/lab/epd/catalog/cdnaclone.html
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2 — Méthodes

2.1 - ADN

En Australie les plasmides ont été purifiés a 'aide du kit “QIAprep Spin
Miniprep Kit“ commercialisé par Qiagen© qui utilise le principe de la lyse
alcaline. En France, les plasmides ont été purifiés a 'aide du kit “Nucleospin

Plasmid“ de Macherey-Nagel.

Des extractions d’ADN génomique (ADNg) ont été effectuées a chaque
étape de sélection des plantes transformeées.

Pour chaque échantillon, un morceau de feuille d’A. thaliana d’environ 1
cm de diametre est placé dans un tube PreCellys® contenant 400uL de tampon
d’extraction et 'équivalent d’'une spatule de bille de 0,5mm de diametre (Roth),
Apres avoir effectué 2 séquences de lyse 3 minutes a 5500 rpm dans le PreCellys,
avec une pause de 10 secondes entre chaque séquence, les tubes sont centrifugés
5 minutes a 16 000g a température ambiante. Deux cents microlitres de
surnageant sont alors mélangés a 150uL d'isopropanol et incubés 10 minutes a
température ambiante afin de précipiter les acides nucléiques. Aprés une
seconde centrifugation de 5 minutes a 16 000g, 1mL d’éthanol 70% est ajouté
aux culots. Apres centrifugation, de nouveau 5 minutes a 16 000g, les culots sont
séchés et les acides nucléiques dissous dans 50uL de tampon T, puis traités a la
RNase A a une concentration finale de 40pg/mL durant 1h a température
ambiante.

Enfin, aprés une précipitation éthanolique 'ADN est dissous dans 30 a

50uL de tampon T.
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Tampon d’extraction : 200mM Tris HCl pH 7,5 ; 250mM NaCl ; 25mM EDTA

Tampon T : 5mM Tris HCI pH8,5

La PCR sert a amplifier des séquences d’ADN spécifiques a I'aide d’'une
ADN polymérase ADN dépendante ainsi que d’amorces oligonucléotides.

La PCR a 2 rdles en biologie moléculaire : soit elle sert a confirmer la
présence d'une construction dans un organisme transformé (criblage,
génotypage, etc), soit elle sert a créer ou cloner une séquence d’ADN d’intérét.

Deux types d’ADN polymérase ADN dépendante ont été utilisées au cours
de cette étude. On les discrimine notamment a cause de leurs rapidités ainsi que
de leurs fidélités. Ainsi une polymérase telle que la Taq (Promega®) enzyme
assez processive, mais ayant tendance a faire des erreurs, sera privilégiée pour
des criblages de bactéries transformées, ou des génotypages. A I'inverse, d’autres
enzymes telles la Pfu (Pyrococcus furiosis, Thermo Scientific®) sont privilégiées
pour les clonages et les expériences requérants une grande fidélité de

polymérisation.

Conditions de PCR :

Clonage :

Le mélange réactionnel a été effectué de facon a obtenir un tampon de
réaction 1X (New England Biolabs), une concentration de 250pM de chaque
dNTP, 5pmol de chaque amorce, environ 35ng de matrice et 1U de polymérase
(Pfu: New England Biolabs). Suite a quoi les mélanges sont placés dans un

thermocycleur, ou ils subissent différentes étapes.
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- 95°C - 2 minutes

- 72°C - 7 minutes

Génotypage :

Les conditions du génotypage sont les mémes que pour I'amplification de
fragments PCR cités plus haut. La seule exception consiste en I'enzyme utilisée

qui est la Taq polymérase de Thermophilus aquaticus.

Mutagenése dirigée :

Les réactions ont été effectuées en mélangeant 1uL. de dNTP fournis dans
le kit QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (d’Agilent technologies©),
125ng de plasmide, 5uL. de tampon de PCR 10X et enfin 2,5 U de PfuUltra HF
DNA polymerase (NEB), pour un volume final de 50uL. Enfin, le mélange a été

placé dans un appareil PCR pour étre soumis au cycle suivant :

- 95°C - 30 secondes

- 68°C - 2 minutes

Syntheése des amiRNA :

Les trois premieres PCR sont effectuées en mélangeant 5uL. de dNTP
2mM, 2uL. de chaque amorce a 10uM, environ 10 a 20ng de plasmide pRS300,
2,5U d’enzyme Pfu (Sigma Aldrich) ainsi que 5uL de tampon Pfu (Sigma-Aldrich)
pour un volume de 50pL. S’ensuit une incubation dans un thermocycleur avec le

programme suivant :
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‘J 1. Synthese des brins mutes

‘ ® L=z amorces contiennent |a mutation
deésirée,
® ['extension et la synthése des brins
" d'ADN  seffectuent 3 laide d'une
polymerass haute Tidelite.

o =
'.l"'# ""‘l
i 2. Digestion par Dpnl dela matrice ADN
i iy
Y ’ .
\‘:;"" o |'enzyme de restriction Dpnl ne digére
‘ que lz plasmide d'origine. méthyle, car

synthétizé par labactérie,

3, Transformation hackerienne

Fizure 15 Représentation schématigque du principe de mutagenese dirigée. En
vert et en orange sont représentés les bnns d’ADN non mutés, et methylés produit
par E coli. En mauve et en bleu figurent les amorces ainsi que les brins J'A0N

neasynthetises. La aroix rouge symbaolise la mutation introduite par les amaorces.
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- 95°C - 2 minutes

- 72°C - 7 minutes

Les différents produits PCR sont purifiés sur gel a 'aide du kit “QIAquick
Gel Extraction Kit“ de chez Qiagen, afin d’en extraire des bandes de 278 (PCR a),
170 (PCR b) et 305pb (PCR c).

Un demi microlitre de chaque éluat est mélangé selon les mémes
conditions que pour les PCR a, b et ¢, avec les amorces pRS300 A et B. Puis le tout

est incubé comme suit :

- 95°C - 2 minutes

- 72°C - 7 minutes

Les fragments PCR de 699 pb sont purifiés sur gel et clonés dans un

vecteur d’entrée gateway.

La mutagenese dirigée permet d’introduire une mutation au sein d’'une
séquence. Au cours de cette étude nous avons utilisé le kit d’Agilent
technologies© : QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit qui permet
d’'introduire des mutations dans des séquences déja clonées dans un vecteur
(Figure 15).

Cette technique consiste en une synthese par PCR de la totalité d’'un
plasmide a I'aide de deux amorces complémentaires portant la mutation choisie.
Les plasmides synthétisés de novo porteront ainsi la mutation introduite par les

amorces PCR (les conditions de mutagenese dirigée se trouvent dans la section
2.1.3).
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Etapes Oligo sens Oligo antisens Matrice

(a) pRS300-A RNS(1-4) IV(] pRS300
(b) RNS(1-4)III () RNS{1-4)II(] pRS300
(©) RNS(1-4)1() pRS300-B pRS300
(d) pRS300-A pRS300-B (a)+(b)+(c)

Figure 16 : Liste des oligonucléotides et matrices nécessaires aux
différentes étapes de clonage des amiRNA. Les sequences des
differents oligonucleotides sont disponibles dans le tableau
“Clonage des amiRNA". Afin de créer chaque amiRNA, cetle
technique nécessite 4 amorces specifiques, numeérotées de | 2 IV,
ainsi que 2 amaorces communes 2 tous les amiRNA {pRS300A et
B). Deux amiRNA ont été créees par RNS, et donne lieu 2 un

o

nouveau set d'amorces, annotés’
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L’étape suivante consiste a éliminer les plasmides matrices. Ces derniers
proviennent d’E. coli et sont donc méthylés. Il est possible de les éliminer a l'aide
d’'une enzyme de restriction capable de cliver spécifiquement les ADN méthylés.
Un microlitre (10 U/pL) de I'enzyme de digestion Dpn I est ajouté dans la totalité
du volume réactionnel de la PCR, le tout est ensuite incubé 1 heure a 37°C.

Enfin 1uL de la solution de plasmide traité par Dpn I est transformé dans
E. coli ou les plasmides non dégradés sont recircularisés grace au mécanisme de

réparation de ’ADN bactérien.

Le «design» des amiRNA (artificial microRNA) a été réalisé grace aux

logiciels disponibles sur le site internet : http ://wmd3.weigelworld.org/

(Schwab et al., 2006). Le principe de cette technique consiste en la modification
d’'une séquence d'un amiRNA déja présent dans le vecteur pRS300 (Figure 16).

La premiere étape de ce protocole consiste a choisir les amorces
nécessaires au clonage des amiRNA. Pour ce faire, il faut rentrer la séquence des
genes que l'on cherche a inhiber dans le site internet puis sélectionner un
amiRNA parmi ceux proposés, en suivant 5 criteres.

-Aucun mésappariement ne doit étre présent entre les positions 2 et 12.

-1 a 2 mésappariements a 'extrémité 3’ de I'amiRNA (position 18 a 21).

-Tous les mésappariements doivent étre les mémes sur chacune des cibles
choisies.

-L’énergie d’hybridation absolue doit se trouver entre -35 et -38
kcal/mole.

-Le site d’hybridation des amiRNA doit se trouver préférentiellement du

co6té 3’ du transcrit cible, et ne posséder aucune autre cible dans le génome.

Une fois 'amiRNA sélectionné le jeu d’amorces PCR nécessaire a son
clonage est proposé. Le clonage de 'amiRNA se divise en 3 étapes de PCR
successives, la premiere permet d’amplifier différentes parties de 'amiRNA en
utilisant les amorces A et B spécifiques au plasmide ainsi que les amorces

spécifiques de I'amiRNA (], II, III, IV) soit les étapes a+b+c (Figure 16 et 17). La
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Figure 17 : Principe de clonage, et mode de
fonctionnement des amiRNA. A : En rouge figure le
miRNA d’origine du vecteur pRS300. En bleu sont
représentés les amorces qui contiennent la séquence
du nouvel amiRNA que I'on souhaite créer (amorces
[, 1, I, IV). Les amorces A et B servent a
'lamplification de la totalité du construct. B:
Structures finalisées du nouvel amiRNA. C: Apres
transformation et transcription, le construct sera
reconnu par HYL1, et clivé par DCL1, qui en dégagera
un fragment d’ARN simple brin. D et E : Ce fragment
d’ARN simple brin permettra a AGO1, et au complexe
RISC, de reconnaitre I’ARNm cible, permettant des
lors sa destruction et l'inhibition de la synthese de la
protéine correspondante.

(Figure d’apres le site internet

http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi )
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deuxiéme étape permet d’amplifier 'ensemble de I'amiRNA en n’utilisant que les
amorces pRS300-A et B, ainsi que les 3 amplicons issues des PCR a + b + c. La
derniere étape permet d’incorporer des sites gateway en 5’ et 3’ de 'amiRNA afin
de pouvoir cloner I'insert dans différents vecteurs d’expressions chez la plante.
Apres recombinaison des inserts dans des vecteurs d’expressions gateway
in planta (cf. 2.1.5) la plante est transformée (se référer a la section 2.4.4) puis
les amiRNA seront transcrits et maturés par les différentes enzymes de la voie du
« silencing » inhibant alors la production des protéines issues du/des genes

ciblés (Figure 4).

Les séquencages ont été réalisés par M. Malek Alioua en France
(plateforme de séquencage de I'IBMP) et par l'entreprise MACROGEN en
Australie. Dans les deux cas, la technique utilisée consiste en une PCR

asymétrique basée sur la méthode de Sanger.

Cette technique consiste a synthétiser des brins d'ADN complémentaires
(cDNA) aux ARN. Ces cDNA sont obtenus grace a une ADN polymérase ARN
dépendante.

Pour synthétiser un mélange de cDNA représentant les ARN totaux, le
volume réactionnel initial de 13pl contient (concentrations ajustées pour un
volume réactionnel de 20 pl) 1,25uM d'oligo(dT)20, 0,5 mM dNTP, 0,5 ng/ul
d’amorces aléatoires et 1pug d'ARN. La solution est incubée 5 min a 65°C, puis 5
min dans la glace. Puis sont ajoutés 5 mM de DTT, 1x tampon "First-Strand", 40 U
RNaseOUT (Invitrogen), 200 U SuperScript Il RT (Invitrogen) pour un volume
final de 20puL. Le milieu réactionnel est alors incubé 5 min a 25°C, 1 h a 50°C puis
I'enzyme est inactivée 15 min a 70°C. Un microlitre d’ADNc obtenu est utilisé

pour I'amplification par PCR.

Cette technique consiste a mesurer 'expression d’'un géne, (i.e. a mesurer
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la quantité d’'un ARN cible par 'intermédiaire d’'un cDNA). Le volume réactionnel
de 10ul comporte 1x SYBR Green I Master, 0,25uM d’amorces sens et antisens et
1ul d’ADNc. Un triplicat technique est réalisé pour chaque triplicat biologique.

La qRT-PCR est réalisée dans un LightCycler 180 Real-Time PCR System
(Roche). La PCR commence par une dénaturation initiale de 5 min a 95°C, suivie
de 40 cycles 4 95°C de 10 sec, a 60°C de 15 sec et 3 72°C de 15 sec. A chaque cycle
la quantité de produit est mesurée, permettant de mesurer le Ct (Crossing
threshold), qui est le point pour lequel le signal fluorescent est significativement
supérieur au bruit de fond. Il apparait au début de la phase exponentielle.

A la fin des cycles d’amplifications, une courbe de fusion est obtenue en
chauffant les produits PCR de 55 a 95°C, permettant ainsi de vérifier qu'un seul
produit a été amplifié.

Les résultats obtenus sont normalisés en utilisant des génes représentant
des controles endogenes (Tip 41-Like, Exp, FBox, GAPDH, séquences en section
1.2.2) et analysés en utilisant les programmes geNorm et NormFinder.
L’efficacité de PCR est calculée par le programme LinRegPCR. Les coefficients de

corrélation obtenus pour chaques paires d’amorces excedent 0,99.

Le gateway est un systeme de clonage commercialisé par Invitrogen®. Il
se base sur la capacité de recombinaison du bactériophage lambda dans E. coli.
Le systeme gateway consiste en une succession de 2 recombinaisons. La
premiere fait intervenir les sites attB clonés par PCR sur le fragment d’intérét, les
sites attP présents sur un vecteur dit “donneur” et enfin la BP clonase qui ne
recombinera que les sites attB et P entre eux. Une fois les amplicons clonés, et
séquencés, la seconde recombinaison est effectuée. Elle fait intervenir le vecteur
“donneur” recombiné possédant désormais les sites attL, un vecteur “accepteur”
possédant les sites attR, et enfin la LR clonase.

Une fois cloné dans ce dernier vecteur I'insert pourra étre exprimé soit in
planta soit dans les bactéries, en fonction du plasmide accepteur.

Les réactions de recombinaisons sont réalisées en additionnant 150ng de

fragments PCR et/ou de plasmides donneurs/accepteurs, 2uL. de mix BP ou LR
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clonase (tampon inclus dans ce mix) le mélange est complété a 10uL avec de
'eau. Le tout est incubé 1h a température ambiante, ou sur la nuit a 4°C.

Aprés recombinaison, il est nécessaire de supprimer les protéines
pouvant inhiber la transformation en restant liées a '’ADN, les mélanges sont

donc incubés 10 minutes a 37°C avec 4U de protéinase K.

Préparation :

Une pré-culture de 2mL de LB des bactéries DH5alpha ou TOP10 est
incubée a 37°C et 200 rpm sur la nuit. Un millilitre de cette pré-culture est
transféré dans un erlenmeyer de 500mL contenant 100mL de LB. La culture est
incubée suivant les mémes conditions jusqu’a une D.O comprise entre 0,3 et 0,4
(A=595nm). Pour stopper la croissance, les bactéries sont incubées 10 minutes
sur la glace, puis culotées en centrifugeant a 3000g durant 10 minutes, a 4°C.
Apres élimination du surnageant, 25mL de tampon CCMB est ajouté et les
cellules sont resuspendues. Incubées sur glace durant 20 minutes, les bactéries
sont de nouveau centrifugées et resuspendues dans 4mL de tampon CCMB.
Apres une nouvelle incubation de 20 minutes, les bactéries sont aliquotées par

fractions de 100uL et congelées immédiatement dans de I'azote liquide.

Tampon CCMB (competent cell making buffer) : 10mM PIPES, 55mM MnCly,
15mM CaClz, 50mM KCI

Transformation :

Vingt-cinq microlitres des bactéries précédemment préparées sont
transformées avec 10 a 100ng d’ADN plasmidique ou la moitié du volume
réactionnel de recombinaison gateway.

Apres incubation 30 minutes a 4°C sur la glace, les bactéries subissent un
choc thermique en étant placées 30 secondes a 42°C puis de nouveau 3 minutes
sur la glace. Puis, aprés resuspension dans 200uL de milieu LB, les bactéries sont
incubées 1h a 37°C, puis étalées sur du milieu LB-agar possédant I'antibiotique

de sélection adéquat.
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LB (Lysogeny Broth) : 10% tryptone, 5% extrait de levure, 10%NaCl
LB-Agar: LB + 1,5% (p/v) Agar (Sigma)

En fonction des vecteurs et souches bactériennes, voici la liste des

antibiotiques utilisés et leur concentration finale :

- Ampicilline (Sigma) : 100pg/mL, dilué dans de 'eau

- Carbénicilline (Duchefa) : 100pg/mL, dilué dans de 'eau

- Spectinomycine (Duchefa) : 100pug/mL, dilué dans de I’eau

- Gentamycine (Duchefa) : 15pg/mlL, dilué dans de I'eau

- Chloramphénicol (Sigma) : 30pg/mL, dilué dans du méthanol

- Kanamycine (Sigma) : 50pg/mL, dilué dans de I'eau

- Rifampicine (Sigma) : 50pg/mL, dilué dans du DMSO (Di-méthylsulfoxide)
- Tétracycline (Sigma) : 10pg/mL, dilué dans de I'eau

Une pré-culture de 2mL de LB d’agrobactéries est incubée a 28°C et 200
rpm sur la nuit. Puis, les 2ZmL de préculture sont transférés dans 250mL de
milieu LB contenant de la tétracycline ainsi que de la rifampicine. La culture est
incubée a 28°C jusqu’a ce que la densité optique atteigne 0,4-0,6 (A=595nm). Les
bactéries sont alors placées a 4°C durant 30 minutes.

Les bactéries sont ensuite culotées par centrifugation durant 10 minutes a
5 000rpm a 4°C puis resuspendues dans 250ml d’eau et de nouveau, elles sont
incubées a 4°C durant 30 minutes. Puis, apres une deuxieme centrifugation, les
bactéries sont resuspendues dans 125mL d’eau.

Enfin, aprés une nouvelle centrifugation les bactéries sont resuspendues
dans 50mL de glycérol 10% (p/v) stérile, puis de nouveau centrifugées et
resuspendues dans 2,5mL de glycérol 10% pour étre congelées rapidement dans

de I'azote liquide par aliquote de 50pL.
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Afin de transformer les bactéries compétentes, 50puL sont incubées 30
minutes dans la glace, en présence de 30 a 50ng de plasmide.

Les bactéries sont alors transférées dans une cuve a électroporation
(Gene Pulser/MicroPulser Cuvettes, BioRad®) dans laquelle est appliqué un
courant électrique de 2.5V, une capacitance de 125uFD et une résistance de
200Q. Apres le choc électrique, 750puL de LB sont ajoutées aux bactéries qui sont

ensuite incubées 40 minutes a 28°C, puis étalées sur milieu sélectif.

L’électrophorese consiste en la séparation des acides nucléiques selon
leurs tailles. On mélange ainsi 100ng a 1pug d’ADN a un tampon de charge qui
contient des marqueurs de migrations (bleu de bromophénol, xyléne cyanol)
ainsi que du glycérol comme agent de charge. Le tout est chargé sur un gel
composé de 0,8 a 2% d’agarose (p/v), de tampon TAE 1X, ainsi que de 0,5pg/ml
de bromure d’éthidium (BET).

Le gel est placé dans une cuve contenant le méme tampon (TAE), puis
'électrophorese est effectuée sous une tension constante de 100V durant un
temps variable (de 20 minutes a 1h) selon la taille des fragments a observer. Les
acides nucléiques sont révélés sous UV grace au bromure d’éthidium un agent

intercalant de I'’ADN.

Tampon TAE 0,5X: Tris-Acétate 40 mM pH 8,0, EDTA 1 mM

Tampon de charge : Glycérol 50% (v/v), SDS 1% (p/v), EDTA 1 mM, xylene
cyanol 0.1% (p/v), bleu de bromophénol 0.1% (p/v)

2.2 - ARN

Cent a 150mg de matériel végétal sont broyés dans un mortier froid

contenant de l'azote liquide. Apres ajout d'un millilitre de Tri Reagent (Molecular
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Research Center, Trizol®) le mélange est de nouveau broyé jusqu’a obtenir une
pate qui se liquéfie peu a peu.

Le mélange est transféré dans un tube Eppendorf de 1,5mL et incubé 3 a 4
minutes a température ambiante, 250uL de chloroforme est ensuite ajouté et le
tout est vigoureusement agité durant 2 minutes. Les échantillons sont
centrifugés a 4°C durant 10 minutes a 20 000g. La phase aqueuse est prélevée et
meélangée a 500pL d’isopropanol puis incubée 30 minutes a température
ambiante afin de précipiter les acides nucléiques en centrifugeant le mélange 30
minutes a 20 000g. Les culots sont séchés, lavés avec de I'éthanol 80%, puis
repris dans 180uL d’eau et mélangés a 120uL de chlorure de lithium 5M pour
étre incubés sur la nuit a 4°C. Dans ces conditions, les grands ARN sont précipités
tandis que les tRNA et petits ARN non codants restent solubles. Les acides
nucléiques contenus dans le surnageant sont ensuite précipités en ajoutant 30pL
d’acétate de sodium 3M pH 5,8 puis 750uL d’éthanol absolu refroidi a -20°C. Le
mélange est ensuite incubé une nuit a -20°C, apres quoi il est centrifugé durant

30 minutes a 4°C et 16 000g pour enfin étre resuspendu dans 20uL d’eau.

