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Coŵposition du jury:



« L’eǆplication scientifiƋue est un ŵode de coŵporteŵent Ƌui nous donne du plaisir, coŵŵe l’aŵour
ou l’art. La ŵeilleure façon de coŵprendre sa nature, c’est de faire l’eǆpérience de ce frisson
particulier Ƌue vous ressentez Ƌuand ƋuelƋu’un ;vous de préférenceͿ a réussi à eǆpliƋuer réelleŵent
ƋuelƋue chose. Je ne veuǆ pas dire Ƌue l’eǆplication scientifiƋue puisse ġtre poursuivie sans contrainte
– pas plus d’ailleurs Ƌue l͚aŵour ou l’art ».

Steven WEINBERG, priǆ Noďel de PhysiƋue 1979.
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- ADNt   ADN de transfert  

- AFLP   « Amplification Fragment Length Polymorphism » 
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- ARN   Acide ribonucléique 

- ARNi   ARN interférent 

- ARNm  ARN messager 
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- CCS  « CELL CYCLE SWITCH 52A1/52B » 

- CDK   « CYCLIN-DEPENDENT KINASE » 

- CMT   CHROMOMETHYLASE 

- CUC   « CUP-SHAPED COTYLEDON » 

- DAMP  « Damaged Associated Molecular Patterns » 

- DCL   Protéines DICER-like  

- DRM2  « DOMAINS REARRANGED METHYLASE 2 »  

- dsRBD  Domaine de liaison à l’ARN double brin  

- easiARN  siARN épigénétiquement activés  

- EMS   Méthanesulfonate d'éthyle 

- EST   « Expressed sequenced tag » 

- ET   Ethylène 

- ETI   « Effector Induced Immunity » 

- GA   Acide Gibbérellique  

- GRF   « GROWTH REGULATING FACTOR »  

- GUS   β-glucuronidase 

- hc-siARN  Heterochromatic siARN  

- HEN1  « HUA ENHANCER 1 » 

- hpARN  « hairpin » ARN 

- HR   Réponse d’hypersensibilité 

- HST   « EXPORTIN 5 HOMOLOG HASTY » 

- HYL1   « HYPONASTIC LEAVES 1 » 

- J2   Larve de second stade 

- JA   Acide Jasmonique 

- Jai   Jour après inoculation 

- KRP   « KYP RELATED GENES PROTEINS » 



- LBD16  « LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN FAMILY 16 » 

- LCR   « LEAF CURLING RESPONSIVENESS » 

- LOX   « LIPOXYGENASE » 

- MAP65-3  « MICROTUBULE- ASSOCIATED PROTEIN65-3 » 

- MAPK  « MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE » 

- miARN   microARN 

- NAMP  « Nematode associated molecular patterns » 

- nat-siARN  natural antisense-siARN  

- NB-LRR  « NUCLEOTIDE BINDING-LEUCINE-RICH REPEAT » 

- NGS   « Next Generation Sequencing » 

- NLS   Signal d’adressage nucléaire 

- NPR1  « NON EXPRESSOR OF PR GENE 1 » 

- PAD4   « PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 » 

- PAMP  « Pathogens Associated Molecular Patterns » 

- PAZ   « PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE » 

- phasiRNAs  siARN phasé 

- PolV-RdDM  « PolV-RNA-directed DNA methylation » 

- PR  « PATHOGENESIS-RELATED » 

- PRR   « Pattern Recognition Receptor » 

- PTGS  « Post-Transcriptional Gene Silencing » 

- PTI   « Pamp Tiggerred Immunity » 

- RdDM  « RNA-directed DNA methylation » 

- RDR   ARN polymérase ARN dépendante 

- RHL1  « ROOT HAIRLESS 1 » 

- RISC   « RNA Induced Silencing Complex » 

- RLK    « Receptor Like-Kinase » 

- RPE   D-RIBULOSE-5-PHOSPHATE 3-EPIMERASE 

- SA    Acide Salicylique 

- SAM    « Shoot Apical Meristem » 

- SDC  « SUPPRESSOR OF drm1 drm2 cmt3 » 

- SE   « SERRATE » 

- siARN  « small interfering » ARN 

- SSH   « Hybridation Suppressive Soustractive » 

- tasiRNA  « Trans-acting siRNA » 

- TGS   « Transcriptional Gene Silencing » 
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Introduction



Figure ϭ : Présentation des néŵatodes.
A. Structure ŵorphologiƋue géŶérale d’uŶ Ŷéŵatode ;sectioŶ loŶgitudiŶaleͿ ;Auteur: K.D. SchroederͿ.
B-D. Diversité des Ŷéŵatodes: eǆeŵple des piğces ďuccales.
B. Néŵatode de vie liďre du sol: l’orgaŶisŵe ŵodğle C. elegans se ŶourrissaŶt de ďactéries ;photo de
SchuleŶďurg et al. ϮϬϬ7Ϳ.
C. Néŵatode parasite d’aŶiŵauǆ: le Ŷéŵatode Ancylostoŵa duodenale s’accroche à la ŵuƋueuse
iŶtestiŶale grâce à ses crochets ďuccauǆ pour s’aliŵeŶter ;photo de JaǇ