La migration sur gel de polyacrylamide est utilisée pour la séparation des
molécules d’ARN. Le gel est préparé a partir d’'une solution d’acrylamide/N,N’
méthylene bisacrylamide (19/1) de 15% ou de 6% et 7 M urée (dénaturant)
dans du tampon TBE 1X. La polymérisation du gel est catalysée par l'addition
d’APS (0,1% (p/v)) et de TEMED (0.035% (v/v)). Avant dépdt, les acides
nucléiques sont additionnés d’'un volume de tampon de charge. La migration
s'effectue sous 25 mA dans le tampon TBE 1X. Le bleu de bromophénol et le
xylene cyanol constituent les témoins de migration (I’équivalence en nucléotides
(nt) dépend de la concentration du gel : 15 et 60 nt sur un gel 15% ou 26 et 106

nt sur un gel 6%).

Tampon TBE 1X: Tris 90 mM, EDTA pH 8,3, 2,5 mM, borate 90 mM
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Tampon de charge: Formamide désionisée 95% (v/v), EDTA 20 mM, xyléne
cyanol 0,05% (p/v), bleu de bromophénol 0,05% (p/v)

Apres séparation sur un gel dénaturant de polyacrylamide, les ARN sont
transférés sur une membrane de nylon de type Hybond N+ (Amersham). Le gel
est placé sur la membrane et I'ensemble est disposé en "sandwich" entre deux
feuilles de papier Whatmann et une éponge de part et d’autres. L'électrotransfert
est effectué dans du tampon TBE 0,5X pendant 1h15 minutes sous une intensité
de 300 mA. La membrane est brievement séchée et les ARN sont fixés par

irradiation en lumiere UV (366 nm) pendant 3 a 5 min.

Tampon TBE 0,5X: 45 mM Tris, 1,25 mM EDTA pH8,0, 45 mM borate

Les oligonucléotides synthétisés chimiquement sont marqués
radioactivement a leur extrémité 5 par incubation 30 min a 37°C dans le milieu

réactionnel suivant :

-200 nM d'oligonucléotides

-2,5 puL [y-32P]JATP 10 pCi/pl (activité spécifique 3000 Ci/mmol)
-1 pL Tampon PNK 10X (Fermentas)

-10 U de T4 polynucléotide kinase (Fermentas)

-H20 q.s.p. 10 pL

Tampon PNK 10X : Tris-HCl pH 7,6 500 mM, MgCI2 100 mM, DTT 50 mM,
spermidine 1 mM, EDTA 1mM pHS,

Le volume est ajusté a 50 pL d’eau et la radioactivité non incorporée est
éliminée par chromatographie d'exclusion sur une colonne de Séphadex G50
(seringue de 1 mL). La colonne est séchée par centrifugation 30 secondes a 200g.

La solution est déposée et éluée dans les mémes conditions.

139



140



La sonde radioactive est placée dans un tube d’hybridation avec la
membrane ainsi que 3 a 6mL de tampon PerfectHyb (Sigma-Aldrich) et incubée a
42°C sur la nuit.

Apres incubation, la membrane est lavée en augmentant progressivement
la stringence par 3 lavages successifs : 2 de 5 minutes dans du SSC 2X a 42°C, et
un de 30 minutes avec du SSC 2X, 0,1% (p/v) SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a la
méme température.

Les signaux sont révélés par exposition de la membrane a l'aide du

phosphorimager ou par autoradiographie.

Tampon SSC 2X : Citrate-trisodique 30 mM pH 7,0 ; NaCl 0,3 M.

Réalisation d’un extrait brut bactérien surexprimant une RNS :
Cing millilitres de culture de bactéries induites a I'IPTG (Isopropyl B-D-1-

thiogalactopyranoside) sont centrifugés a 13000g pendant 5 minutes. Le culot de
bactéries est repris dans 10uL de tampon d’extraction protéique et maintenu a
4°C sur la glace. Les bactéries sont soniquées 8 fois 10 secondes, puis l'extrait

protéique brut est congelé dans de I'azote.
Tampon extraction protéique : 10% glycérol (v/v); 80mM Tris-HCl pH
6,8 ; cocktail d’inhibiteur de protéase (1 tablette pour 50mL de solution

cOmplete protease inhibitor cocktail, Roche)

Cinétique de clivage des ARN :

Les cinétiques de clivage ont été effectuées en mélangeant 10puL d’extrait
brut bactérien avec 20puL de tRNA (environ 10pug) pour un volume total ajusté a
100puL avec de I'eau. Divers prélevements de 5ul sont effectués a différents
temps d’incubation (5, 10, 15 minutes etc..). Chaque préléevement est
immédiatement transféré dans du Trisol afin d’en extraire les ARN (cf. 2.2.1). Ces

ARN sont ensuite dissous dans 5pL d’eau puis séparés par électrophorese (cf.
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Figure 18 : Principe du clonage de petits fragments d’ARN selon la méthode décrite dans le kit

®

NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set For lllumina . Le kit utilise pour matériel de base
de I’ARN. Le but de ce kit est d’'amplifier au maximum les séquences afin de pouvoir les détecter.
A : ligation des adaptateurs. B : I’hybridation de I'amorce de RT-PCR empéche la formation de
dimere d’amorce. C: transcription inverse et amplification des séquences.

(Hlustration d’aprés le site internet du fabricant : https://www.neb.com/products/e7300-nebnext-
multiplex-small-rna-library-prep-set-for-illumina-set-1)




2.2.2) et transférés sur membrane (cf. 2.2.3) dans le but de les analyser par

northern blot (cf 2.2.5).

Les tRF-5 possedent un 5’-P et les tRF-3 un 3’-OH, leurs autres extrémités
respectives ne possedent pas d’extrémité normale puisque les enzymes que nous
étudions sont des RNases de type T2. Or ces enzymes liberent des extrémités
d’ARN 5’-OH et 3’-P. Il est donc impossible de cloner ces fragments sans rétablir
auparavant un 5-P, ainsi qu'un 3’-OH a chaque extrémité des ARN. C’est
pourquoi, avant de débuter la préparation des banques, environ 3ug d’ARN ont
été incubés avec 2 unités de T4 polynucléotides kinase (NEB), en suivant le
protocole du fabricant, qui possede les activités kinase et déphosphorylase
nécessaires a I'établissement des extrémités compatibles avec le kit. L’enzyme
ayant ces 2 activités dans les mémes conditions, une seule incubation est
nécessaire.

Afin de préparer les banques de petits ARN nous avons utilisé un kit
distribué par NEB dont nous avons suivi le protocole : NEBNext® Multiplex Small
RNA Library Prep Set For Illumina®. Tres peu des composants utilisés dans ce kit
sont précisés (enzymes, compositions des tampons) cependant son mode de
fonctionnement est assez simple et il peut se diviser en 5 étapes.

La premiere consiste en la ligation d’adaptateurs en position 5’ et 3’ des
séquences d’ARN a cloner (figure 18A). Afin d’éviter la dimérisation des
adaptateurs, le protocole contient une étape intermédiaire. Elle consiste en
I’hybridation de I'amorce de RT-PCR aux adaptateurs 3’ se trouvant encore libres
dans la solution. Puis lors de I'ajout de I'adaptateur du coté 5’, la ligase sera
incapable de former des dimeres d’amorces car celle-ci ne fonctionne pas sur les
fragments doubles brins (figure 18B).

La seconde étape vise en la transcription inverse des ARN clonés (figure
18C), puis en leurs amplifications via PCR. C’est d’ailleurs au cours de cette étape
que sont intégrés les différents index. Les index sont des séquences de 6

nucléotides portées par les amorces PCR. Ils sont ajoutés en amont du fragment
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Figure 19 : Principe du clonage de petits fragments d’ARN selon la méthode
décrite dans le kit NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set For Illumina °.
Le kit utilise pour matériel de base de 'ARN. Le but de ce kit d’amplifier au
maximum les séquences afin de pouvoir les détecter. A : ligation des adapteurs. B :
L’hybridation de 'amorce de RT-PCR empéche la formation de dimere d’amorce. C :
Transcription inverse et amplification des séquences. (lllustration d’apres le site
http://seqganswers.com/forums/showthread.php?t=21)




cloné lors de cette PCR. Ces index permettent l'identification de chaque banque
de données, un peu a la maniere d'un code barre. Ils permettent le
« multiplexing », c’est-a-dire le mélange de plusieurs banques sur une méme
puce. Les index permettront ensuite de déterminer la banque dont chaque
fragment provient, méme si ceux-ci ont été séquencés en méme temps et sur la
méme puce.

L’étape finale de préparation de la banque consiste en la sélection des
tailles des fragments que nous cherchons a séquencer. Nous avons sélectionné a
'aide d'un gel d’acrylamide dénaturant de 6% les fragments d’environ 15 a 65nt.

Une fois les banques prétes, celles-ci sont chargées sur le séquenceur tres
haut débit, [llumina Hiseq®. Le principe de fonctionnement de ce séquencage se
base sur la méthode de Sanger. Cependant, afin d’augmenter fortement la
sensibilité de détection nécessaire a l'identification de fragments trés peu
abondants, les fragments sont adsorbés sur une puce et y sont amplifiés de
nouveau par PCR jusqu’a former des clusters (figure 19). Ce sont ces clusters qui

seront finalement séquencés.

Analyse bio-informatique :

Le but de ces banques est d’obtenir la population respective en tRF-5, 3 et
de connaitre la taille de chacun d’entres eux. La distinction est faite entre tRNA
d’origine mitochondriale, chloroplastique et nucléaire. Une fois séquencées, les
banques de données sont donc filtrées par Mme Valérie Cognat, bio-
informaticienne a I'IBMP, a 'aide d’'une banque de données identifiant tous les
genes de tRNA connus dans le génome d’A. thaliana (Cognat et al, 2013)

disponibles sur le site http://plantrna.ibmp.cnrs.fr/.

Les adaptateurs sont extraits des données de séquencage grace au
programme FastX-toolkit. Les séquences obtenues sont alignées aux tRNA avec le
logiciel PatMaN 1.2.1 contre I'’ensemble des tRNA épissés et possédant le CCA, en
autorisant 2 mésappariements dont 1 insertion/délétion. Les tRNA annotés
comme étant des insertions mitochondriales ou plastidiales sont exclus. Les
tRNA dans les régions répétées sont inclus. Enfin, les graphiques présentés ont

été générés avec le logiciel R.
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2.3 - Protéines

Les bactéries BL21 transformées avec des vecteurs d’expression
bactériens (pHGWA) ont notamment été utilisées pour exprimer les différentes
RNS ainsi que leurs mutants.

Une préculture est tout d’abord effectuée sur la nuit a 37°C avec 10mL de
LB liquide contenant 1% de glucose et 'agent de sélection (ampicilline), a partir
d’une colonie d’E. coli isolée sur boite petri.

Apres centrifugation et resuspension des bactéries dans le méme volume
de pré-culture, afin d’éliminer le milieu de pré-culture, 5SmL sont transférés dans
50mL de LB contenant le méme agent de sélection. Apres une heure de culture a
37°C la production de protéines est induite par I'ajout d’1mM d’IPTG. Apres 6h a
37°C, les bactéries sont centrifugées 30 minutes a 3 000g puis congelées dans de
'azote liquide. Les bactéries congelées sont lysées dans du tampon Laemmli (cf.
2.3.3) et chargées sur un SDS-Page afin de procéder a un western blot (cf. 2.3.5)
pour vérifier si I'induction de la production de protéines a bien fonctionné. Ou

bien elles ont été utilisées afin de produire des protéines recombinantes.

Le principe de cette purification est basé sur I'affinité de la queue poly-His
au Nickel. L’intégralité de la réaction a lieu a 4°C afin de prévenir la dégradation
des protéines. Le culot de bactéries induites est lysé en soniquant 10 fois durant
8 secondes dans 1,8mL de tampon de lyse. Le lysat est ensuite centrifugé
30 mina 4 000 g.

Puis 200pL de résine de nickel (Ni-NTA, Qiagen) sont lavés 3 fois dans
500uL de tampon de lavage. La résine est récupérée apres chaque lavage par
centrifugation des tubes 5 minutes a 9 000g.

Le surnageant du lysat centrifugé est ajouté a la résine de nickel lavée et le
tout est incubé durant une heure sous agitation lente. La résine est ensuite
culotée par centrifugation a 9 000g durant 5 minutes, puis lavée 3 fois avec

300uL de tampon de lavage.
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Les protéines fixées a la résine sont ensuite éluées avec 100puL de tampon
d’élution durant 15 minutes, sous agitation lente. Cette élution est répétée 2 fois

et les éluats sont congelés dans I'azote liquide.

Tampon de lyse : Tris malate 50mM pH 8.2, NaCl 0.6M, MgCl, 5mM, Glycérol
1% (v/v), Imidazole 20mM, Triton X-100 1% (v/v)

Tampon de lavage : Tris malate 50mM pH 8.2, NaCl 0.6M, MgCl, 5mM, Glycérol
1% (v/v), Imidazole 20mM

Tampon d’élution : Hepes 25mM pH 7.5, NaCl 0.6M, MgCl, 5mM, imidazole
250mM

La séparation des protéines est réalisée par migration électrophorétique
en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (Laemmli, 1970). Les
mailles de la matrice sont définies par le rapport polyacrylamide/N,N' méthylene
bisacrylamide (37.5/1 dans le cas d'un gel de protéines). Le gel comporte deux
parties : un gel de concentration (hauteur 2 cm) et un gel de séparation
(hauteur 4 cm).La polymérisation de 1'acrylamide est catalysée par l'ajout d’APS

0,1% (p/v) etde TEMED 0.05% (v/v).

Gel de concentration : Acrylamide 5%, Tris-HCI pH 6,8 100 mM, SDS 0,1% (p/v)

Gel de séparation : Acrylamide 12 a 15% selon la taille des protéines a

fractionner, Tris- HCl pH 8,8 100 mM, SDS 0.1% (p/v)

Les protéines additionnées a 0,2 volume de tampon de charge sont
chargées sur le gel, et la migration s'effectue dans du tampon de migration
pendant environ 1h sous ampérage constant de 25mA. La migration est

controlée par la visualisation du front de migration, et du ladder.
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Tampon de charge (Laemmli) : Tris-HCI pH 6,8 100 mM, glycérol 10%, SDS 2%
(p/v), 0,1% bleu de bromophénol (p/v), f-mercaptoéthanol 3% (v/v)

Tampon de migration : Tris-HCI pH 8,3 25 mM, glycine 250 mM, SDS 0,1%
(p/v)

Apres migration, les protéines sont fixées au gel et colorées au bleu de
Coomassie pendant une heure dans une solution de coloration sous agitation
lente et constante. Le gel est ensuite décoloré par plusieurs bains dans une

solution de décoloration.

Solution de coloration : acide acétique 10% (v/v); éthanol 25% (v/v); bleu de

Coomassie R250 0.125% (p/v)

Solution de décoloration : acide acétique 10% (v/v), éthanol 20% (v/v)

Cette technique consiste a révéler une protéine particuliere a l'aide
d’anticorps spécifiquement dirigés contre cette protéine. Elle nécessite la fixation

des protéines sur une membrane.

Transfert des protéines sur membrane

Apres séparation sur un gel de polyacrylamide (cf. 2.3.3), les protéines sont
transférées sur une membrane Immobilon-P 0,45um (Millipore) que l'on active
par le méthanol 100%. L’ensemble est disposé en « sandwich » entre 4 feuilles de
papier Whatman imbibées avec du tampon de transfert et placé dans une cuve
a électrotransfert (Bio-Rad). Gel et membrane sont placés de sorte que les
protéines se fixent sur la membrane en migrant de la cathode vers I'anode. Ce

transfert est effectué a 80mA pendant 45 min.
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Tampon de transfert: Tris 50 mM, borate 50 mM

Coloration des protéines apres électrotransfert sur membrane

Les protéines transférées sont observées par coloration avec une
solution de coloration a base de bleu de Coomassie puis décolorées a l'aide de
la solution de décoloration. Le colorant est éliminé totalement par lavage

prolongé au méthanol 100%.

Solution de coloration : bleu de Coomassie R250 0,25% (p/v), méthanol 50%

(v/v), acide acétique 7% (v/v)

Solution de décoloration : méthanol 50% (v/v), acide acétique 7% (v/v)

Fixation des anticorps

La membrane est saturée pendant 1 heure sous agitation constante, dans
du tampon bloquant. L'anticorps primaire spécifique de lapin ou de souris est
ajouté a la solution, puis I'ensemble est incubé toujours sous agitation constante,
une nuita 4°Cou 1 a 2 h a température ambiante.

La membrane est ensuite lavée 3 fois 10 min dans du tampon bloquant,
puis les anticorps secondaires (anticorps de chevre dirigés contre les
immunoglobulines de lapin ou de souris et couplés a la peroxydase (Life
Technologies ou Sigma) sont ajoutés a du tampon bloquant. L'ensemble est agité
une heure a température ambiante, puis lavé une fois 5 min dans le tampon

bloquant et 3 fois 10 min avec le tampon de lavage avant révélation.

Tampon bloquant : Tris-HCI pH 7,4 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,2%

(v/v), lait écrémé en poudre 5% (p/v)

Tampon de lavage : Tris-HCI pH 7,4 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,2% (v/v)
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Révélation de la fixation des anticorps

Les anticorps secondaires utilisés sont couplés a la peroxydase. On utilise
une révélation par kit ECL (pour « Enhanced Chemical Luminescence ») qui
consiste en une réaction de chimioluminescence catalysée par la peroxydase et
produisant une émission de photons au lieu de fixation des anticorps
secondaires. Dans la pratique, les conditions préconisées par le fournisseur
(Amersham ou Roche) sont suivies et 1'émission lumineuse est révélée par

autoradiographie en exposant entre 10 secondes et 10 minutes les membranes.

2.4 - Techniques relatives aux plantes et a leurs cultures

Dans le cadre de la sélection in vitro d’A. thaliana transformées, les
plantes ont auparavant été semées sur un milieu de gélose tamponné a pH5.7
contenant 0,8% d’agar (p/v), 1% (p/v) de sucrose et du Murashige & Skoog
(Duchefa) contenant les micro et macro éléments nécessaires a la croissance des
plantes.

Une fois les plantes germées (soit en milieu terre soit en semis in vitro) les
jeunes plants d'une vingtaine de jours sont transférés en pot de culture
contenant un terreau a base de tourbe (La Terra Standard Pikiererde). Ces
plantes sont cultivées en serre avec une alternance jour-nuit de 16h/8h et une

température comprise entre 18 et 22°C.

Les agrobactéries d'un glycérol stock sont ensemencées dans 250mL de
milieu LB contenant les agents de sélection, et le tout est incubé a 28°C a 200rpm
jusqu'a ce que la densité optique atteigne 0.6-0.8 (A=595nm). Apres
centrifugation et élimination du surnageant, les bactéries sont resuspendues
dans le méme volume de tampon d’infiltration et incubées une heure a

température ambiante. On procede ensuite a la transformation des plantes.
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Tampon d’infiltration : 0,24% de Murashige and Skoog mélange micro et
macroélément (MS) (Duchefa), 5% sucrose (p/v), 0,1% acétosyringone 200mM
(v/v), 0,05% de silwet (v/v).

Transformation d’A. thaliana en “flower dip“, transformation stable :

Lorsque la plante produit suffisamment de bourgeons non éclos (5 a 6
semaines) les hampes florales sont trempées dans le tampon d’infiltration
contenant les bactéries. Les plantes sont ensuite placées a 'obscurité durant 1
journée, puis replacées environ 4 semaines dans des conditions de cultures

décrites en 2.4.1. Les graines sont récoltées une fois seches.

Transformation de N. benthamiana par infiltration, transformation

transitoire :

Une fois les plants arrivés a maturité pour linfiltration (stade 4 a 6
feuilles), une incision superficielle est pratiquée sur I'épiderme inférieur des
feuilles a transformer. Ayant acces au parenchyme et a I'aide d’'une seringue,
environ 500pL de tampon d’infiltration contenant les bactéries a une D.O
d’environ 0,6 (A=595nm) est alors injecté entre les 2 épidermes, dans le
parenchyme.

Apres 2 jours d’incubation, afin d’atteindre le pic d’expression maximale

des constructions, les feuilles sont analysées (microscopie, western blot).

Des plantes de 5 semaines (Stade rosette, 6-8 feuilles) sont placées durant
une a deux journées dans l'obscurité avant la récolte des feuilles, afin d’en
éliminer 'amidon. Le jour précédant I'extraction des chloroplastes, des gradients
de Percoll (Sigma-Aldrich®) sont préparés en additionnant un volume de 15mL
de tampon de resuspension 2X a 15mL de Percoll, I'ensemble est ensuite
centrifugé durant 30 minutes a 4 300g a 4°C et réservé a la méme température

jusqu’au lendemain.
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Environ 20g de jeunes feuilles sont broyées dans un mixeur contenant
200mL de tampon d’extraction froid (4°C) en effectuant 2 séquences de 3
secondes de broyages, rapides puis lente. Apres filtration des débris a I'aide de 2
couches de Miracloth, les chloroplastes sont culottés par centrifugation a 1 000g
a 4°C durant 10 minutes. Les chloroplastes sont délicatement resuspendus a
'aide d'un pinceau dans 5mL dans du tampon de resuspension 1X.

Les chloroplastes sont ensuite déposés sur le gradient de Percoll
préformés le jour précédent, et centrifugé a 13 200g a 4°C durant 10 minutes. La
bande correspondant aux chloroplastes intacts se trouve vers le milieu du
gradient. Ils sont prélevés et lavés avec 10mL de tampon de suspension 1X,
puis centrifugés 10 minutes a 1000g a 4°C. Aprés un second lavage, les
chloroplastes sont culottés et congelés dans de l'azote liquide afin d’en extraire

les ARN ultérieurement.

Tampon d’extraction : 350mM Sorbitol, 50mM TrisHCI pH8, 0.5mM EDTA pHS,
0,1% BSA (m/v), 15mM f3-mercaptoéthanol.

Gradient de Percoll préformé: 15mL Percoll (Sigma) + 15 mL tampon de

suspension 2X. Centrifugation 30 minutes a 43 000g a 4°C.

Tampon de suspension 2X : 0,6M Sorbitol, 40mM Tricine pH7,6 , 10mM MgCl;,
5mM EDTA pH8

Les plantes transformées (N. benthamiana) avec des constructions GFP
et/ou RFP-HDEL sont analysées au microscope confocal. Des échantillons sont
prélevés sur les plantes vivantes, puis placés dans une cloche sous vide entre
lame et lamelle en présence de PBS. Un vide de -2bar est appliqué aux
échantillons afin d’en chasser I'air pour le remplacer par du PBS. Les différentes
molécules fluorescentes sont excitées et observées au microscope (Zeiss

LSM510), aux longueurs d’ondes suivantes :
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- eGFP (fusionnée aux différentes protéines) : excitation 395nm, détection
509nm.

- mGFPer (modified GFP endoplasmic reticulum) : excitation 395 nm, détection
509 nm, localisée dans le réticulum endoplasmique.

- RFP-HDEL : excitation 558nm, détection 583nm, localisée dans le réticulum

endoplasmique.
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Résultats

1 - Analyse de la population en tRFs chez A. thaliana

Lorsque jai débuté mon doctorat en 2011, peu de données étaient
disponibles concernant les tRFs chez les plantes, cette situation n’est d’ailleurs
pas trés différente aujourd’hui alors que je rédige ma these (figure 15).
Actuellement les tRFs ont été identifiés chez diverses plantes sous diverses
conditions. Zhang et al., ont démontré la présence de fragments de tRNA de 31 a
68 nucléotides de long chez la citrouille (Cucurbita maxima) correspondant a des
clivages des tRNA dans les boucles D et de 'anticodon (Hsieh et al., 2010; Zhang
et al, 2009). De la méme maniere des études de séquencage haut débit ont
montré chez Brassica rapa que des tRF-5A de 24nt issus de tRNA
chloroplastiques étaient produits (a I’exception des tRNASer,Thr et Trp) en réponse
a un stress induit par la chaleur (Wang et al., 2011b). De plus, des tRF-5D et des
tRF-3D ont aussi été caractérisés chez O. sativa chez qui 82% des fragments
correspondent a des tRF-5D Ala AGC de 20, 21 et 23 nucléotides (Chen et al,,
2011). D’autres expériences de séquencage haut débit effectuées sur 'orge ont
aussi montré que les tRFs étaient produits en réponse a un stress de carence en
phosphate et que le tRFs le plus abondant correspondait au tRNAHis(GTG) plastidial
(Hackenberg et al., 2013).

Chez A. thaliana les tRFs ont pour la premiére fois été décrits en 2009 par
Hsieh et al. (Hsieh et al., 2009). Cette étude montre sur des racines et des
seedlings que les tRFs sont plus abondants lors de carence en phosphate. De
plus, la majeure partie des fragments obtenus dans les racines (80%)
correspondent a un tRF-5D de 19nt appartenant au tRNAGY TCC (Hsieh et al,,
2009). D’autres expériences menées par Thompson et collaborateurs sur des
seedlings d’A. thaliana ont mis en évidence une accumulation du clivage des
tRNAAs (TCT), Asp(GTC), Gly(GCC), Glu(TCC), His(GTG), Lys (CTT) et Met(CAT) cytosoliques dans la
boucle de I'anticodon, lorsque les plantes étaient soumises a un stress oxydatif. Il
semble de plus, que les tRFs dérivant du tRNAG(TCO) soient plus abondants chez
les fleurs, ce qui suggere une différence dans la biogenése des tRFs selon les

tissus (Thompson et al,, 2008).
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Cependant tous les tRFs ne sont pas produits au cours de stress, c’est
notamment ce qu’a démontré une équipe polonaise en identifiant une
quarantaine de fragments dont 75% sont des tRF-3 tandis que 25% sont des tRF-
5 chez la plante non stressée (Nowacka et al., 2013).

Enfin, alors que je débutais ma these, des hypotheses quant aux roles que
pouvaient occuper les tRFs ont commencé a émerger. L'un des roles les plus
récurrents, et qu'on retrouve chez quasiment tous les eucaryotes chez qui les
tRFs ont été identifiés, concerne la capacité qu’ils auraient a inhiber la
transcription (i.e PTGS : Post-transcriptionnal Gene Silencing). Cette hypothese
est, notamment, étayée chez A. thaliana par des résultats produits par Loss-
Morais et collaborateur qui ont montré que des tRFs de 24nt étaient co-
immunoprécipités avec AGO 1 et 4 (Loss-Morais et al., 2013) ce qui suggere une
fonction des tRFs dans la régulation de I’expression des génes chez A. thaliana.

C’est donc dans un contexte ou les données disponibles chez A. thaliana
sont tres parcellaires, que nous avons choisi d’analyser différentes banques de
petits ARN préparées par différentes équipes au sein de I'institut ou publiées par
le passé (Wang et al., 2011a). La population en tRFs de chaque banque a été
obtenue en croisant la population totale en petits ARN avec celle d’'une banque
de données établie dans I'équipe et comportant 'ensemble des séquences des
tRNA d’A. thaliana correctement annotés (figure 16) (Cognat et al., 2013). Nous
avons ainsi pu produire une analyse inédite et bien plus exhaustive que celles
effectuées par le passé. Notre but étant d’adresser des questions telles que les
raisons du déséquilibre constaté entre tRF-5 et tRF-3 (ces derniers sont tres
minoritaires), ou encore le devenir des tRFs d’organites.

Cette étude fait donc l'objet d'un article, actuellement en cours de
préparation, dont je suis le co-premier auteur avec Valérie Cognat bio-

informaticienne a I'lBMP. Voici la version préliminaire :

167



168



Coemame-wide analvsin ol Arabidopsis (RN Aederived RN A fragments

Ligmfirgy Marclly * Volne Coges " Uil Slagel’ Saplanig Lalonls'. less My, fn Small || s

Mo Dochiin  Lsisvme Manscbal-Dysssd

'mitetai ks Bidegie Motecutang i Manes D0 2097 UCSHS secesated wilh Sty | o 1 s
i el e § T SHasdbweg oaden | ranes

' Nisiraisns Newach ol Comm ood Duigibines o Masl Dnogy Besegy  The Usivgrsan o Waostm
Agsirmli by WOANR huarali

 eumibsie spanihy

iy winss cmopasiay deskl o oebloessl Bl 330 o B B ode Fas oWk oF @8 Si o Pessl

g i =l

ARSTRACT

In the expanding reperivay of small sonooding ANAs incBNAL RN Nderved RNA
iragriens (URE «) have Bognt wlertifiod 10 sl domams of i, Thes cosienee m platit. has boen
alremly puivven bl s delinid analysis has been perfiomed ws G Heve shor (RFs of 19356
i lgotaidis wory retrieved from verasis bl thelaen el AR A b Yery
speific thFs populaiem were found i varioms fssies. B plams sehmiittad e abioli e
and v maso-prevepiiand ARGONAUTE WAGDE fsruom Depemding on the tRNA,
atlber BF-S [ due oo cheavage im ihe [V rogeoni oo EEF -3 1ow aclenvage in the | repioss ane
i genesial speatically shegmed Sumpesangly, many bot spass of TRNA clavaiss v bean
ientifiesd e combleshranded BRY doma Indeestngly, op b P05 oF she (RFa omgnaie faom
arpanidlar (amily plasslich @MAs hacks o very sebofic chesvage sote We proosde
ARG WAl (g RS i (00 (fmgd withen grisiopiasts of miticondfic M mikt Sy
wg gengreiesd oubide the vrganelles by cvinsobn endonnglesse activines, Some thFs-5 thag
s LRE- Y ialetving Broam nmboir-onesdod it gl e plastidad-cicodod 1R™ As o saonghy
antched in &GO iewmama-procipimive These aberoaisns sy sugged M some orgsnidla
1RFa lay mmpuostain regulatesy Renetiors within the ool

169



INTRODUCTICN

Seeall soncodiep B4 s (encR e Enplicated i= the regulation of pros evprecsos e bees
idemvified in evolutbmar divergen orgemiams (eg (1)) Seall-nefering RNA» (HRNAS)
microR A § mifNAY) and piws-ineractng RNA (pENA) are the mos? well knewn Many
moee clames of secRNA arr mow smerping, Among thes laag- 130-32 ar BRE-A) aed shom
(1#=2% ot TRF-$0 und REF 5T ) ®NA-dorved RNA fagments (fftFs) | mupplementsl Flgure
BEA) bave b sl w sekamobe organ e belongimp b il Ao 6F 16wk e v
prefozcans plants snd nestarvans (for reveews see (240

Twe classes of short BLF s derpeing from monge ®NAs rve bem deseribed. They origimie
sither fom the § entensity af mabere W4 A3 afhe clemsre m the D regeom (IRF 400 or fom
the 3 ond of mate WHAs after chavege i the T fegion (BF-3TL The genanl
womsclatmre receptly mopesed will be used bere (51 Alhough most tRFs described so far
origimite Fom meclssenooded HNAx & few fHFs dewing fom mitcchoodrios. or
chbouwolest-srcoded BNA s hav 2 beou demilel

It @ sespected Sat shor 1RF ere liely not st IRNA degradabos producty Englscsted Sor
eswample m S recvilma of ke mutresty sech sy phoiphate or mitogen upes stanaton
lzceed § few of them o recmtly sbows imphested sn imporast regalstory gl biclog cal
processes. For tnstesce sofpe (BY s are npliceted & the whitstion of protem svetheis in
Mnhhnﬁﬁﬁﬂ-ﬂiw_ﬂmﬂi-im
(AT cotapiesm |8 o mMccharemyes ke (8 bEnan of Bophanis mgesisg b
nephcatios m ke regsliton of pens expresson (8111 lo the protorom TeErabyrena
iserrrapinta, e aheraction of @F « 3T with Toill o pisi Arpeosse probein. is svseviia] for
the sucleir BSA deciy satbwny (120 Fimally & RF 3T imobved in the primnsg of @ busas
wimal v Sram e e e rmpetan ol mfecnos (11

Aldbough zvidemce Bat muites 1HMAs inte pieces to geserme Uiy w ik potential inporant
plogucal fupcnions o scr@mRg . demiled dam o5 TRE populanon = vanioss cTgEnsTs mad
Hasiies of kider vafioss snviroomenital condithots ase will scarce is well as ther potestial
Fepctices. This s pastiecladhy troe & pasi The first report ou e exiseece of phat ®F s
Froin 2006 w hare F s were foumd = the phiosm of pumpkis 114 The wme vsar Hash ad
collsboruiors showed the oversxpression of very wpecific ®Ey (e HF-ED fiom
RNA“SOTC) o MNAYITOC) upen plonghate vanvasion is Arsbilopss oo (15)
Uemoins-wide mnabras o mclNAs fam fice calhis slbosad e idembiltcaton of sl
P and §®F-3 (180 I 4o chizew codbape Srasmos mpe 1BFy origingting fom

-
=

170



pladidisl ENas weae shows to be regulited by hem wwess (17) in bariev, differenca’
expression of scBNAS mohiding SF: engmating fom aucheus o chlovop r-smeoded
HNAY wor ghoe ohesmved wpon phosphate defcimmcy (10 Fimdlly = 2003, wevem)
ArstvdpasiRFs = ore predossinemly fomd o be ssodtaied it vanioay 400 protsns o g
be indaced by variows smesss (110 bet no delailed snaksis was performed @ pasticalar
concermizp orpansiar thFe

The poml of the presemt work e to provide 5 detailed analbrsis of the tRF » popalation pressn
an varmis 8 Malans scBNA Hamnes 4 sqecial facos = m groes o placdal MF s as B
repemsent up o 29% of toe wewl HFy populadioo. Interestingdy, & fev of them wewe foond
specificaliy ssacinted with AL The problen of e susiercs of mifockosdrial EEs was
also addresbed Hare e son provole &idesoe i) orgimsllar WFs are oot pemented « il
chloroplesis asd mitochondrs bt wiher in the cviosol Hiely as e t2Fs dedving from
mncleus-encadsd MMAs A Bogsiber our w ok allow s w1 19 moposs & very specific st of BT
t b used wu 1 starting poist to sner e many ofbes questions segeding their bicgensch and
thes functions in bighs plaum

MATERIALS AND METHODS

Smail neRNA librariss

Soveral deop sequemcimg Bbrades wire robieved from  fhe GEO  detabmse
OB mw v Bebk I i g e ) Te e fow Botme-tmad Hbnsies comspendng v A
fegiang plists taated or mal with UV-C were med for dep wcBENA ssquemcmg For that
puspos, A thelians phat, scofvpe Colombua (Col-00 were first permunaied m wite 22 sobd
G0 medies (M5 sals (Duchefs). 1% suctose, © 8% Agar-aparultrager (Serck | pH S EBim g
culmre dhimber snide 4 MhHaht (2190 md Shodark (1950 photogeriad for B0 dys
A femreard seedlings were tzafered in il (1 plazt per pet) aed put in a growts chamber
(240 P TIM bumddany) fSor 2 weslin For eated samsples, plaans (2 pe meplicee) ware
trradinted & i UV.C (284 am 3000 Pea')ising & Statalnke (Statigae) Thirty minibes
spm UV -C exposure |ewres oomber 3 and 4 were larceved and mpidly Bozes into ligoic
pitfegem Lewves of un-omdiated coswrol plasts were lbarvestad groor UV L sposre
SncB XAy wom propued usimp Trimol Sigma) following missfichorer o insircctions, amd
sl L e Fasiesn compans (Plie-lev-Ouirs, o ieomiandy fur lilsis papasition ssd deog
seqEsnomE

The st of enall RNA bbeames srlyred in this sud s prevested 1= supplomenin Table 51

171



=
l;iﬁﬂld.'hélﬂltp-hﬁﬁh“-uh-q—,-l-qu{v
fovesold om mabveds on RFe will 8 dee beivess 19 mid 26 g0 0@ mauily 87 -0 aad (RF-
3T, & #ike raage comsmas t2 all Bbrares. Asa firsd sep towanis @ acalvss of longer tRFs
Oie tRF-$45 one povel o34 libmry comprsag RYA Sagmenn op 10 20 & @ lempth vas
alsp fitered for the pressmor of BFs In onder to pemeve the [®RFs popalasion of mach dem-
amipmpred aicR N Alhmry e ssjeencs el shtamed & ars e threngh an 4 PRliana
A datsbase comyrising the Sell sat of matuee @NEy with the CCA 3 exmamity fiom de
thise oOMMpAMISENTS WeTe B Femetc infoemarim e pressi (mechaun ckloroplavt and
miechménoi This daabase wis sxmactal fror the global PlaetBNA dasabase (191 Reauds
comeigondisg 10 iRF squeaces woae aligead on full length (RNA sequence svmp FuthiaN
(20 la ondsr to ke mbe pocoun? s bied et o e prewnce of modifial seclestide=s
the bast mmckes = ore kept In addibos. 8 Padman miechondna contain & chloroplast i
A GRNAS ENAS aNaAT, RNAT ERNAT G0N and ENATY) e i
sacusnces e nssally idewhical or mowly idestical fo wee chioroplians tRN A (191 It was
therufome mmpossthle o diffentuate betneen frue cilooplest-|de mitechondna! WFs md
chicreplastic @REs Awuming et de shundasce of 1RFs origisatig from chioopls-
apecific WNAs s very hgh s compared o ove derhmg from miochoadnal-pecfic
ENAG i e, B wbose seguenses are vdential] betwaoe chioroplastc snd mitochondnal
RN Y w oe comaiilerad oo coijplsatisg Son chivmplesiy R34 s

wdnﬂuﬁn“ma““-j
fragtions

Mitackandns and cblomplish wom molissd from 4 Wahane wedbsgi wnd foms Yo
lewres socordisg to (210 ad to (33 mapectively. The oviesedic fractios conespeonds 1o Se

TupETELT ctrmed sfier e v iow apesd cemmifuganion when preparmg chlomoplus
Total citosalic, miochomdnial and chloroplast small RNA facthos vere prepand as

describad e (23).

Prepa-ation o acrude & thaliana proten sctract
Lewears (2p) of A thatiang (Col-0) s o (e & lguid gt e sl grosid s d e sstil
i i powde w obmmed. | wa mil of proten estrachon baffer (TrsMU] pH 73 50 miMd,

MyCh 10 o, ghvearel 10% EDTA | mM B-mercaprodhenc! | mM, PMSF 40 4,

&
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prmoasa mhibinor cociodl 42w (Pierce) were added o the powrder A fter quick dawmp de

mistire = as ceinifaged a1 10 000 and the sipsmabind uesd as 4 cmde protein ehrvimabic
enirnet shored wt S0 C

i witro ynthesis of rodiodsbeiad ANA transripts

The consmichs tomisimimg A Molooo sviescle MNA®Y geme and plestidisl A ™
sec pences Were ablamed previcusly (25 290 The BNA e seguencss = ope daeciy fesed 1o
a T7 RANA pohmemes promecer of e ¥ tewimes wd ecluded o BRI st ot e 3
termimes. [ hess cossiructs were usad bs smrsinte b snfese 00 W madiclatelsd mnssipl
widh 1= pohrerss misg Ribomm™ ' args sabe saswcriptics kit (Promega. Madison Wi s
desrribad m (16}

inwtre deavage deRy of THNA ranscripts

Ome g of BNA EwEwerpt o s imeshaied §f Foom iEmpeRnY 8 W ie @ e prewece o pot
of 18 yl of crede & thalians protein eximct (ol velame: 150 pli To pecom kismebic
experiments. at ench tione poin! (between O aed 30 mini 3 gl of the mimture was mapidly
il and dlded 1 170 p] GFRNA sutraction befler (Tri HCI pH 78 10l MgCly 10mhf,
505 1% and 100 gl of weter-spmried phenol te exmct I08As A fer commrifoganioe (1min
2300 gh. each dgoeoss pkase % a9 sabmoited to shine] preapitation.

Herthern bt analyss

BNAs wee sepuratad o | %% (= v) pohvacryviamnle gels slertoiransisrrad ceto Hybond X
Evim membanes (Amerbam) and hvdmdized o clipcaecleotide pmbe ¥ AFC B
parbsoibivh T s BEom-Aldrick) Two weshes (10 misd woew perioemad o1 27°C in 29%0C
Folboresd by com vail (0 mind & 22370 @ HNEIC, 0 1% SDS. The eligoescbaties sl b
probes  ame  Be follovieg  ovwsalic  (mches-smcoded) WNATAGL) 4
ACCATCTEAGCT ACATOOCT ¥ oapanellar HRA™ BTG ¥
TCCACTTGOCTACATCOOOL 3.

RESULTE

Ome fourih of plant 1RF s originates from organeliar tRNASIN lesves
A @ first shop tevards o dotuiled matvis of plant ®F s, o mefNA Evranes prepancd fiom

A Faierw lopoes were asslvoed fisst W focdsad our work o abon (1R 0 28 ) P The
tice Bhrires mamad L] and L2 supplemental Tes BY) g2 higkly resrodicible dits (e
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for exumphe the ermor bars sbown oo Figure 41 Abosr 2 84 of mcRNAs cormepond to RFs
While three fourth o them Serpie from pocles soaded N As they 56l be caled oucler
RRF o wround 23% of then originste $em chiceoplatic @A (Lo chlosoplastic ¥ s) md
sipall RMNA Supresmie devhving from sdichondislspeciflc BNAs mpreieni lew ihan 1%
(Figure 1A Meow 1BF 5 belong 1o tee w0 majer chivses of s derving thom makies N4
deseribed s Sr Abow 30% of muclesr and chioroplastc RF s beloog 1o the [RF-5D cluss,
maaning heir wequesce starts of the § eipmity of matare RNAY The ®RF-57T popolaion
(s BYA fragmests sndimg o) the OO 4 streminy of mitwrs RNA4) mpasssals ikl 00
asd 2%% of &e toul naclaar or plastdisl BT populstoms respectively Figurs W The
resinieg TRE popuiation belongs to e ol cetapoRy A misl seapeenny ENA
fragiments iocahizad il donp 1RNA molscules

A sbovn oo Figure 1€ wme (RFs appear stiongly ennchec m leaves Amosy fhem ve find
pockear RF. 5D (AR-ACC, Arp-TOC, Arg-TCR Aw-GTC ind Va-CAC ) or plastidial 1RF .
HB Gy GOC, Hn-GTE, Gla-TTE asd Vel TAL) For dese 544 mowly oo iRF-5T are
fowmd By conmmsl. an esrichmest o @F -5 cas obsened for necleas (Gin-CTQ lle-AAT,
TrpLCA) or for chlapoplash: (Asp-GTT) oo fev cases both svpss of tRE 5 genernind fom
the same BNA ssuence are dlable 9 WFa Ay examples, & e can cile neclar (Arg-ACD,
Gla-TTC) or plustidial (Low- TAG Pe-GAA or Tvr-GTA) in chlormplasn, tHNA sbuwedance
is pomslated =i codon taage (27 and in he cvieol of ons hisd, & veny sroty comelaton
exighs boteoen codon mmaga and the sember of MNA penes i planis 125 and on dhe other
Bapd, b winmy costdlalios beiwers IRNA itubdal o ahd codoh usdad by e dwen e B &e
grean ulyn Chiaryaormpass revaraoli (220 Thes the amount of stable BF .5 or ®F -3 s net
comelaind wilk e ssmndasce of the comrrspondiag N4 & wes This is sk in ageemai
with the ibsence of comelsron Betwems codom wsape and 1RF sbundance | Supphemsnisl
Flguira 891 44 & whals fhite abew o it Be poal af dable BFa poaod ramalated otk @Y
abszdance axd sremply comfirms that they are oot just random degmdation prodec v

Ay mentioned shove asound B0% of Arabrapas IRF v wre mot RNA fragmemn rasdosshy
Iocalized il alomy the RN A molecale | Figure 2 mmobemental Figure 82 Hovever me
do nor share & verv specific size (Figurs 10 Both ouciear and chloroptastc (R €D of 19
dsd 20 ptavw the et ssodant bt deey ser oot ity ouly sy Coscermisg (RF-3T, theer s
s o renl eite specificty although pinshdml HF. 31 of 14 a1 appears bo be BUics move
abendapt thae the others The ¥ -5D orignating from e paclees-sscoded RN A and fom
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13 chicroplamic-mcoded IRNAS mpresent %% and ™9 of thew rewpective mal RF 5D
populsie. Ssnilarly. 8% md ~1% of the BF 3T population erigmabs from i & ouciesr
=l ¥ placidiad 88300 respactivels T e sogumces of thess moct shundast FF 1 wre presssted
ou Flgare BA Considermy te (e tha thes all demive B0 neaiuny RN A asd ibus slroady
contnin & (4% mvanmot o seim-imvarest sockeolides BF s do ool appeas 1O share sxlenRe
se{uance somaology Only wo plasndisl BF» o of e 28 7 wgquences presemed baps
wih a U, o wpecific fenee of ®iENAy md mos of them bave o G of heir § sxwemin
Srrikisgly bowsver Bt apob of lecalsation for the 3 summay of BF.5 and for the 3
exiramity of t1F-3T =oid (Flgura 3. These Dot spoos sppens to be similar bty cm mocles.
emcoded mud chioeoplamic TNAs Concenmg F-30, D sdmuckeciviic cesage of
BNA ocoars maisly sths @ &e Doop bet she mere mprisEgly m G Dstem
Comceming RF-5T, they are penemiod Shough clesv upes ocourmng mamby in fe 7 -dem wd
much lessm the T loop These date suae=st dat e Arabidonds endonuclsass 3 respoms e
fr B A cheevaps do mot ouby ot singlevirarded %A sagioms For sack RNA iacoeptar
there is 5o sioss specific sie of cleavige Raber, generally there s 8 cone of cleavage hos
gepeatieg & comples pomslatoe of IREs trom the mmes IRXA saguesce Tlus i3 dlasirted Sor
o fen RNAs m Flgure IC. These RFs are presast m lancei under normal cmdition of
growik We dem weadered wheker the populates of tRT s is tivese wpecific and whether this
pogulstion Muchiites mosr sress conditions

The reet tRF population quantita vy olTers brom Dwose of dler tismees

Tw mvestizete whether the populatum of Arabudopss tRFs fecsats deperding ma the trvime
or developmesinl duge considersd fowr wcBNA poblec bHbmnes R1 L3 S1 FI
mupplemental Table BT #om oot leav s seedimes axd Foe oy and alreads mentionsd in
(1) e amaby pod b dataile §oe abown on Flgers 3 oo supplamantsl Flgurs 83 wme
fluctuatiooy in e 1EF -0 populationt wese ciwerved wher compwing lowves, fiowen md
spedlings. Howerer more nomble dfTewnces vars fomad who comparng Sem v B o7
BN A Ebrary. Several (BF 9D ongiratisg Bob sicleus-smooded RNA are sithet down. (23
(Ae-AGCY) of up-reguluted (e g Atg-TOG Cve-GCA, Gly-TOC). No sipeificant fluctastion
wis osemad whem comparmp the @F 3T Swtikingh. fhichiations are abe e whes
amakezing the plestidial RFs ln particalir, SE 40 from Kia-GT6 md 80F-37 from Arg.
ACG e dimaply ssinbed = ot Ao ke chlossplastn. IRNA populeios i supeciad w be
loe it AFSDRIGDEE roots & comparad lor eusmple to green hisuss e reasom of sach
surickment in very specific plasidial BF « 4 mwiguisg
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V ariation of TRFS RO in BANS SLBATITIE to BTNt ST e

Loag 8/ & tFs of ghowt 5555 0t penerated river cler aze i the region of the assicodon
(maily 1BF- 14 ) weer ofien show B (0 be mduced b vanioes orgisims by o large panoply of
firewees (e g (30310 Howsver len dila exist conoernmg the popalation of strese-nduced
tRF-5D apd (RF-3T Tn order w0 pe= some insighn o8 thin geesnes = plunn. = ¢ Beoied oor
anah s oa Aratudaoes plaon abmifted W vancs sbiod: sesn

Firal, v comqaral meBNA Hrasea from voeng Arabviyms alaets radiated (TI7F LIT2
maipplemvintsl Table B or not (L1 L2, see shove with UV €. alrssidy knows fo mgpe &
SIS S TepOn st B plants (310 A+ showmn o Figune 4 ind suppheonental Figure 84 mosthy po
vanitioss e sbsrvad for RF 5D except for nucleas tRF 8 (O -00C and Val-AAC rwhich
are present m sgnificandly higher smonst i L™ -wess plasisy By coptrast severl pecific
(RF-3T of puclear bat a0 of dibooplashc enwin afe w-rembied & UV amadiared plasts
Thin i for isstesce the cowe for suclesr 1RF-3T (A CTG [eAAT TrpOCAL or for
plastidial BF- 3T cAug - TCT . PheGda ) Adl (BNA s are sl mbasiied 1o the sme incrssse of
sufonsclealyvhe desvage in parmcelar ot & lecel of the T-regom then supgestmp tat s
eo il the comssquence of & geneml RNL digmdaton pativvay Anodber possibibty 1 et
the imeseased pmous of spme AF v s due to en meregs i@ el dehiline mey e becwee
they ar smpnied in oomples aid proteced aais s Sepradition.

Second we sise >ensfit bom pablicly wvsilable mclt™A dovp requencing libmrie (soe sbo
11 e smlyze be BFs profiles of Arabedopas shoots mbmbtied 0 daowglit, cold smd =i
stressas (DL 1 Sal. supplemental information Table 51)  comapared o contro plants
iCe) gproon im the weme soditions Copsidering nucléas iBF« the expression paitems
obwrved wmder these different emvmonmental conditions are ool sgifianh dferen o e
pilterna abasrosd fof cortre] plars (mpplevantal Figues 881 When lookmg ot chlomonbadic
Py similer prefiles we alsc cbtained wik the cxception of BF 3D coiginsting fion
WNATWACE! whick w spmifioantly up-regalaved under dpepht copdinm. The reson of
this iherease # preseatly uiksosn Asa whols i sesms the i comtraid to losg BF A &e
regponn of Araledotg Sepon athots stress in beerz of predectos depmdetion of stort RE v
rathes low dud selyv e pmoust of some specific BUF & seem 0 be affectsd @ respense to IV
L]
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Amang the petential roles of RFs thew mplcation m e regulation of gene spression Wa
the clasical M A silmemg pathwars has already boen put forsard A& for v eral orpanisems,
the exstwnoe of plant (RF s associaied wilh 400 protens bee bosti obserosd (110 bul nud
detailed analviis grovided W focassl ohr nork ou ADO] and analeed the posilatics of
TRF & assnewtsd wirk thie protein ie voers eed fovers (Figues §, suppismental Figure 551
Pablic livmries from roots asd flowens (BRI R-AGOL F1and F-AGO1) were wod bore. The
first pemackabls podnt b el @e ot of RFs bighl ssacutad sk L0001 w died md
comesponls b ANA fragnesis de=ri-in g oot caly from peckens scoded tRNA 1 bt alio Aom
chioropietic-seooded tHNAS The scond smpormnt pols 0o e Bobed is TaT wELle 40 The tie]
sucBNA Eections, 1RF 5T e =ell represented, m particale m flow am, fie RF populams
presest in the RMA frachion: ssocuted wilh 4G0] i roots or flomers is mais by sschaively
comtitital b 1IBF D Th i the awve for oucles BF s bal alse for chlooplastic IRFs
Ameng them_ foer naclear RE-50 pre highb serched botk i oot and Bow e krg- ADG,
Ap€CT, A T0G Oly-TEC), (Figere 88 ahbosgh they me ot be most sbundam in
fonl mobti or flowen RNA fuciess By coptraat fee HRF-50D (Ale-AGE) found = high
amoust m flow ey or leg =t 13 p=ver fmnd associated with AGO] H the seme vem caly wa
chlcroplatic BF: e bghls renchal = 4601 mampeprecipimed BNA fractions of ropts.
of fow e They sotmspand 1o WF 5D | Agy-ACT el His-0T0) ad mepresen! abaul 305% of
the chioroplastic tRE s popaiatien emeciated with AGOL m‘}‘.ﬂu iRE v mosocinied
wilh AGOL we 19 o 20 6 lemg bel Belr wquesces de nel shabe suisisve sgusce
komalopy The idenirficition of AGO . ameciged BF 4 originating Fom chloreplestic (RYA
led us o address e guedics where thewe H1F o are geservied v i the plad cell

Toow kmow ledge, plamt ACH] kay nover been found within diloroplasts or mitochoudria wd
s mmiely ocalized s b crossl smd the nucleus Thes mineT e chiooplasac WFe found
wssociatel wih AGO] e penarabed withm e organelles snd cin ther sscape their sellalar
compariests i mack AGOT o tREs are panenated cubnide e orpaneliss and = Sat case it
s e BXA Ral e=sl W escige he aopsslles To dicnmusals betwem fhee wo
porublites. 2MA fuactons ereced from teal criosolic and bighl punfied calosoplusts
dnd misiendie w oo poepased (Fagers B8 ) ad Neitbe svpeEnmils oy gl o il
@ radaolabaledl chpmucisonds canplememtary o he ¥ smemiy of B2 chiowplstc
MNA" As shows on Figure 88, svither HF-90, por RF-9A o be detectad in &e
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chiorealestic RNA fraction, By covtraa hoth clusses of HRE s ane pressar & the ovosolic or
o]l meEN4 factoms As mitechondns comiain o chleroplest-fke ®ENA™ we o
wondeed whether Hee HF: omld ke penewisd within miechosdns, but o for
chloroplass. &= RNA fmpmenss « o sl detcied Our dow shiw B chlonopladic IRNA
meed b ewape ibe coganelles 1o e deaved cubade and paemite R & A similas qriabios oy
be sbe mpotheussd for poemnal micockondral ®Fs We alse wondered whathar
endorivonas lmss sothcites ible fo peaeats TRFs it in an Arabraboss faction To sawver
that qesstion e & o &0 00 v descaps asay For this papems 10 wing sl g
irmsscnipts corvespondicg o eider nnebtus-mcoded ENACHAGC) or e opasellsr
m'"{ﬁlﬂj'ﬂmf- o hom| crede AcEOOpEE protein swTaa, RNAY waw
sutrecsd fctomital o pelveerlamade g2ls and amalvead by Notheam blot | Fhgure 8C)
For sach SNA manswnipt @REF 410 and tREF 24 were pewrrwtid i the presence of the proteis
exfract while, in s absmee anby nechessel IRNA cesars o detedted. As a whole, our
duim wmpgest that both mclme-mosded amd chloroplaticesooded #3545 are likely dowed
by ver: simile sdonlrmoc s witkin the plant cell

Iz w plei cell there pw three compurmmesny with 54 the cvipsel, the chbeoplast aad &e
mitochondnon. Above we dGsmussad to detsils abost ®Fs engmmtisg Fon enhar oocess-
m-h“—lﬂmr.fit“iﬁﬁﬁhu—l*
(331 Firsd plant midebiobdng cosaein ke paite A Spirveed Idn e @ 00Cotdial
R%A pe=mes lm additin. o) they alse posses “cllovoplast-ike” BRXAs empressed fiom
chloroplastic peans nemied mbe the milochoednsl penome YA« tha are mosth identicel
w true chbaroplastic RNAs s i) they alw mpor oumerons mixlens-moaded #3500 0
crimpemeite thet lack of milochondema] MYA gesss Omisguently dudomg B arigmetng
from BRxAs ocalined izde mitechondna is problematic The ool T+ we can be confident
Wil ConcETE those derpnng from mes mecchondnal kA In dralvdopes they comeipand
o e 11 astino sciils. Anothe difficalty resides = the by samber of mads camesponiing
to -nateve” mitechosdris] RNAS in wcRNA deep saqumcisy Bwariss When we compand
the differani incB¥A Hbraris preparsd fram varom Arahidonsrs e s i Bowsrs that
the percevinge of “mtive’ miochondsm] tREs was the highes sod we frst shoous the 1
lrary 1o bouk for poisutisl eitelwsdsisl (RFs Whils @ e wapriny of misoclondisl
AL the v oumber of feedd vers ocalitted andomh sbmg WA Mol sas ST
exsmple ®F) deoriving from HNA'GET ) oo Pigurse TA snd T8) wgpewing ther these

10
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REA Eugments ramer comeponds o trus depradanion prodects | mors apecific and
recogmizable BT paterms were idembified for ofbens. Indeed IBF 7D and @ to d less exten,
WRF 3T from miochodial BNATVTTG) apd BNASTTT ) were reimiwved in s Hbmry
b sl b e BNA liveres from e cihe Avslioipss b (Fligures FA and 78
Farfermmnore, teess F & appais verr similer i sare dod @ e position of B2 chavags sl on
the comesponding TRNA malecale 1o whar we almady observed for mscles and chlonplamnc
tRFs (Flgures 2 and 7€) Altogerior fhese dath steongt sageest that o for chlonoplasts,
wary aperific RFs s prgmatmg from mitechond=l WY A4

DISCUSHON

Speif RA sedommcleoltic denvages 01 1he orign of nuclear 1BF & bave been reported
varions orgasisms, such as profozoans foept or mamoals bn Arabidops s cely very scasme
data on nuclenr 1BF s ase reported (11 15341 To provide 8 belphl support m decpbenimp &
pocantml miviss of vome of e REs it was fime eential © provids @ vireng we of dwm o
the scnnfic commsnitn Lo plann, R4 £e egrewed om thres Sfferes) genupes. &e
muckesr pashdial and miochosdniel opes Do @F s angsate from thess thres poguisnons of
RNA" Fere by enalvang m deplh the popalatem of ®Fs 5 md (RFs 3 fomd m various
Arghidopss tesess or anpars, oo flew idestified o major pool of seclear WF2D and tRF -
3T Ameoeg e mos stendant ®FsSD shesrvad pre Be foor (RFs (Al ADD. A-TCO,
A CET md Gl TOC) aleoady deseribed im (113 but dleo o fou sthen (Flgnire 4
Surikiegly @r populition o (RFs-3T esusllv eniginaies foom ol (RNA species (e Giz-
ﬂﬁMTHTﬂCMhﬂh‘hmtiﬂhﬂ-ﬂtﬂﬂﬁ.ﬂﬂu
is penemuied Fom the sse BN4 wpeces b oore (B Gle-TTC) Whetker @i i the resuli of
differmtinl clvaes of sach RNA soacospiir sither i the D amd of T- rewion and or
whehar # o dis ta Sifleennal wabilitiss of BRFa a0 RS fa pressnil mibnass The mla
plaved b ouclectide modificabons in protecting o faciliteing ERNA clevage b presesthy
BOENDT B = pasm DEr v aresdy e decnoed in lacteng or sulmrvotes (35 36 Cleavige
sites = mitere [RMNAG abe mathly fetriced o very pecific faes IFigum 38 and e
question w beder the wne ssdmucleaseis) b respotaible af he hogenesis of @LF -5 aed 1RF-
3§ remmuting 1o 5e sddrewsal i plant ded wore gepenally m vareuns orpamiems [ndesd. Ducer
wat shows o be wi the origin of wome @F -0 o 8F-IT in bumam 738} buf other wil]
mikiie b s arr bikely saguinnd (%) Haw the Towem couble-wmaded BNA
Fegion TepresmTs @ Bt ot of clawage this plaat (hes woule miso be pood candidite On
the & side clavupe roiber occurs iz e D-bop. s lkely mplving wmother rpe of
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endonucisans. S0 fir yeast Bavi o RNupe T1 was shown w cleave veast (RNAs i &
imtoodon loop (390 @ bether nbmuciemse of the phst PNase T2 familr (400 e able to
elome s marure XA in che D leop 0 0 guestion to e pdirened 0 the fruse

I wdidtiom s nmilair BFw 29% of ihe (RF pupulacion comresgeoeds 1o chiloroplastiy URF -9
and EF+3T This m in agesmeni wilh the pesmce of swmerous RFs dervisy fan
plastidial tRX A&y m Bromecs mage (170 Thes ®Fs are doe w clenoge s posinons very
siepilar @ hoss found for naclear v Fusthermore. Sev ave wof pepersied within &
orpanells foms mapling S chlmeplishr MY As ped fo mierac with the sslonorlsme
responsibls for thar chanvags outsde dhe orpizecle lmport of sucisus-enoodead #ENA Y @bo
arpapellss i pow lsrgelr decusssnd or g G40 1) but the oer way, 18 export of armasllar
ENA 30 e cviosd] e srver been demoniricsd w0 far There are potentully vwo ofher
= to eplen the preseace of chicoplamic tRNAs omside the apanslles First simomales
i bor stvomma fideid wmhuls: ) ae present o the seface of chloroplast (for o fevaes s (4230 11
i Beliecad that these Bighh dvamic srocroes can alles the evckampe of macemotesabes
bervem differes comparmiess aud this could be & way 1o imspat ENAs o &
chiorooless o & oviose] of 1o Eother comspariment of the pust coll The scond way to
deliver chloropleitic BN Ay ontsade the crganelle 15 chlorophagy (for 0 nevien see (433) For
enample Sunisg smewmes o gpon siress, the delivery of chilosoplists 1o v acwoles bas boen
reparied. Alse. chloroplist proteis cim be degradsd 8 e oSiguits protelsoms #'vem
(#4) and I8 is swv bo speculste hat the chavage of chleroglasic RNAs san oocur wa
ahlkna b aus-paseilar RNA Sopmadation paihns n

Slany (RFs nere reported 10 be midsced b o brpe vanel of stpesses @ mumy sdianvotes. ln
Argludcnss spon phospheie sarvation, w grogp of 19 af long RF 4D were shown o be
expressad ot high level (451 Upm oxidathe sress, there B ol wprenlitim o some
Aribddopas WFS4 (30) By comtrnal we shiny hars it wpos TV 8 irmdishios aale foa
tREw D sho= a higher level of expression o comparsd be controd plaes. @sd mostty no
differences were chemved whea plann wers wimmimad 1o drougkt cold o sah smesss I s
ridher saite @F 5T that g presamt af bigher fraqesncy Altopsthe it appears difftcull to
dryw 3 proenl xhese oo the Mucrustion of BF popalations i resposse o variauy abictic
sireseis. Do ik fechuations deserved onls reflsct deymdation of RN A to recycle sucleocide
ned phosphate muder stess condisons or do some AF: particepste = regmivten of very
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Our sesbvas 5o oaly confirmed on oee hand the sxisresce of dom nuchesr 1RF s iomlby tHF -
S0} bt aleo of chloroplestic tRF s (mainly o mabor RF 3305 associabed = ith ACOL md on
the other kel the complste shsence of smocabion with AL of ®Fs abundants fosnd =
isia ] sacBNA Braviioss, This stremghy suggess 84d. indesd. e RFs el ssockind u il
AGOl cas play dmpotant tole @ the regulaben of gése expreson v e EXNA siencng
paldrcwy and w he e of chloroplase ®Fs cm be key slemesn for rerograds wipEsimg
regalation Target g for AF-AGO] womples con be foumd bof it & evsmtial som to
walidess fhe cantidass Impertasily Fia sles diows Mat ey Hbsly net sl EBRNAs glay
simnilar fusctioes wikim the plant cell Ay m smemple, 9 - 50 onginmtizs fom nuclear or
chioreglastic TRNAS" ww ghesdsmt and their expression cap fisctmte bt ey are not
assoctbed = ih AGO1 Howsees they both stan with o serms of 4 O mndies @ owotif presen)
4 the extremine of buman W24 (Ala) and fousd essemiial for the memction with Be
sraslational slepcer VB @0 mbikit sanslatem 460 Whether thee By ed oirouingly
the plmdidial ones Bove vinulsr fanrtvon i plasts remping mo be established

A&y @ v hole several puclear bur alwr plasidid ®F s a2 g bem ven sl clussoeriosd
kere They provide a veny powerfe]l spport for ffher dedes deslizg with 1) &e
wentification of e mdmuclemses responsible for tRYNA shimg and boogemesiy of BF 3 md
i1 thie famenons o be atisheed {0 these tRF s ia plasts
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{m grey) erginating from eacn tRMA Iscacceptor (indicated using their respective antioooon: expressed
fham nuclear of plaitidial TRMA genes. Freqaencers are ghven per maads per millions of reads [RPR)
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Fgue 1. Sequences of the major tRFS orighneting from nucless-enceded or chioroplas-encoded tRkAs,
Al Nucleobide sequentes of the thMds from which the most abundant 1RF1 are org noting. The most
abwndant 1RFs are wnder grey background. hlame of tRlhs is given By e aming acil folicwed by ix
anticodon seguerds, (B bapoe stes of 1BNA cleavage leaging 1o the 1BEs population depicted ir (&) are
indicated by black ard griy artivwheads on the schamane ciovedesl structure of 5 TR (with the opfanl
iong vanable loop| B ack ard white arrow heads correspond to tHFS derwing from rucieus or chicroplast-
ercoded RNAs, Red arrowheads indicate cleavage sites of two mitochondrion encoded tRMAS presented in
Fgure 7. (€} Schematic represeniation of all the reads mappng specific 134s. The localization of each
nuclestide of 3 read is posioned along the corresponding tRNA sequence. Four sxamples are given, two
for nutieus-ercoded (M) tRNAs, two for chionoplast encoded (C) tRNAs. The results of twd independent
smCRMA libraries are grven in green and red respectively. For each tRMA, 8 histogram represeniing 3 soom of
the percentage of reads ending at each powtion & gven. Numbers above nucleshdes indicate ther
fespacthoe positian o0 the (3NA doverieal sirucluie stoording i the Classical nomeniclature.
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Figure 3. Fluctuation of the population of tRFs present in various tissues of A
thallana. The histograms show the frequency of tRF-5 and tRF-3 found in four
tissues of Srabidospis. The data are prov ded as examples for tRFs originating
from four nudews- (A} or chloroplast-encoded (B) tRNAs. Black, dark grey, pale
grey and white bars are for sncRMA libraries from roots, leaves, seadlings and

flowers respectively. The name of each tRMA is indicated by its anticoden
sequUence,
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Figure 4. Fluctuation of the population of tRFs in UV-stressed
Arabldospis leaves. The abundance of tRF-5 and tRF-3 among tRFs
agripinanng from & nucleus-encoded (A} or B chioropiast-encoded (B)
tRNAS In feaves from untreated contral plants (in black) and from UY-
stressed plants (in grey) are indicated. Histograms ase the mean values
af two indepeadent expariments for both UV stressed or conteol
Arobidopsis plants. Error bars are given. The name of each tENA s
indicated by its anhcodon sequence,
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Figure 5. Association of tRFs with AG01. The abuncance of tRF-53 (in bacs) and tRF-3 (in
greyv) amang tREs ariginating from nucleus-encoded (&) or chloroplast-encoded [B) tRMAS
in tatal sncAMAs from rooks (R) or Sowers [F) and from sncRMNAS from roots or flowers
Fssociated with AGOL (R-AGOL and F-AGO1) are given. As examples, the abundance of
tRF-5 deriving from 7 nucleus or chloroplast-encoded tRNAs are shown. In black: total
EMA from roots (R) or fiowers (F) and in grey: BNA from rgots (R-AGO1) or flowers (F

AGO1L] immuncprecipitated with AGDL1. The name of cach tRNA s indicated by it
prticodon wequence, |C) The sequence and the origin (name af tRNAL & giuen by its
pming acid followad by it anbicadon saguence) of the fmost associated tRE:-5 aszociated
with M301 are indicated. Thelr abundance {in percentage) in the AGCL associated tRFs
populatien & indicated
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Figure &, Organellar tRFs are not generated within organelles and endonuclease activities
able 1o generatle RF: are present in an Arebidopsis cylosolic prolein enzymiatic fraction,
(A} Scheme of the preparatiom of he difeent Acabidopsis “recions. (B) Hybricization of
nuclgws-ercoded IRNA™ and organellar-encoded IRRA™ probes o Northern Blots of Total
(T, Cyloacdic (Cy), Chloioplastic (P) and Bitochomdiial (M) smali RRA Thaions, (€] Binmelis
af i witro Ceavage assay of Cylosulic IRNA™ warscrigl in thie presence (+) or nat {-) of a
probein engyrmatic exract pegared lvam Arobdopss leaves. Alter incubation, BNAs weee
phengl estracled, Nactivnated on & 15% polyaciylamide gel, lransferred onto Hylond N
membrane #nd Inyboidiced against & probe complementsry o the 5 extremity of
Argbidapss cylosohic RNV, I = (RNA trenscript puot. & ANA ladder has been wsed o
evaluate the ske of the IRMNA fragments. *: additioral BNA Tragmenl gensated upon
incubaton with the Arelrdopsis prolein estiscl
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Figure /. Are tHs generated from mitochondrial tRMAS? (A) Histog am showing the ostribunon
of ThF- 50 and TRF- 3T originating from three mitochondrial specifc tRMAS. Freguency Is given in
peacks par midlbon of reads af specilic rdlechondt il orging The distribugton of mlocbondrial LRFs
from four different fissues: rools (Black], leaves [dark grey), se=dings ipale grey) and flowers
(white] has been analyeed, (B) Schemasic representaton of all the ieads mapgng the three
rtochonhdrial PRYAS per milion of reads in the Bbrary. The localizaton of each nuckeobde of 3
feadd s positioned along the comesponding RS sequence, The profiles oblained depending on
U wissae analyesd are fnpurple (seediings), green (edaves), pale blue frools), and red (flowers)
resgredfiwely, IC) Nucleotide sequences af The two mitochondrial R Foorm wiich the most
abundant  mitochondrial WBFs are originating. The musl abundant BRF e under ey
brau kg o, Marme of 13 5 goven by Bs amdir sold bollowsed by By articoden seguence.
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Suppbementsl Flgure $3. Dutribulion of the tAFL arginspng from Auwlew-encoded and
chicraplast-encoded thhds tound in various Arabidops’s Wsues. The results are presented using
two torms, histograms and color code. The histagrams shows the distribugion ot $17-50 and
RF-3T ongnajing fram either puclew-encoded (&) of chioroplast-ercoded (B} TRMNAs
{represented by their respectivé anjicodon seguences) Fréeguenciss are gven per feads per
millions ¢f reads [RPM) corresponding 19 the same class of tRF [i.e TRF-50 or tRF-3T), The
fssues analyred are roors (black), leaves (dark grey), seadlings (pale grey) atd flowers (white),
The color code is the Foligwing: red (for the most sbundant tRFs ], whitelaverags level] o green
{the less sbundant TRFs)
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Supplermertal Figure 54: Distribution of the RF orginating Fom Pedews-encoded and
cHoroplast-encpced tAMAs fowrd in drpbidopsis plants iradated or not with UVC The
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Frequencies are given per reads per miliors of reads (FPM) coresponding to the same dass of
tRF {.&. tRF-5 or 1RF-3) Untreated placts are i black, and UY-C wradated ones in grey. Mean
vilugd of 1w independent Eaperimsenty bfe gein for both cisrdhons. Error Bars are pressnted

197



160 4 TRE-5E

- = - % - P
g3 B ELE S EEEEF Iy E ST R 2BEES S 5810 s AT EY S
T T . = : - - - R o o E = - = & of
L
tRF-3
LiFiT
I
SRR oy o B = T [
- - - - ot A | z =  a = o i &
N O i - = i} R RS EERE 5 1 B 3 -
N0
FHr -l
B 4
SO
HIDIC
P ¥ L 1o & TR T g T £ LAY Mk TAE TR e AT A 4 L vl L £ LR a1
--.'r
T
T tHE- AT
30
chuies
£
-
i - . r i =
.\,1}"".-\. .:'ﬂ:' e F o o A A _;3" _1".'- '-:"._-'.\_1
= o 1 i

Suppbermental Flgure 5% Distribution of the thF: orginaling from nucleus-encoded and
chlroplast-encodem  TRMNLs found in Arabiciopas planl submitbed of ot 10 varioan S05C
siresses, The histograms show the distribugon of (RF-50 and fF-3T originating from eithe
nuclews-encoded (&) or chloroplast-ercoded (B) tRMAs (represented by their respective
anpoodor sequences), Freguendes are given per reads per millions of reads (RPM)
comesponding o the same class of #F (e ®F-50 or tRF-37), Black: mock plants, dark grey:
plants sicbrrified 10 droughl. pale grayv: plants wibmitied o codd, white: plants suamilbied to salt
stress,

198



.13

&
‘ ‘ | roots

.' r e
AR
e roots
PR

S ETESSErUCEiiSFfCSsI0s 0 cCETt
| UEN ]
L flo ers
foilioa il
Y By oEHEPEFEES a3 ecs PO
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2 - Biogenese des tRFs

Comme décrit dans la revue présentée dans l'introduction, il semble peu
probable que les deux voies de dégradation des tRNA caractérisées chez S.
cerevisiae soient responsables de la biogenese des tRFs chez les eucaryotes et
plus spécifiquement chez les plantes. Par contre chez certains organismes, des
endonucléases ont pu étre associées a la genése des tRFs. Tres briévement, pour
rappel, chez 'homme, une RNase de type A I'angiogénine et la RNase III DICER
peuvent cliver des tRNA dans la boucle de I'anticodon et dans la boucle D
respectivement (Cole et al, 2009; Fu et al, 2009). Chez S. cerevisiae il a été
montré qu'une RNase de type T2, RNY1, clive les tRNA dans la boucle de
I'anticodon (Luhtala and Parker, 2012). De méme, chez T. thermophila, 3
endonucléases de type T2, Rnt2A, B et C, sont capables de cliver les tRNA dans
I'anticodon.

En I'absence d’information dans le monde végétal nous avons, dans un
premier temps, recherché si des endonucléases homologues a ces différentes
enzymes, c'est-a-dire, a DICER, l'angiogénine et Rnt2, pouvaient é&tre
responsables de la genese des tRFs chez A. thaliana. Nous avons donc, d'une part,
étudié des mutants KO (Knock Out) pour les protéines DICER et d’autres part
recherché des homologues aux RNases T2 et a I'angiogénine afin d’étudier leurs

activités sur les tRNA in vitro.

2.1 - Etude de lignées mutantes dcl et rdr d’A. thaliana

La protéine DICER humaine est une RNase de type III intervenant dans
I'interférence ARN. Elle possede 4 homologues chez A. thaliana nommés DCL
(Dicer-like) et numérotés de 1 a 4 (DCL1-4), (Gasciolli et al., 2005). DCL1 produit
principalement des petits ARN de 21 nt alors que les produits de DCL2, DCL3 et
DCL4 sont respectivement de 22, 24 et 21 nt. DCL1 intervient dans la biogenese
des miRNA, alors que les trois autres enzymes sont impliquées dans d’autres
voies de petits ARN (cf. Introduction - 2.2.3). Les activités de ces enzymes sont
partiellement redondantes. La lignée KO dcll d'Arabidopsis est létale et

uniquement des mutants dcll hypomorphes sont disponibles. Cependant, le

201



THM A 4 Dol

tRF S0
c - ’ $
H . §
| &
; 1
g X
E - i) v & g
CCLCAYA II'E Cugror ,p.h
Eﬁﬁﬁﬁ.;u GLE6G, T
& g6t M
EAE E iL"
¢ §
ELI 1] :
;.I‘lﬂ_l:l- UHL.G

Fooe U7 Les enzymes de la voie de I'interférence ARN ne semblent pas impliguées dans
la genése des tRFs chez les plantes : A et B, coloration au BET d'un gel de palyacrylamide
15% dans leguel ont ete deposés 10ug de pents ARN de fleurs issues de 3 plantes
irdépendantes pour chacune des 3 lignees testées. La premiere ligrée est sauvage (col0), la
deuriéme lignée est KO pour les protéines RDRS et 12, ‘a trodsieme est KO pour DCLE 3 et
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triple mutant KO dcl2 dcl3 dcl4 (dcl2/3/4) est viable (Xie et al., 2004). Aucun
clivage de tRNA par une de ces enzymes n’a été rapporté a ce jour.

La lignée triple KO dcl2/3/4 est disponible a l'institut et nous a été fournie
par Patrice Dunoyer (IBMP). Dans un premier temps, nous avons donc étudié ce
triple mutant afin de savoir si ces enzymes étaient responsables du clivage des
tRNA en particulier au niveau des régions D ou T. Pour cela nous avons analysé
par northern blot trois extraits indépendants d’ARN provenant de fleurs de la
lignée triple KO a l'aide de deux sondes: l'une spécifique de I'extrémité 5’ du
tRNAAR(AGO  cytosolique, l'autre spécifique de l'extrémité 5 du tRNAHis(GUG)
chloroplastique d’A. thaliana. Comme le montre les figures 17A et 17B, il n’existe
aucune différence significative entre la lignée sauvage col0 et la lignée mutante
dcl2/3/4 quant a la quantité de petits ARN d’environ 20 nt dérivant soit du
tRNAAR(AGS), soit du tRNAHiS(GUG),

Ces résultats suggerent que les protéines DICER ne sont pas a 'origine du
clivage des tRNA chez A. thaliana, nous avons décidé de ne pas étendre notre
étude aux lignées hypomorphes dcl1.

Toutefois, nous nous sommes intéressés a une autre lignée mutante pour
le gene rdr6 d’A. thaliana (lignée KO rdr6-12) qui code pour la RNA polymérase
RNA dépendante RDR6 responsable du processus d’amplification des siRNA chez
les plantes (cf. Introduction - 2.2.3). Comme le montre la figure 6 de
I'introduction cette protéine occupe une fonction clé dans la synthese des
différents siRNA et si son absence provoque une diminution en tRFs cela nous
encouragerait a poursuivre dans I’étude des enzymes de cette voie de biogeneése.
Cette lignée KO rdr6-12 nous a également été fournie par P. Dunoyer a partir
d’'une étude de Peragine et al. (Peragine et al., 2004). Comme ci-dessus, trois
extraits indépendants d’ARN de fleurs ont été analysés par northern blot avec les
mémes sondes et aucune différence quant a la quantité de tRFs dérivant du
tRNAAIR(AGC) ou du tRNAHIS(GUG) n’a été observée (figure 17).

Seuls les tRFs de deux tRNA, I'un d’origine cytosolique, 'autre d’origine
plastidial ont été analysés au cours de cette étude. Toutefois les résultats obtenus
suggerent fortement que les enzymes impliquées dans la voie de I'interférence
ARN chez les plantes supérieures ne sont pas responsables du clivage des tRNA

pour générer des tRF, du moins ceux dérivant d’un clivage dans la région D des
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Fgooe 18 Recherche d'homologues de RNYL de levure chez A. thaligna : A, hste des 5
premigres sequences possédant le plus d’homologe avec RNY1 [(02933.1) obtenves & 'aide
du lagiciel Blast? disponible sur TAIR {hatp/ fwww arabidopsis.org/Blastfindex jsp). La colonne
“s¢ore” indigue 'homologie entre chague protéine et RNY1 |plus '@ “score” est elevé plus
I'nomologie est fortel La colonne E-value indigue les oifferences entre chague proléine et
RNY1 (plus |3 "e-value” est faible plus 'omciogie est forte”™). La colonne PM indigue & poids
mobécudairs (e kDa) des protéines dérouvertes B, taus d'homologie [en %) des différentes
BNS pntre slles ou aver BNY] C, alipnement des BES suec BNYL réalisé & Maide du programmes
ClustalW dans le logiciel Macvector®. Le peptide signal est encaded en veit, le site de clivage
de ce signal est symbolsé par une double fléeche verte, les sites acti's de fa protéine sonk
encadres an rouge, les I résidus hisbidines essertiels 3 Pactivité sont én rouge wil. Les 2
cysteines essenncles a la structure (rdimensionnelie sont mdiguées par 2 fleches rouges. La
stguehcn approsemative des sites BL et B2 sont affichdes en wioket
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tRNA. Notre recherche de protéines candidates s’est alors focalisée sur

'existence potentielle d’homologues de 'angiogénine ou de RNase de type T2.

2.2 - ldentification in silico d’homologues de rnyl de S.

cerevisiae chez A. thaliana

Dans un deuxieme temps, nous avons utilisé une approche in silico pour
rechercher des homologues soit de I'angiogénine humaine soit de Rny1 de S.

cerevisiae.  Larecherche al'aide du programme d’alignement Blast (disponible

sur TAIR: http://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp) a partir de la séquence
protéique de l'angiogénine, la RNase de type A capable de cliver les tRNA au
niveau de la boucle de I'anticodon chez les mammiferes (Yamasaki et al., 2009),
n’a abouti a l'identification d’aucun gene codant pour une protéine homologue
sur le génome nucléaire d’Arabidopsis. 1l est a noter qu’un résultat similaire a été
obtenu chez T. thermophila (Andersen and Collins, 2011).

A Tinverse, l'utilisation de la séquence protéique de Rnyl, la RNase de
type T2 clivant également les tRNA au niveau de l'anticodon chez S. cerevisiae
(Thompson and Parker, 2009a), a permis d’identifier 5 protéines candidates chez
A. thaliana (figure 18A). Ces cinq protéines ont été nommées RNS1-5. Au niveau
de leur séquence primaire, ces RNS ne possedent qu’environ 20% d’identité de
séquence avec RNY1 (figure 18B). Elles possedent par contre une structure
tridimensionnelle tres proche (figure 19A). Alors que RNY1 a une taille de 50
kDa, les RNS d’A. thaliana ont des tailles qui varient entre 25 et 29 kDa. Cette
différence de taille est liée entre autre a la présence d’'une grande extension en C-
terminal chez RNY1 de levure. Toutes ces protéines possedent un peptide signal

d’adressage au réticulum endoplasmique en N-terminal (figure 18C).

2.3 - Caractéristiques des RNases T2

Les RNases T2 ont été identifiées pour la premiere fois chez le
champignon Aspergillus oryzae (Noguchi 1924). Depuis lors, il a été montré
qu’elles étaient présentes chez pratiquement tous les groupes d’organismes

vivants parmi lesquels les virus, les champignons, les plantes et les animaux
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fgure 19 - Schéma de la structure globale des RNase T2 : A, diagramme
iopologique montrant les différents dléments de structures présent chel les RNate
T2, Les ééments conserwis chez toures les RMase T2 sont symbalisés en pouge
(feuiliers B, fliches) ot e violet (hélices o, rectangies). Les Béments conserves
parfieliermart sont symoolisés on bleu, ot it Meéments non conserws sant affichaet
eni gris (figure 4" apres Macintosh 2t al. 2011). B, schémas de la structure 30 de @
Rilase LE de womate [Lycopersicon esculentum, FOB 1D . 1DIK) (Tanaka et al., 2000).
Le code couleu uiilsd est le méme gu'en A (figure iswee de Macintosh et al, 2011)



(Hillwig et al, 2011; Irie, 1999; MacIlntosh et al, 2010) mais pas les
archéobactéries (Condon and Putzer, 2002). Cette famille de protéines est
particulierement conservée chez les eucaryotes (Garcia-Silva et al, 2010;
MacIntosh, 2011). Alors que certaines sont sécrétées, d’autres sont localisées
dans la cellule au niveau de la vacuole ou du lysosome (e.g RNY1 de S. cerevisiae,
RNase T2 Humaine et de Danio rerio) (Campomenosi et al., 2006; Haud et al.,
2011; Thompson and Parker, 2009).

Ces endonucléases ont un poids moléculaire qui varie entre 20 et 50kDa
(Deshpande and Shankar, 2002). Elles portent généralement des modifications
post-traductionnelles comme des N et/ou O glycosylations (Oxley et al.,, 1996;
Parry et al, 1998), de plus ces RNases sont inductibles par des blessures
(Kawano et al, 2002, 2006). La structure tridimensionnelle de RNase T2 de
différents organismes dont plusieurs plantes, comme Nicotiana alata, Pyrus
pyrifolia (Ida et al., 2001; Matsuura et al., 2001), Lycopersicon esculentum (RNase
LE) (Tanaka et al., 2000), Momordica charantia (RNase MC1) (Nakagawa et al,,
1999) et Nicotiana glutinosa (RNase NW et NT) a été obtenue par
cristallographie. Une structure consensus a ainsi pu étre établie pour les RNases
T2 de bactéries, champignons et plantes (figure 19A) (MacIntosh, 2011). Celle-ci
se décompose en deux séries de deux feuillets {3 anti-paralléles (1, 2, et 4, 5) suivi
de deux petits feuillets 3 (3 et 7) antiparalleles ainsi que 3 hélices a tres
conservées (B, C et D) (figure 19A). Il existe une hélice a moins bien préservée («
F, ou 9 selon les nomenclatures), et d’autres absolument pas (a 1, 2, 3, 4, A, 8 et
E). Ces RNases T2 possedent plusieurs résidus cystéine (en nombre variable)
formant des ponts disulfures a divers endroits de la protéine (figure 18C). Ceux-
ci la maintiennent en conformation active. Deux de ces ponts disulfures sont tres
conservés chez toutes les RNases T2 (Irie, 1999) tandis que deux autres le sont
moins chez les plantes et les animaux (MacIntosh, 2011).

Les RNases T2 catalysent le clivage d’ARN simple brin via la formation
d’'un intermédiaire 2’-3’ phosphate cyclique a I'extrémité 3’ (figure 20). Elles
clivent les ARN simple brin en libérant une extrémité 5’OH et 3’P. Leur pH
optimum se situe entre 4 et 5,5 (Deshpande and Shankar, 2002; Irie, 1999;
Luhtala and Parker, 2012). Le mécanisme d’action des RNases T2 a

majoritairement été étudié chez les champignons. On estime cependant que
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Figure 20 : Premiére étape du clivage des ARN par les RNase T2: A, Lors de la
premiére étape I'His 46 agit comme un acide et I’'His 109 comme une base. L'His 109
va ainsi capturer 'atome d’hydrogéne en position 2’ du ribose en amont du site de
clivage. B, Ceci permettra |'attaque acide de I'histidine 46 sur le groupement
phosphate libérant ainsi une extrémité 3’-P cyclique et une autre 5-OH. La
deuxiéme étape de cette catalyse (non représentée) consistera en la conversion de
I’extrémité 3’-P cyclique en 3’-P (figure d’apreés Irie et al. 1999).



celui-ci est similaire chez toutes les espéces dans la mesure ou les sites actifs de
ces enzymes sont tres conserves. Deux résidus histidine sont tres importants
pour l'activité catalytique de ces RNases, les His 46 et 109 (selon la numérotation
de la RNase Rh, une des RNase T2 les plus étudiées a ce jour appartenant au
champignon Rhizopus niveus) (Kawata et al., 1990; MacIntosh, 2011; Parry et al,,
1997). Ces 2 histidines sont présentes dans 2 sites actifs (CAS: “Conserved
catalytic Sites“), CAS I et CAS II dont les séquences sont respectivement les
suivantes : F/WTL/IHGLWP et FWXHEWXKHGTC (Irie, 1999). Ces deux sites
catalytiques ainsi que les résidus histidines sont présents chez les RNS d’A.
thaliana (figure 18C). Le processus de clivage se découpe en deux étapes. La
premiere consiste au clivage de la liaison phosphodiester via la formation
transitoire d'une extrémité 3’-P cyclique qui sera convertie en 3’-P lors de la
seconde étape (figure 20, seule la premiere étape est représentée). Tout d’abord,
I'His 109 va agir comme une base afin de capter I'atome d’hydrogene se situant
dans le groupement 2’-OH. Ceci générera un intermédiaire 2’-3’ phosphate

cyclique (figure 20A). Cependant, I'histidine 46, dont le pK, est plus élevé que

celui de I'His 109, va agir comme un acide sur I'extrémité 5’-O du nucléotide en
aval du site de clivage pour lui donner un proton et ainsi cliver I’ARN (figure
20B) (Kawata et al.,, 1990; Ohgi et al., 1992). Puis, au cours de la deuxiéme étape
(non représentée sur le schéma), le réle des 2 histidines est inversé, I'histidine
46 agit donc comme une base et I'histidine 109 comme un acide. L’histidine non-
protonée va alors activer une molécule d’eau et former un groupement OH- qui
va attaquer la liaison en 2’ du phosphate cyclique tandis qu'un proton sera donné
par l'histidine 109 qui agira comme un acide. Ceci établira alors une extrémité 5’-
OH et 3’-P de part et d’autre du site de clivage. Deux autres sites actifs B1 et B2
ont été identifiés. Chacun d’eux correspond a une poche hydrophobe, dans
laquelle va se fixer chacune des extrémités de la liaison phosphodiester clivée.
Ces deux poches participent ainsi a l'interaction entre le substrat et la RNase
T2. Chez les plantes, les résidus tryptophane et tyrosine du site B1 sont tres
conservés (Kawano et al., 2002, 2006; Tanaka et al., 2000), et ils sont a I'origine
de I'interaction entre ’ARN et la protéine (MacIntosh, 2011).

Les RNases T2 n’ont pas de spécificité de clivage. Toutefois une

préférence pour certains nucléotides a pu étre observée en fonction de
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Figure 21 : Nombre de génes de RNase T2 chez diverses plantes et algues.




I'endonucléase considérée (pour une revue: Deshpande and Shankar, 2002).
Ainsi, par exemple, la RNase Rh clive préférentiellement apres une adénine. Les
RNases LE et NW, quant a elle, coupent apres une guanine, tandis que les RNases
MC1 et CL1 le font apreés une uridine (Maclntosh, 2011). D’autres en revanche
n‘ont montré aucune préférence (e.g. la RNase NT) (Maclntosh, 2011). Il est
intéressant de noter que la RNase LE de tomate, dont la position 51 est occupée
par un résidu asparagine, clive préférentiellement aprés une guanine, or la
mutation de cet asparagine pour un résidu aspartique entraine un changement
dans la préférence de clivage pour une uridine (MacIntosh, 2011).

L’analyse phylogénétique des RNases T2 de plantes et d’animaux a
montré que le nombre de génes codants pour ces protéines est plus élevé chez
les plantes (Maclntosh et al, 2010). Alors que la plupart des animaux n’ont
conservé qu’'un gene codant pour une RNase T2, on dénombre par exemple huit
genes codants pour une RNase T2 chez le riz (Hillwig et al,, 2011; Maclntosh,
2011) et 5 chez Arabidopsis (voir aussi tableau 21). Chez les plantes, on distingue
3 classes de RNase T2 (figure 22) (Igic and Kohn, 2001; Maclntosh et al., 2010;
Roalson and McCubbin, 2003; Steinbachs and Holsinger, 2002). Les RNases T2 de
classe I sont spécifiques de certains tissus et leur production est généralement
régulée par des stress (Zhang et al.,, 2000). Les genes de classe III sont dérivés de
genes de classe L. IIs jouent généralement un réle dans la floraison (Maclntosh et
al, 2010; Roalson and McCubbin, 2003; Steinbachs and Holsinger, 2002).
Contrairement aux RNases T2 des classes I et I1], les endonucléases de classe 11
semblent avoir conservé des caractéristiques ancestrales. Il n’existe qu'un gene
de classe II par génome végétal, et ce dernier est exprimé constitutivement
suggérant un réle essentiel pour la cellule (Kothke and Kéck, 2011; MacIntosh et
al,, 2010). Chez A. thaliana RNS 1, 3, 4 et 5 sont des RNases T2 de classe I, RNS 2,
quant a elle, appartient a la classe II (Nowak et al., 2011).

Ces données font écho a I’étude phylogénétique menée récemment par C.
Megel doctorant dans I'équipe qui met plus en évidence les différents groupes de
RNS qui ne correspondent pas forcément aux grandes classes connues de RNases
T2. L’arbre phylogénétique dégagé de cette étude (figure 22) permet de
distinguer 4 grands groupes de RNS (RNS1, RNS2, RNS3 et RNS4/5). Ces groupes

sont relativement distincts les uns des autres, cependant RNS2 est plus éloigné
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phylogénétiquement des 3 autres groupes. Les RNases T2 de S. cerevisiae et T.
thermophila sont par contre phylogénétiquement plus proche du groupe RNS2. 11
est difficile de déterminer a quel groupe appartiennent les RNS de bryophyte (e.g
Physcomitrella patens) ou de lycophyte (e.g Selaginella moellendorffii).

2.4 - Données bibliographiques des RNS d’A. thaliana

Les données de la littérature concernant la famille des RNS d’A. thaliana
restent encore tres parcellaires. Trois d’entres elles ont été partiellement
caractérisées, RNS 1, 2 et 3, il y a maintenant une vingtaine d’années. Les
recherches de I'’équipe de Pamela J. Green ont ainsi permis de montrer que RNS1
était excrétée dans le milieu de culture d’une lignée de cellules d’Arabidopsis
thaliana T87-C33 in vitro, tandis que RNS2 était séquestrée dans la cellule
(Bariola et al, 1999). RNS2 est localisée dans les vacuoles ou le réticulum
endoplasmique ainsi que les vésicules qui en dérivent (Hillwig et al, 2011).
L’étude de banques de cDNA a permis de déterminer que toutes ces protéines
étaient ubiquitaires (Taylor and Green, 1991; Taylor et al., 1993). RNS2 semble
toutefois la plus exprimée (Taylor and Green, 1991). Il y existe cependant une
prévalence de l'une ou l'autre dans certains tissus, RNS1 est ainsi abondante
dans les fleurs (Bariola et al., 1994; Taylor et al., 1993), tandis que RNS3 est
plutot exprimée dans les tiges, les racines et les fleurs. Toutefois, I'expression de
ces RNS n’a pas a I'époque été analysée sur tous les organes de la plante. Ainsi,
les données de microarrays disponibles sur Genevestigator

(https://genevestigator.com/gv/plant.jsp) ou BAR

(http://bar.utoronto.ca/welcome.htm) montrent que RNS1 est particulierement

présente dans les fleurs, les siliques et les graines matures. RNS2 est quant a elle
exprimée a faible niveau dans tout I'organisme et en grande quantité dans le
pollen tandis que RNS3 est tres abondante dans les pétales, le pollen et, dans une
moindre mesure, dans les graines. Enfin RNS 4 et 5 sont, semble t'il, produites
dans les racines et '’hypocotyle (figure 23).

Il a aussi été montré que ces 3 protéines étaient surexprimées lors de la
sénescence cellulaire et lors d’'un stress nutritionnel lié a une carence en

phosphate (Bariola et al., 1994, 1999; Taylor et al., 1993). L’hypothése est que
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ces endonucléases dégradent les ARN stables de la cellule (rRNA, tRNA) afin de
relarguer du phosphate pour compenser la carence. D’apres les travaux de
Hillwig et collaborateurs, il semble que les rRNA soient I'un des substrats de
RNS2 (Hillwig et al., 2011). Par ailleurs il a été montré que I'inhibition de RNS1
entrainait une augmentation de la production d’anthocyanine. Or, il est bien
connu que la carence en phosphate entraine une augmentation en anthocyanine
chez Arabidopsis (Trull et al., 1997). 1l a ainsi été proposé que RNS1 et 2 étaient
partie prenante du systeme de secours utilisé lors de ce stress, en servant
notamment au recyclage du phosphate a partir d’ARN. Ces taux d’anthocyanine
élevés sont ainsi le symptome de plantes incapables de recycler le phosphate car
elles n'ont plus les enzymes requises pour l'extraire des ARN (Bariola et al,,
1999). 1l a aussi été montré que RNS1 est reliée a la signalisation des blessures

via une voie indépendante de I'acide jasmonique (Hillwig et al., 2008).

2.5 - Clonage des cDNA codant pour les RNS

Afin de déterminer si parmi les RNS d’A. thaliana identifiés par I'approche
in silico une ou plusieurs de ces protéines sont capables de cliver les tRNA de
plantes, nous avons choisi 'approche suivante : cloner les cDNA correspondants,
exprimer les protéines chez E. coli et tester leur capacité a cliver les transcrits. A
partir d’'amorces spécifiques (voir Matériel et méthodes - 1.2.1) pour chacune
des RNS d’A. thaliana, les cDNA codant pour les RNS a I'exception de RNS5, ont
été amplifiés par PCR (résultats non montrés). Ceci peut s’expliquer par le fait
que le géne de RNS5 (At1g14220) ne posséde pas d’EST dans les banques de
données d’A. thaliana et qu’il succede directement au gene codant pour RNS4
(At1g14210) dans le génome. Ceci suggére que RNS4 et RNS5 sont des
paralogues issus d'un événement de duplication. RNS5 pourrait correspondre a
un pseudogene, toutefois d’apres les données de microarrays disponibles sur
BAR, RNS5 serait exprimée préférentiellement dans les racines. En absence
d’information supplémentaire et du fait du clonage infructueux du cDNA codant
pour RNS5, nous avons pour 'instant concentré nos efforts sur les quatre autres

RNS.
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2.6 — Production des RNS chez E. coli

Les RNS1-4 ont été clonées par la technologie Gateway dans le vecteur
d’expression bactérien pHGWA (figure 24A). Ces plasmides recombinants sont
maintenus dans la souche bactérienne TOP10F qui ne permet pas la production
de protéines recombinantes, évitant ainsi le probléme de leur toxicité. Les
plasmides recombinants ont été vérifiés par séquencage puis utilisés pour
transformer des bactéries BL21, permettant la production de protéines
recombinantes sous controle du promoteur T7 apres induction a I'lPTG. Apres 3
heures d’induction, les protéines provenant des cultures bactériennes ont été
fractionnées sur gel de polyacrylamide et apres coloration au bleu de Coomassie,
seule une tres faible bande supplémentaire, a la taille attendue (environ 25 kDa)
a été observée pour la construction RNS2 (non montré). Ces mémes extraits
protéiques ont ensuite été analysés par western blot a I'aide d'un anticorps
dirigé contre le tag Histidine présent a I'extrémité N-terminal de chacune des
RNS produite. Comme le montre la figure 24B, apres induction a I'IPTG, les
quatre RNS ont pu étre détectées. Nous avons donc tenté de les purifier en
condition native sur colonne d’affinité au nickel, mais nos résultats ont été
infructueux du fait, soit de la quantité insuffisante de RNS exprimée, soit de leur
agrégation rendant inaccessible le tag Histidine.

A cause du trés faible rendement d’expression, la question de la toxicité
des RNS pour les bactéries se posait. En effet, cette toxicité pouvait provenir de
plusieurs facteurs non exclusifs. En premier lieu, I'activité endonucléasique de
ces RNS sur les ARN bactériens pouvait entrainer leur dégradation et en
conséquence l'arrét de la traduction. De fait, comme le montre la figure 24C,
I'expression des RNS, méme en faible quantité, entraine une dégradation
importante des tRNA dans les extraits bactériens correspondants. De plus, il faut
se rappeler que les RNS possedent en N-terminal un peptide signal susceptible
de s’ancrer dans les membranes bactériennes, pouvant provoquer ainsi une
déstabilisation membranaire toxique pour les bactéries. Comme nous le verrons
plus loin, des souches bactériennes exprimant des RNS mutantes dépourvues
d’activité catalytique sont également toxiques pour les bactéries, suggérant
effectivement que le peptide signal soit toxique. Ceci a été confirmé par le fait

que des bactéries transformées avec des constructions RNS délétées de leur
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peptide signal exprimaient tres fortement les endonucléases mais celles-ci
avaient tendance a former des corps d’inclusions. Ce travail a été réalisé a
Strasbourg durant la période ou j'étais en Australie. Il a ainsi été possible de
purifier les RNS1 a 4 sur colonne de nickel et en condition dénaturante afin de
produire les quantités de protéines requise pour la préparation d’anticorps

spécifique contre les RNS (société Covalab).

2.7 - Activité de clivage des RNS recombinantes sur des

tRNA transcrits in vitro

L’expression bactérienne des RNS de plantes ne permettant pas
d’envisager leur purification en conditions natives, une solution alternative a été
mise en place pour tester leur activité de clivage. Pour ce faire, nous nous
sommes demandé s'’il était possible de faire des tests de clivage de tRNA avec des
extraits bactériens bruts provenant des souches d’E. coli BL21 contenant les
plasmides recombinants et exprimant, méme faiblement, les RNS. Pour réaliser
ces tests de clivage, nous avons choisi comme substrat le transcrit du tRNAAla
cytosolique de plante. Ce transcrit a été choisi car les tRFs d’une vingtaine de
nucléotides correspondant a ce tRNA ont été trouvés en grande quantité dans les
extraits d’A. thaliana et le clone permettant sa synthese in vitro était disponible

au laboratoire (voir Matériel et Méthodes - 1.2.1).
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Des expériences de clivage ont ainsi été faites et, comme le montre la
figure 254, les extraits protéiques bactériens exprimant, les protéines RNS2 et 4
ne sont pas capables de cliver le tRNAAl2, RNS2 connu jusqu’a présent pour son
role dans le clivage et la dégradation des rRNA (Hillwig et al., 2011) ne semble
donc pas capable de cliver les tRNA, il en va de méme pour RNS4. En revanche,
les extraits bactériens exprimant RNS1 et RNS3 génerent des tRF-5A et des tRF-
5D mais dans des proportions différentes (Figure 25A). En effet, RNS1 clive
majoritairement le tRNAA2 au niveau de la boucle de l'anticodon et tres
faiblement au niveau de la région D, alors que RNS3 coupe trés efficacement tant
dans la boucle de I'anticodon que dans la boucle D. De plus, aucun clivage n’a été
observé en I'absence d’extrait protéique bactérien n’exprimant pas la protéine.
Des résultats similaires ont été obtenus avec un tRNAHis plastidial transcrit in
vitro (donnée non-montrée).

En résumé, concernant RNS2 et RNS4, aucune activité de clivage n’est
visible, malgré plusieurs essais, mais nous ne pouvons exclure une perte de cette
activité lors de leur expression en systeme bactérien. Par contre, nos résultats
montrent que RNS1 et RNS3 sont les deux premieres endonucléases de type T2
pouvant cliver des tRNA au niveau de la région D. Elles semblent avoir
phylogénétiquement divergé des RNases T2 capables de cliver les tRNA
uniquement au niveau de l'anticodon chez S. cerevisiae et T. thermophila,
enzymes qui semblent plus proches de RNS2 d’apres 'arbre phylogénétique
(figure 22). Par ailleurs, nous ne savons pas actuellement si les tRF-5D sont
générés directement a partir du transcrit mature et/ou s’ils sont générés apres
clivage dans la boucle de I'anticodon (figure 25B). Des expériences
complémentaires a partir de transcrits de tRNA tronqués permettront de
répondre a cette question. Enfin les clivages obtenus in vitro au niveau de la
région de I'anticodon ou de la boucle D correlent également avec les données in
vivo provenant de l'analyse de banques de petits ARN et des expériences de

Northern blots (présentées en premiere partie des résultats). L’ensemble de ces
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résultats suggere fortement que RNS1 et RNS3 sont les endonucléases

responsables du clivage des tRNA chez A. thaliana.

2.8 - Mutagenese dirigée des RNS et activité de clivage des

protéines recombinantes mutantes

Afin de valider les résultats présentés ci-dessus et ainsi exclure la
possibilité que les activités endonucléasiques observées ne proviennent
d’enzymes bactériennes, les sites catalytiques de RNS1 et RNS3 ont été mutés
(figure 26A). Pour ce faire, les résidus histidine contenus dans les deux régions
catalytiques ont été remplacés par des résidus alanine. Ces résidus se trouvent
respectivement pour RNS1 en position 65 et 123, et en position 57 et 115 pour
RNS3. Quatre constructions ont été réalisées : RNS1-1, RNS1-2, RNS3-1 et RNS3-
2 (figure 26A). Comme précédemment, les extraits bruts bactériens contenant les
protéines recombinantes mutées ont alors été testés pour leur capacité a cliver le
transcrit de tRNAAR, Comme le montre la figure 26B, alors que les extraits
bactériens produisant les endonucléases RNS1 ou RNS3 sauvages permettent le
clivage du transcrit de tRNA au niveau de l'anticodon et de la région D, aucune
activité n’est détectée a partir des extraits bactériens exprimant les formes
mutées des RNS1 ou RNS3 (figure 26B), démontrant ainsi que I'activité
endonucléasique provient vraisemblablement de I'’expression des RNS1 ou RNS3.
Il faut noter cependant la présence, dans I'ensemble des extraits, d’'une faible
quantité de tRF-5A dans les différents échantillons analysés. Cette présence de
tRF-5A semble étre le reflet d'une coupure mécanique lors de l'extraction, la
région de 'anticodon étant la région du tRNA la plus accessible au clivage.

Ces résultats confortent les précédents, a savoir que les RNS1 et RNS3 d’A.
thaliana sont capables de générer tant des tRF-5A que des tRF-5D et que les
résidus histidine des deux régions catalytiques sont des résidus primordiaux

pour 'activité de clivage.
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2.9 — Localisation in vivo des RNS

Afin de comprendre a la fois la biogenese et les fonctions des tRF, il est
important de déterminer leur localisation in planta ainsi que celle des RNases qui
les génerent. Peu de données sur la localisation des tRFs existent. Si les tRFs ont
été localisés dans des granules de stress dans le cytoplasme chez le protozoaire
T. cruzi (Reifur et al., 2012), aucune autre donnée n’est disponible quant a leur
localisation, notamment chez les plantes. Pourtant, connaitre la localisation des
tRFs est un élément clé dans la compréhension de leurs potentielles fonctions. En
raison de la paroi végétale il est par conséquent tres difficile d’accéder a la cellule
afin de marquer les tRFs en utilisant la technique de FISH. Nos efforts se sont
donc portés dans un premier temps a la localisation des RNS.

Comme pour les tRFs peu de données sont disponibles concernant la
localisation des RNS. Les seules données dont nous disposons nous sont fournies
par des sites de prédiction de localisation (figure K). Le consensus de localisation
est donné par le logiciel disponible sur le site

(http://suba.plantenergy.uwa.edu.au) (figure K, colonne Consensus). Ainsi, la

majorité de ces programmes donne un peptide signal en N-terminal, ainsi qu’'un
signal d’excrétion en C-terminal vers la vacuole. Ceci suggere que ces protéines
sont vouées au systeme sécrétoire (figure 27, colonne logiciel). Cette prédiction
des RNS dans ce compartiment est en corrélation avec les résultats obtenus pour
Rnyl. En effet, chez S. cerevisiae la suppression de Rnyl entraine des
modifications de morphologie de la vacuole, suggérant la localisation vacuolaire
de Rny1 (Luhtala and Parker, 2012).

Afin de déterminer la localisation intracellulaire des RNS, nous les avons
fusionné a la GFP. La GFP a été placée du coté C-terminal (figure 28A) afin de ne
pas masquer le peptide signal. Ces constructions ont alors été exprimées de
facon transitoire dans des feuilles de N. benthamiana. Ces mémes feuilles ont
également été co-transformées avec un second plasmide codant pour la RFP
fusionnée a un signal HDEL de localisation au réticulum endoplasmique (RE). La
construction mGFP5-RE a été utilisée comme contrdle positif de localisation au

RE.
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Deux jours apres co-infiltration des deux constructions, les feuilles sont
observées au microscope confocal (figure 28 A, B, C, D, E, F). 1l y est alors
clairement visible que la mGFP5-RE ainsi que les RNS-GFP co-localisent
exactement avec la RFP-HDEL, prouvant que toutes ces protéines se trouvent
dans le RE. Tres occasionnellement, nous avons aussi pu observer que RNS2 était
localisée dans la vacuole (figure 28D). Bien que I'état physiologique de la cellule
indique que celle-ci subit de gros stress probablement consécutifs a 'infiltration
d’agrobactéries, ou de la trop forte expression des protéines (e.g RE rétracté et
concentré en de petits points). Ceci suppose malgré tout, une localisation

vacuolaire de RNS2 durant des stress.

2.10 - Mutants KO ou lignées inhibant la production des RNS
d’A. thaliana

Afin d’apporter la preuve in vivo que les RNS sont bien les enzymes
responsables du clivage des tRNA chez A. thaliana, nous avons cherché a obtenir
sur le site NASC des lignées d’'insertions pour chacune de ces RNS. Pour RNS1 et
3 nous disposons des lignées d’'insertion FLAG_566A08 et FLAG_164A04 dont le
T-DNA est inséré dans un exon. Nous disposons aussi de 2 autres lignées
potentiellement KO pour RNS4 (SALK_055304) et RNS5 (SALK_053974) ainsi
que d’'une derniere lignée d’insertion KO pour RNS2 : SALK_069588. Les lignées
KO pour RNS1 et 3 ne sont pas homozygotes, tandis que toutes les autres le sont.
Cependant, seule la lignée SALK_069588 a été testée (Hillwig et al.,, 2011). Il nous
faudra donc préparer les lignées homozygotes pour RNS1 et 3 tout en
s’attendant a ce que ces lignées soient létales, ou a croissance retardée au vue
des fonctions primordiales que semblent occuper les RNS. C’est pourquoi nous
avons préparé plusieurs constructions de amiRNA (artificial miRNA) permettant
la sous-expression des RNS (cf. matériel et méthode - 2.1.5). Huit constructions
ont été préparées, 2 par RNS, numérotées de 1 a 8: ami 1 et 2 pour RNS1, 3 et 4
pour RNS2, 5 et 6 pour RNS3 et enfin 7 et 8 pour RNS4. Apres vérification, celles-
ci ont été insérées dans des vecteurs binaires d’expressions in planta et nous
avons effectué des transformations stables par “floral-dip“. Puis nous avons
sélectionné et génotypé 3 fois successivement les différentes lignées de plantes

afin d’en faire des homozygotes. A I'heure d’aujourd’hui ces plantes sont en cours
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d’analyse, soit par western blot afin de détecter les protéines matures, soit par
gRT-PCR afin de détecter les transcrits de RNS. Nous avons pu confirmer I'effet,
par western blot et qRT-PCR que de trois lignées (figure 29), une sous-exprimant
RNS2 (en western blot et qRT-PCR) quasiment totalement (75%) et 2 sous
exprimant RNS3 (47,5% environ, western blot seulement, figure 29). Si la lignée
RNS2 est la seule a présenter un phénotype moléculaire c’est probablement
parce que les tests en qRT-PCR n’ont été effectués que sur des cDNA préparés a
partir d’ARN totaux de feuilles, or RNS2 y est plus exprimée que les autres RNS
(figure 23). En ce qui concerne les western blots de protéines extraites de fleurs
sur d’autres lignées d’amiRNA (RNS1 et 4), ceux-ci n’'ont pas donné de résultats
interprétables (données non montrées) car les RNS étaient indétectables tant
dans le controle, que dans les plantes transgéniques. Ceci est probablement di
au niveau d’expression faible, et donc indétectable en western blot, des RNS
durant des conditions physiologique normale. C’est pourquoi afin de connaitre le
réel potentiel de ces lignées nous avons pour but de tester les différentes lignées
en qRT-PCR, qui est plus sensible que le western blot, a 'aide de cDNA préparés

a partir de fleurs.

3 - Les tRFs et le séquencage haut débit

3.1 - RNase T2, séquencage haut débit

La technique de séquencage Illumina, basée sur la méthode de Sanger (cf.
Matériel et méthodes - 2.2.7), prévoit le clonage des fragments d’ARN entre 2
oligonucléotides, ou adaptateurs, afin de les séquencer. Cependant, cette
technique requiert que chacun des fragments possedent une extrémité 5’-P et 3’-
OH afin d'y cloner les adaptateurs. Or comme précisé en 2.3 les RNases T2 sont
des endonucléases qui clivent les ARN simples brins en libérant une extrémité 5’-
OH et une autre 3’-P. Les fragments issus de ce clivage ne sont donc pas adaptés a

la technique de séquencage Illumina.
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3.1.1 - Rétablissement des extrémités 5’ et 3’ normales

La présence de ces extrémités inhabituelles de part et d’autre des tRFs
nécessite d’adapter le protocole de clonage utilisé dans les kits pour séquencage
[llumina. L’option la plus simple que nous avons choisi est de rétablir les
extrémités 5’-P et 3-OH de part et dautre des tRFs. Deux activités sont
nécessaires, une activité kinase afin de phosphoryler I'extrémité 5’-OH, et une
activité phosphorylase qui permet la déphosphorylation de I'extrémité 3’-P. Pour
limiter les pertes de matériel entre chaques étapes, ainsi que les dégradations
inhérentes a la fragilité des ARN, nous avons cherché a effectuer ces 2 étapes en
méme temps. C’est pourquoi nous avons choisi d'utiliser 1la T4 polynucléotides
kinase. Car cette enzyme, connue pour sa faculté de phosphoryler I'extrémité 5’-
OH d'un ARN, est aussi capable d’en déphosphoryler I'extrémité 3’-P (Cameron
and Uhlenbeck, 1977). Ainsi, aprés traitement, une fois les tRFs clonés entre les
adaptateurs, nous les avons séquencé.

Deux banques de petits ARN de feuilles d'A. thaliana Col-0 ont été créées :
une banque d’ARN non-traitée a la T4 polynucléotide kinase, ainsi qu'une autre
qui l'est. Le séquencage de ces 2 banques a permis d’'identifier 308 914 et 3 435
136 reads apparentés aux tRFs dans les banques non-traitée et traitée. Apres
normalisation par le nombre de reads totaux de chaques banques (2 862 356
pour la banque non-traitée et 7 560 686 pour la banque traitée) nous obtenons
107 922 rpm (reads par millions) pour la banque non-traitée et 454 341 rpm
pour la banque traitée. Ce qui suggere un enrichissement en tRFs dans cette

banque traitée lorsqu’on la compare a la banque non-traitée.

3.1.2 - Comparaison de la banque traitée avec la T4 polynucléotides

kinase avec la banque non traitée

3.1.2.1 - Comparaison de I'origine des tRFs avec, ou sans traitement
L’observation de la provenance de 'ensemble des tRFs (figures 30, 31 et
32) montre qu’avec ou sans traitement a la T4 polynucléotides kinase, les mémes

tRFs sont présents dans chacune de ces banques, bien que leurs quantités
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varient. On remarque aussi qu’avec le traitement, la quantité en tRF-5 augmente
que ce soit pour les tRF-5 cytosoliques (figure 30A), plastidiaux (figure 31A), ou
mitochondriaux (figure 32A). A linverse, la quantité en tRF-3 nucléaire,
plastidiale ou mitochondriale diminue avec le traitement (figure 30B, 31B et
32B). Enfin concernant les autres tRFs, aucune dynamique n’est clairement
identifiable bien que dans le cytosol le traitement puisse multiplier jusqu’a 9 fois
leur quantité (figure 30C, tRF-Gly TCC). Dans les plastides, la quantité du tRF-Leu
surpasse de beaucoup les autres (figure 31C, 300000 rpm) et il semble qu’elle
diminue drastiquement avec le traitement (de 300000 a 13200 rpm). Enfin les
autres tRFs originaires de la mitochondrie restent stable peu importe le
traitement (figure 32C).

Notre hypothese de travail suppose que la régénération d’extrémité 5’-P
et 3’-OH a I'extrémité de ces fragments augmente la quantité de tous les types de
tRFs qui peuvent donc ainsi étre clonés et séquencés. Or ce n’est pas ce qui est
observé, car les tRF-3 diminuent aprés traitement des banques tandis que les
autres tRFs sont parfois plus abondants (cytosol, figure 30C), d’autres fois moins
abondants (chloroplaste figure 31C), ou restent stable (mitochondrie, figure
320).

Une premieére hypothése pouvant expliquer cette incohérence concerne le
nombre limité de fragment qu'’il est possible de cloner sur une méme puce. En
effet, puisque la quantité en tRF-5 et en tRFs cytosoliques de tous types croit
d’environ 25 a 93% (figure 30A et 31C, 30A et 32A) dans les banques traitées, il
est possible que cette abondance de fragments et d’autres non apparentés aux
tRNA mais clivés par les RNS (i.e rRNA) viennent réduire I'espace disponible sur
la puce aux autres ARN qui n'ont pas été autant amplifiés durant les étapes de
préparation des banques. Ceci est illustré par 'augmentation de la diversité en
tRFs dans les banques traitées qui y est jusqu’'a 8 fois supérieure que dans les
banques contrdle (figure 33). Ainsi le traitement permettrait une augmentation
de la diversité en différentes especes de tRFs dans les banques.

Une autre hypothese, pouvant expliquer cette diminution en tRF-3 apres
traitement, porte sur le caractere réversible de la polynucléotides kinase qui
posséde une activité phosphorylase et kinase. Ainsi, si on suppose que les

extrémités 5’-OH issues du clivage par les RNS sont converties en 5-P par la
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cellule, en amont de notre action, alors le traitement a I'aide de la kinase peut
potentiellement endommager ces extrémités en 6tant de nouveau le phosphate
et donc en empéchant le clonage de ces tRF-3.

Si une telle hypothése est a prendre en considération, plusieurs points
restent obscurs. Tout d’abord, pourquoi la kinase n’aurait d’effet délétere que sur
les extrémités 5’ des tRF-3 et pas sur I'extrémité 5’ des tRF-5 ? Ensuite, aucune
information n’est disponible quant aux possibles moyens que la cellule utiliserait
pour convertir I'extrémité 5’-OH des tRF-3 en 5-P. On peut donc supposer
'existence de kinase ayant cette activité spécifique, ou d’exonucléases qui clivent
le premier nucléotide du fragment en laissant une extrémité 5’-P. Cette seconde
supposition prend plus de sens si I'on rappelle que la population en tRFs
augmente lors de carences en phosphate (Hsieh et al., 2009) tandis que les RNS1
et 3 sont surexprimées (Bariola et al., 1994). Ainsi, si le but des tRFs est en partie
d’étre recyclés pour en faire du phosphate, il est possible que cette extrémité 5’-P
soit le signe avant coureur de la future dégradation du tRFs. De plus, s'il s‘avere
que de tels exonucléases existent, le retour d’extrémités “classiques” pourrait
expliquer comment les tRFs ont été clonés dans d’autres banques par le passé

ainsi que ceux clonés dans notre banque controle.

3.1.2.2 - Comparaison des positions de clivage des tRFs avec, ou sans traitement

Si I'on compare l'aspect général des positions auxquelles les tRFs
débutent (figure 34A, 35A et 36A) ou les positions auxquelles ils se terminent
(figure 34B, 35B, 36B) on observe que celle-ci sont quasiment similaires que les
fragments soient traités avec la T4 polynucléotides kinase, ou non.

De plus, a 'exception des positions “start” 7 et 8 (figure 35A) et “stop“ 21
plastidiales (figure 35B), ainsi que la position “stop“ 23 mitochondriale (figure
36B) qui diminuent fortement aprés le traitement, la majeure partie des
positions semble augmenter dans des proportions tres diverses allant de 4 a
98%. Ces augmentations sont peut-étre le reflet des effets du traitement T4
polynucléotides kinase.

D’autres part, lorsque I'on compare les positions auxquelles les tRFs

débutent avec, ou sans traitement, une tres grande majorité d’entre
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eux débutent en position 1, ou dans les 3 nucléotides en aval (figure 34A, 35A et
36A). D'une facon similaire, pour les clivages internes de la séquence des tRNA il
n’existe pas de site de clivage franc et net sur les figures 34, 35 et 36. Ainsi la
totalité des boucles D et de I'anticodon sont les cibles privilégiées des RNS.
Cependant lorsque 'on s’attarde sur les principaux sites de clivages des tRFs
majoritaires, (figures 37 et 38) on remarque qu’avant traitement il n'y a que tres
peu de sites de clivages, et bien plus apres. Ces profils de clivage s’expliquent de
diverses facons. Tout d’abord, pour les figures 34, 35 et 36 il faut rappeler que
celles-ci représentent une moyenne, une somme de tRNA de tailles diverses dont
la structure peut varier, et donc dont les positions de clivages sont légérement
différentes. Ceci peut expliquer l'aspect en pyramide des histogrammes au
niveau des boucles D et de I'anticodon. Ensuite, bien qu'il ait été montré, ou qu'’il
soit suspecté, que certains tRFs ont un réle dans la cellule, ils ont aussi été
impliqués dans des processus de carences en phosphate (Hsieh et al., 2009). Or
I'une des sources en phosphate dans la cellule sont les ARN, et il se pourraient
donc que les tRFs soient des fragments dont le devenir seraient d’étre recyclés
afin d’en extraire le phosphate. Ce processus de dégradation peut ainsi faire
appel a des exonucléases qui débutent la dégradation des tRFs. Le produit de
dégradation de ces tRFs tronqués de seulement quelques nucléotides a leurs
extrémités pourrait expliquer les raisons de ce profil de clivage particulier.
Concernant les figures 37 et 38, il est possible que le traitement
endommage les fragments ou les tRNA en apportant de nouveaux sites de clivage
indépendant des RNS. Nous sommes donc dans l'incapacité d’affirmer que ces
sites sont dus a des fragments qui n’étaient pas clonés avant le traitement ou a

des fragments générés par le traitement.

3.1.2.3 - Comparaison des tailles des différents tRFs avec, ou sans traitement

Lorsque I'on observe le profil des graphiques présentés en figures 39, 40
et 41 on remarque 2 tailles principales de tRFs, les tRFs de 15 a 26 nt qui
correspondent a des clivages dans la boucle D et des fragments allant de 34 a 39
nucléotides ce qui correspond a des sites de clivage dans la boucle de 'anticodon.

Ces résultats sont d’ailleurs confirmés par I'observation des positions “start” et
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“stop” des différents tRFs (figures 34, 35 et 36). La encore la diversité des tailles
de tRFs est la méme quelle que soit la banque observée. Cependant on dénote un
enrichissement en tRF-5 d’environ 35 a 85% dans les banques traitées qui est
accompagné d’'une diminution de quelques tailles tRFs qui étaient majoritaire
avant le traitement (e.g tRFs plastidiaux de 21 nucléotides de long et
mitochondriaux de 23nt de long (figure 40A et 41A). Concernant les tRF-3 la
dynamique est tres nettement inversée par rapport aux tRF-5, et tous diminuent
apres traitement (figure 39B, 40B et 41B). La encore les causes d'un tel
changement sont difficiles a expliquer et sont probablement les mémes que

celles énoncées plus haut.

3.1.3 - Clivage des tRFs dans I'anticodon dans la banques non traitée

Ces banques ont aussi pour avantage de couvrir tous les tRFs d'une taille
inférieures a 50 nucléotides. Par conséquent, nous avons pu observer les
fragments consécutifs d’un clivage dans la boucle de I'anticodon (figure 42). Ces
tRF-5A et tRF-3A sont relativement nombreux et ils représentent en tout 17% de
tous les tRFs présents dans la banque d’ARN non traités. Parmi ces tRFs 84% de
ces fragments sont des tRF-5A cytosoliques, 1,3% de ces fragments sont des tRF-
3A cytosoliques, 12% sont des tRF-5A chloroplastiques et enfin 2,7% sont des
tRF-3A chloroplastiques. Si I'on s’intéresse maintenant au profil de clivage dans
la tige-boucle de I'anticodon des principaux tRF-5 (figure 42) on remarque que
les tRF-5A cytosoliques sont toujours le produit d’'un clivage des tRNA dans la
boucle de I'anticodon, en revanche les tRF-5A chloroplastiques sont souvent

issus de clivages dans la tige de 'anticodon.
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les tRF-SA chioroplastigues.
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Discussion et perspectives

1 - Conclusion générale : récapitulatif des résultats

1.1 - Analyse des banques de tRFs

L’analyse des banques de petits ARN chez A. thaliana a permis
I'identification d'une population en tRFs ne représentant qu’une faible
proportion des sncRNA totaux (quelques % des petits ARN se situant entre 19 et
26nt). En effet, bien que les tRFs mitochondriaux soient treés minoritaires (<1%),
il a été possible d’identifier des tRFs issus de tRNA des trois compartiments
possédant un génome, notamment le chloroplaste dont 25% des tRFs sont
originaires dans les feuilles d’Arabidopsis. Au cours de ces analyses trois types
de tRFs ont été caractérisés, les tRF-5D, les tRF-3T et enfin les autres tRFs (ie.
tRFs n’appartenant a aucune de ces deux classes). La catégorie «autre » est
minoritaire. Elle contient souvent des tRFs distribués tout au long des séquences
de tRNA. Elle n'a pas été étudiée en détail et nous ne pouvons exclure que
certains de ces tRFs ne soient pas plus fortement représentés et ne soient pas
impliqués dans des fonctions biologiques importantes. 11 est d’ailleurs a
remarquer que peu de tRFs (méme si certains sont trouvés, données non
montrées) sont issus des grandes boucles variables que possedent certains tRNA
et qui a priori pourraient étre facilement accessibles au clivage mécanique. Pour
ce qui est des deux autres classes de tRFs, les tRFs-5D et tRFs-3T, leur
distribution varie grandement d’'un compartiment a I'autre. Toutefois, les tRF-5D
y sont toujours majoritaires. Il est aussi intéressant de remarquer que la grande
majorité des tRFs, qu’ils soient issus de I'une ou 'autre des extrémités ou de I'un
ou l'autre des compartiments, dérivent d’'un jeu réduit de tRNA. Ainsi, 11 et 13
séquences de tRFs représentent respectivement 67 et 75% des tRF-5D
cytosoliques et plastidiaux, tandis que 6 et 5 autres séquences représentent 48 et
71% des tRF-3D cytosoliques et plastidiaux.

De plus, il semble que la fréquence de certains tRFs-5D (méme s’ils sont
peu nombreux) varie en fonction des tissus ou organes concernés. Ainsi, par

exemple, la quantité de tRF-5D Ala-AGC cytosolique diminue tres fortement dans
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les racines. D’autres tRF-5D cytosoliques (e.g. Arg-TCG, Cys-GCA, Gly-TCC) voient
eux aussi leur quantité augmentée dans les racines lorsqu’on les compare aux
autres banques. De facon extrémement intéressante, il en est de méme pour le
tRF-5D His-GTG chloroplastique, alors que la quantité de chloroplastes dans les
racines est trés fortement réduite par rapport a un extrait de feuilles. En
revanche, trés peu de fluctuations existent quant aux tRFs-3T. La seule exception
semble concerner le tRF-3T Arg-AGG chloroplastique qui augmente dans les
racines, en dépit de la quasi-absence de chloroplastes dans ce tissu.

La quantité en tRFs ne varie pas que selon les tissus dans lesquels ils se
trouvent, il semble en effet, que certains tRFs soient induits au cours de stress
abiotiques, en particulier lors d’un stress UV. Toutefois les variations semblent
trés peu marqués, en particulier lorsque les plantes sont soumises a des stress
sécheresse, froid ou encore salin. D’apres les données de la littérature, les stress
liés a des carences en nutriments, comme la carence en phosphate semble
entrainer des variations plus importantes quant aux populations en tRFs. Il est
aussi apparu au cours de l'analyse de banques de petits ARN co-
immunoprécipités avec AGO1 qu'une petite population de tRFs-5D de 19 a 20nt
était immunoprécipitée avec AGO1. Outre la quasi absence de tRF-3T dans ces
banques nous avons aussi remarqué que les tRFs-5D immunoprécipités étaient
redondants malgré les différents tissus analysés. Parmi les tRFs les plus
abondants on dénombre les tRFs-5D cytosoliques ArgACG, ArgCCT, ArgTCG et
GlyTCC. Des tRFs-5D chloroplastiques sont aussi enrichis dans ces banques de
racines et de feuilles : ArgACG et HisGTG, ils représentent a eux deux 90% de
tous les fragments chloroplastiques séquencés dans ces banques.

Enfin, des northern blots effectués a l'aide d’extrait des différentes
fractions de cellule d’A. thaliana (i.e, mitochondriale/chloroplastique,
cytosolique et totale) ont révélé que les tRFs d’organites n’étaient générés ni

dans la mitochondrie ni dans le chloroplaste.

1.2 - Biogenese des tRFs

Le second objectif de ma these était d’'identifier les enzymes responsables

du clivage des tRNA chez A. thaliana. Notre premiére approche visant a vérifier
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I'activité des protéines DICER (DCL 2, 3 et 4) d’Arabidopsis s’est révélée
infructueuse. De plus, 'analyse des plantes KO pour RDR6 ne montre aucun
changement dans la quantité en tRFs. Ceci nous suggere que beaucoup des voies
impliquées dans la biogenese des siRNA ne sont pas impliquées dans celles des
tRFs.

Nous nous sommes donc orientés vers la recherche d’homologues a
I'angiogénine humaine, ou a RNY1 de levure chez A. thaliana. Seule RNY1, connue
pour cliver les tRNA dans 'anticodon, a permis I'identification de 5 homologues
chez A. thaliana. Ces enzymes, nommées RNS, sont des RNases de type T2. Elles
clivent donc les ARN simples brins en libérant une extrémité 5’-OH et une autre
3’-P. Apreés clonage des RNS en systéme recombinant, afin de les exprimer chez E.
coli, nous avons testé l'activité de chacunes d’entres elles sur les tRNAAl
cytosoliques et tRNAHis chloroplastiques transcrits in vitro. Dans ces conditions,
seules les protéines RNS1 et 3 recombinantes ont montré une activité de clivage,
non seulement dans la boucle de I'anticodon, mais aussi dans la région D. Ces
résultats ont été confirmés par 'analyse des RNS1 et 3 dont les sites catalytiques
ont été mutés et chez qui aucune activité n’a été détectée. Ces 2 protéines sont
donc les premieres RNAses a avoir été caractérisées comme étant capables de
cliver les tRNA dans la boucle D en plus de la boucle de I'anticodon. Il est pour
I'instant difficile de savoir si I'absence d’activité de clivage des RN2 et RNS4 sont
une réalité biologique ou s'il s’agit d’'un probléme de mauvaise conformation des
protéines produites en systeme bactérien.

Des transformations transitoires de feuilles de N. benthamiana avec des
constructions codantes pour chacune des RNS fusionnées a la GFP ont permis la
localisation de ces enzymes dans le réticulum endoplasmique.

Bien qu'’il ne fasse aucun doute de leur activité in vitro, nous manquons
d’éléments pour affirmer que ces enzymes occupent ce réle in planta. Nous avons
donc cherché a produire des lignées KO pour chacune des RNS. Or, seules les
lignées d’'insertion homozygotes pour RNS2 et 3 sont disponibles, et il n’existe
que des hétérozygotes pour les autres RNS. Devant le peu de lignées KO
disponibles, nous avons aussi cherché a produire des lignées hypomorphes pour

chacune des RNS par une approche de RNA silencing. Celles-ci ont été obtenues a
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la fin de ma these, elles n'ont pas encore fait I'objet d’analyses détaillées. Tant
pour la lignée KO que pour la lignée knock down, il semble tres difficile d’abolir
ou de diminuer I'expression de RNS1. A ce stade, il est difficile de savoir s'il s’agit

un probléme technique ou si cette difficulté a une signification biologique.

1.3 - Clonage des tRFs, activité des RNS

Apres avoir pris conscience que les RNS clivaient les tRNA de fagcon non
conventionnelle, nous avons tenté d’adapter le protocole illumina en traitant au
préalable les ARN a la T4 polynucléotides kinase dans le but de produire des
banques plus fiables offrant une meilleure perspective sur les tRFs et leur
population dans la cellule.

L’analyse des 2 banques (traitées et non traitées) a permis d’identifier que
'action de la kinase en amont du séquengage semble avoir fonctionné. Ainsi, la
quantité en tRFs tant en reads qu’en diversité augmente apres le traitement.
Cette augmentation en tRFs est notamment due a 'amélioration de la qualité du
clonage des fragments générés par les RNS. De plus, au cours de cette analyse
nous avons pu observer une augmentation en autres tRFs dans la banque traitée.
Les autres tRFs sont des fragments tres peu caractérisés dans la littérature, issus
d’un clivage entre les boucles et ne comportant donc aucune extrémité.

Cependant, il s’avere que ces résultats ne sont pas aussi positifs qu’il n’y
parait. Ainsi, méme si la quantité en tRFs d’un point de vue général semble avoir
augmenté, ce n’est pas le cas en détail. En effet, tandis que la quantité en tRF-5
suit la tendance générale, il semble que la majorité des tRF-3 diminue apres
traitement. Nous avons des lors supposé que le traitement enzymatique avait au
moins partiellement endommagé les tRNA causant donc la diminution constatée

en tRF-3 ainsi qu’'une partie de 'augmentation en autres tRFs.

2 — Discussion

2.1 - Les tRFs

De nombreux points sont encore a éclaircir concernant l'origine des tRFs

et les réles que ceux-ci occupent chez A. thaliana. L'un des premiers points de
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discussion porte sur I'aspect général des banques et les raisons du déséquilibre
entre tRFs-5D et tRFs-3T. En effet, il semble que quel que soit I'origine des
fragments (cytosoliques ou plastidiaux), les stress (UV), ou les traitements
(immunoprécipitations) les tRFs-3T sont moins représentés que les tRFs-5D.

La moins probable de ces explications réside dans la fagon dont les
banques ont été créées. En effet, celles-ci ne s’étendent que sur des tailles allant
de 19 a 26 nt. Or, en raison de I'ajout post-transcriptionnel du CCA sur les tRNA,
I'extrémité 3’ est plus grande de 4 nucléotides que l'extrémité 5’. Ce qui, apres
clivage, peut emmener des tRF-3D a dépasser les 26nt et donc a ne pas étre
séquencés. Cependant, si I'on s’intéresse au profil de clivage des tRNA (figure 2 -
article en 1.1) il semble que la majorité des sites de coupures des tRF-3T se situe
en aval de la position 48 et les clivages a cette position donnent lieu a des tRF-3T
de 26 nucléotides. Par conséquent, la plupart de ces fragments sont pris en
compte dans nos banques, et seule une petite fraction d’entres eux n’a pas été
analysée. Il semble donc peu crédible que les quelques reads consécutifs de ce
biais dans la création des banques soit responsable de I’écart constaté entre les 2
classes de tRFs.

Une autre explication a ce déséquilibre entre tRF-5D et 3T concerne peut-
étre la structure des tRNA, elle-méme. En effet, comme montré dans la figure 9C,
les boucles D et T sont tres impliquées dans la structure tertiaire des tRNA. Il est
donc possible que cette absence de tRFs-3T soit due a un clivage différentiel des
tRNA favorisant les coupures dans la boucle D, elles-mémes facilitées par la
structure des tRNA chez qui cette boucle est rendue plus accessible que I'autre.

Une troisieme explication est apportée par la banque d’ARN non traitée,
créée sur Perth. En effet, dans cette banque, les tailles étudiées s’étalent de 16 a
50 nucléotides. Par conséquent, nous avons été en mesure d’étudier les clivages
dans la boucle de I'anticodon. Or, pour ce type de clivage aussi, nous pouvons
faire le méme type d’observation : les tRFs-5 sont trés abondants et les tRFs-3 ne
le sont pas. Pourtant, par définition, un clivage dans la boucle de l'anticodon
génére automatiquement 2 moitiés de tRNA, et donc un tRF-5 et un tRF-3.
Cependant, ces derniers sont, sous représentés dans notre banque, nous pouvons
supposer que, pour des raisons encore inconnues a ce jour, les tRFs-3A sont

dégradés par la cellule peu de temps apres leur clivage. De plus, si les tRF-

257






3A sont détruits, il est tout aussi probable que les tRFs-3T subissent le méme
processus expliquant alors le déséquilibre observé dans le premier jeu de
banques étudiées. Ceci nous permet donc de sérieusement émettre le postulat
que certains tRFs occupent une fonction dans la cellule, et que ces tRFs sont
sciemment choisis et conservés par la cellule. Cette hypothese pourrait en outre
expliquer pourquoi sur les 46 tRNA isoaccepteurs connus dans le génome d’A.
thaliana seulement 11 donnent principalement lieu a des tRF5-D et 6 a des tRF-
3T (13 et 5 dans le génome plastidial).

Les variations en tRFs observées dans les différents tissus ou au cours des
stress UV abondent aussi dans le sens d’un role des tRFs dans la cellule. Ils
suggerent que les besoins, soit en tRFs, soit en tRNA, de la cellule évoluent selon
ses conditions de vies. Or, bien que l'on sache peu de choses sur le taux
d’expression des tRNA en fonction des tissus, il est probable que leur abondance
suive les besoins de la traduction, et donc de la cellule. De la méme maniere, il n’a
jamais été démontré pour les tRFs que la cellule conservait certains de ces
fragments dans le but de les utiliser. Cependant, il semble que certaines données
de séquencages obtenues pour les banques de petits ARN co-immunoprécipitées
avec AGO1 suggerent qu'aux moins quelques tRFs sont conservés, et qu'ils
occupent une place bien précise dans la régulation de I'expression génique. En
effet, malgré le fait que ces banques aient été produites par différents
expérimentateurs, sur plusieurs tissus ou organes, et a des moments différents,
on remarque que ce sont les mémes tRFs qui y sont enrichis (voir article en
préparation et données non montrées) (e.g tRFs-5D ArgTCG et GlyTCC). AGO1
étant une protéine de la voie de l'interférence ARN, il est donc tout a fait
concevable que ces tRFs co-immunoprécipités avec cette protéine occupent un
role dans la régulation de I'expression de certains genes. La recherche de cibles
potentielles devra donc étre menée.

L’avant dernier point qu'il est nécessaire d’aborder concerne les
localisations des tRFs observées en northern blots. En effet, il semble que ceux-ci
ne soient pas produits dans les organites. Plusieurs hypothéses sont alors
possibles. Soit les tRFs sont générés dans le cytosol, soit dans des compartiments

intracellulaires. Cette derniére hypothese est actuellement mis en avant grace a
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des données obtenues chez T. cruzi chez qui les tRFs ont été identifiés, en FISH,

dans de petites vésicules de stress (Garcia-Silva et al., 2010).

2.2 - Biogenese des tRFs et localisation des RNS

De nombreuses questions restent en suspens concernant les RNS. La
premiere de ces questions porte sur les différences entre les plantes, les
champignons et les protozoaires d'une part, et 'homme d’autre part. En effet,
chez ce dernier le clivage des tRNA n’est pas assuré par des RNAses T2 mais par
une RNase A (Angiogénine, homme, Yamasaki et al., 2009), ou une RNAse III
(DICER, homme, Haussecker et al., 2010), des RNAses Z (ELAC2, human, Lee et
al, 2009). Les raisons expliquant ces différences sont a ce jour inconnues,
d’autant que le génome humain, comme la majorité des eucaryotes, code pour au
moins une RNAse T2 (Maclntosh, 2011). Cependant, 'enzyme humaine (i.e
RNASE T2, impliquée dans des processus de tumorisation) n’a pas encore été
testée sur des tRNA il est donc possible qu’elle clive les tRNA. Quoi qu’il en soit, la
multiplicité d’enzymes de différentes familles, clivant les tRNA chez 'homme
suppose plusieurs voies de synthese des tRFs. Or, chez A. thaliana, bien que des
données de microarray (BAR) confirmées par des western blots effectués dans
notre équipe (données non montrées, expériences effectuées par C. Megel)
situent les RNS dans divers tissus tres différents, chacunes d’entres elles
appartiennent a un groupe d’enzyme similaire dont certaines répondent aux
méme stress (Bariola et al., 1994, 1999; Hillwig et al., 2011). Cependant, les
fragments produits par chacunes des enzymes, que ce soit les RNS ou les
enzymes humaines, ne sont pas tres différents les uns des autres. Ce qui tend a
montrer que les différences constatées avec 'homme sont dus a des divergences
d’évolutions et que malgré des activités différentes, ces enzymes occupent la
méme fonction chez ces 2 organismes.

Ceci souleve aussi la question du role des RNS dans la cellule et des
raisons qui les ameénent a étres exprimées dans des tissus aussi variés. On peut
raisonnablement penser que, comme les RNAses T2 de N. alata, RNS1, 2 et 3 sont
exprimées dans le pollen, les fleurs et les siliques afin d’empécher
I'autofécondation des plantes par leur propre pollen (Pour une revue Maclntosh,

2011). On suppose d’ailleurs que ces mécanismes d’auto-incompatibilité
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trouvent leurs origines dans le recrutement d’'une ribonucléase impliquée dans
des mécanismes de défenses contre les pathogenes (Lee et al. 1992; Hiscock et al.
1996; Nasrallah 2005). Cependant, les RNAses T2 n’ont pas totalement disparu
du processus de défense contre les pathogeénes. Il a ainsi été montré que les
RNAses NE et Nk1 de Nicotiana tabacum ainsi que la RNAse NW de Nicotiana
glutinosa sont surexprimées durant des stress d’infections di a des virus, et des
champignons (Galiana et al., 1997; Kurata et al., 2002; Ohno and Ehara, 2005).
D’autres RNAses T2 sont induites en réponse a des blessures notamment, RNS1
d’A. thaliana, les RNAses NW et Nk1 de N. tabacum ou encore la RNAse LE de
tomate (Lycopersicon esculentum) (Pour une revue Maclntosh, 2011).

L’activité des RNAses T2 sur les tRNA est donc nouvelle, mais pas
incompatible avec les roles qui leurs ont été attribués par le passé car les cibles
de ces RNS n’étaient alors pas connus. Il est ainsi tout a fait possible que les tRFs
participent aux processus énoncés plus haut via des mécanismes pour lesquels
ils ont été caractérisés par le passé (i.e, inhibition de la traduction, PTGS) (Ivanov
etal,, 2011; Kumar et al., 2014). Ceci n’explique cependant pas, pourquoi RNS2 et
4 n’ont pas d’activité sur les tRNA. On suppose que E. coli n’est tout simplement
pas adapté a la production de ces enzymes comportant des ponts disulfures. Il
serait siirement souhaitable d'utiliser des systemes de production eucaryotique
(S. cerevisiae, Pichia pastoris ou encore cellules d’insectes) pour produire ces
protéines afin de caractériser leurs activités. Un autre point de questionnement
concerne la reconnaissance des sites de clivages par les RNS (figure 43). Ainsi
bien que nous ayons réussi a identifier que les RNases T2 d’Arabidopsis clivaient
les tRNA dans les boucles de I'anticodon et D, il semble que les résultats obtenus
notamment avec RNS3 sur le tRNAA transcrit in vitro (figure 25) montre que les
tRF5-A sont clivés par cette RNS, suggérant que chaque fragment est a la fois
produit et substrat. Afin de confirmer cette hypothése nous pourrions incuber
chacunes des RNS avec des moitiés de tRNA transcrits in vitro et observer le
profil obtenu en northern blot.

De plus, des imprécisions demeurent concernant la localisation des RNS.
Bien qu’ayant été caractérisées dans le réticulum endoplasmique, il est probable
que ceci ne soit pas leur localisation définitive ou elles exercent leur activité

endonucléasique. Il est cependant impossible que des enzymes ayant une activité
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aussi délétere sur les tRNA soient libres dans le cytosol. Ces enzymes et leurs
activités sont donc tres probablement contenues dans un compartiment a
I'intérieur de la cellule et actuellement nous pouvons émettre deux hypothéses
quant au compartiment occupé par les RNS (figure 44).

La premiere hypothése suppose que les RNS sont séquestrées au niveau
du réticulum endoplasmique dans I'attente du clivage de leur peptide signal par
une enzyme produite en réponse a un stress. Une fois clivées les RNS seraient
relarguées dans le cytosol pour cliver tRNA et rRNA. Cette théorie a 'avantage
d’apporter un élément de réponse quant a la facon dont la cellule pourrait
répondre aux différents stress, et notamment I'inhibition de la traduction qui est
une réponse rapide des plantes soumises a un stress (Mufioz and Castellano,
2012). Cependant cette théorie ne permet pas d’expliquer comment les tRNA
plastidiaux et mitochondriaux sont clivés car a I'heure d’aujourd’hui leur export
vers le cytosol n'a pas été démontré. Deux hypotheses sont actuellement a
I'étude. Les stromules (“stroma filled tubules“) sont des structures présentent a
la surface des chloroplastes et ils pourraient permettre '’export de tRNA vers le
cytosol (Natesan et al.,, 2005). Ou un processus nommé chlorophagie dont le but
est de recycler les chloroplastes vieillissants dans des vacuoles de lyses se
situant dans le cytosol (Michaeli and Galili, 2014).

Il se pourrait aussi que les RNS ne soient pas séquestrées au niveau du
réticulum endoplasmique mais plutot que celles-ci suivent la voie de sécrétion a
travers le golgi. Les enzymes termineraient leur maturation dans une vacuole
lytique ou les tRNA seraient également présents. Les tRNA mitochondriaux et
plastidiaux quant a eux pourraient étre clivés au cours d'un processus de
recyclage des organites (i.e autophagie) dans ces vacuoles de lyse (Michaeli and
Galili, 2014), ce qui expliquerait la présence de tRFs d’organites dans le cytosol
(cf. hypothese plus haut). Cette théorie corrobore les données bibliographiques
expliquant que les RNAses T2 préferent un pH acide en raison de leurs ponts
disulfures. Or, ce pH se trouve notamment dans de telles vacuoles. De plus, cette
hypotheése fait écho a deux études séparées montrant d’'une part I'augmentation
en RNS dans des plantes carencées en phosphate, et d’autres part une
augmentation des tRFs (Bariola et al., 1994, 1999; Megel et al., 2015). De telles

vacuoles de lyses constituent donc le compartiment idéal pour la cellule afin de
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dégrader ses ARN pour en extraire le phosphate. Cette hypothése n’explique pas
comment les tRFs, échappent a leur complete dégradation dans cette vacuole,

pour jouer d’autres potentiels réles dans les processus énoncés plus haut.

2.3 - T4 polynucléotides kinase et tRFs

Nous savons que l'analyse des banques traitées a l'aide de la T4
polynucléotides kinase est grandement compliquée par I'éventualité que cette
enzyme puisse endommager les tRNA et les tRFs en générant de nouveaux
fragments n’ayant aucune signification biologique. Cependant, méme si l'on
suppose qu’'une partie de ces fragments sont des artefacts, I'analyse de ces
banques a permis pour la premiere fois d’identifier des tRFs internes aux tRNA,
ce que nous appelons “autres tRFs“. La simple preuve de l'existence de tels
fragments souleve deux hypotheses.

Si ces fragments ne sont pas en temps normal conservés et que le
traitement est le seul responsable de leur présence dans les banques, cela
signifie que si ces tRFs sont éventuellement générés in vivo, ils sont tres vite
dégradés, car la seule fagcon de les observer est de les générer artificiellement.
Ceci viendrait étayer '’hypothése qu'’il existe des tRFs qui sont conservés parce
qu’ils sont impliqués dans certains processus et stabilisés dans des complexes.

Al'inverse, si ces fragments sont bien le produit du clivage des RNS et que
le traitement permet leur clonage, cela apporte la preuve que I'’ensemble des
fragments est équitablement conservé et que les différentes variations observées
jusqu’alors ne proviendraient pas d’une variation de la quantité en tRFs mais
d’une variation de la quantité en tRNA. Il serait alors concevable que I’ensemble
des tRFs ne soit qu'un sous-produit du clivage des tRNA en attente de
dégradation.

Plusieurs démarches permettraient de répondre a cette problématique. La
création d'une banque de données libre de tous biais mais pas produite a 'aide
d’'un traitement T4 polynucléotides kinase permettrait de différencier les
fragments clonés, générés in vivo des fragments générés par le traitement. Nous

pourrions aussi tester en northern blot, sur un transcrit de tRNAA2 ['activité de la
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kinase sur les tRNA et voir si elle génere des fragments, et ainsi confirmer 'une

des 2 hypotheses.

3 - Perspectives

Durant les trois ans de mon doctorat nous avons réussi a montrer que A.
thaliana possede une population en tRFs complexe qui fluctue en fonction de
divers parametres développementaux ou environnementaux. D’autre part, nous
avons apporté la preuve que des RNAses d’A. thaliana étaient capables de cliver
les tRNA. Cependant, a l'heure actuelle nous n’avons pas encore apporté la
preuve in vivo que ces enzymes sont responsables de la biogenese des tRFs. C’est
pourquoi il faut continuer a étudier les diverses lignées KO et hypomorphes,
présentées précédemment, afin de prouver définitivement que les RNS sont
responsables de la biogenése des tRFs chez A. thaliana. De plus, nous ne sommes
toujours pas certains que RNS2 et 4 n’ont pas d’activité sur les tRNA car celles-ci
ont été exprimées en systeme bactérien. Des expériences sont donc actuellement
conduites par Stéphanie Lalande, doctorante dans notre équipe, elles visent a
produire les RNS chez S. cerevisiae afin de se rapprocher au plus pres des
conditions de productions des RNS in planta de maniere a tester une nouvelle
fois leurs activités. De plus, la production des RNS en systeme eucaryote nous
permettra peut-étre d’obtenir de grandes quantités de ces protéines afin d’en
obtenir la structure par cristallographie, et pourquoi pas le mode d’interaction
en co-cristallisant les RNS mutées (les RNS sauvages cliveraient leurs substrats)
avec un tRNA.

A moyen terme, il serait aussi intéressant de s’attarder sur les roles que
peuvent occuper les tRFs dans la cellule notamment en clonant et surexprimant
chez A. thaliana les tRFs récurrents découverts dans les différentes banques de
petits ARN immunoprécipités avec AGO1. Un autre élément clé nécessaire a la
compréhension du role des tRFs chez A. thaliana porte sur leur localisation
subcellulaire qui est a ce jour inconnue. Plusieurs techniques ont été tentées au
sein du laboratoire, notamment le FISH (Fluorescence in situ Hybridization),
mais sans succes car cette démarche est compliquée par la présence de la paroi

cellulaire.

269



270



Enfin a tres long terme, il nous faudrait identifier les voies de
signalisations qui déclenchent le clivage des tRFs par les RNS, et sur les

interactants participant a ces voies de signalisations, s’ils existent.
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Geoffrey MORELLE

Les ARN de transfert, une nouvelle source de petits ARN non-

codants chez A. thaliana.

Au cours de ces 10 dernieres années une nouvelle classe de petits ARN
non-codants nommeés “tRNA-derived fragments” (tRFs) a été caractérisée. Tandis
que le réle des tRNA concernant la synthése des protéines est bien connu, les
raisons pour lesquels des fragments de tRNA s’accumulent dans la cellule restent
inconnus. Actuellement, peu d’informations sont disponibles sur leurs
biogeneses et leurs rodles biologiques, mais les preuves montrant leurs
importances dans la régulation de l'expression des génes augmentent
régulierement. Cependant chez les plantes, bien que I'existence des tRFs ait été
montrée, peu de données sont disponibles concernant leurs natures ou leurs
biogenese.

ATlaide d’expérience de “deep-sequencing” et de northern blot nous avons
identifié chez A. thaliana, nous avons confirmé l'existence d'une grande
population en tRFs d’origine variée.

A la suite de ces observations, trois questions sont établies. Tout d’abord,
quelles sont les enzymes responsables de la biogenese des tRFs. Ensuite, ou les
tRFs sont générés. Enfin, est-ce que les tRFs sont des sous-produits de la
dégradation des tRFs ou ont-t ‘ils une fonction biologique ?

Mots-clés : tRNA, tRFs, deep-sequencing, petits ARN non-codants, endonucléase,
RNS

During the last decade, a new class of small non-coding RNAs called tRNA-
derived RNA fragments (tRFs) has emerged. Whilst full-length tRNAs have a
well-defined role in protein synthesis, the reason(s) why stable tRNA-derived
fragments remains are largely enigmatic. Indeed, the number of tRFs has rapidly
increased in various evolutionary divergent eukaryotic cells, such as yeast or
humans. To date, only substantial information on their biogenesis and on their
biological roles is known but their importance in the regulation of gene
expression and in cell life is continuously and rapidly expanding. In plants, the
existence of tRFs has also been reported but only few data are available.

Using deep-sequencing and computational analysis on various small RNA
libraries from Arabidopsis thaliana and northern blot experiments, we confirmed
the existence of large but specific population of tRFs.

Following these observations, three major questions are now addressed.
First what are the enzymes responsible for tRF biogenesis, second where are
tRFs generated and third, are tRFs merely degradation by-products or do they
have biological functions?

Mots-clés : tRNA, tRFs, deep-sequencing, small non-coding RNA, endonuclease,
RNS
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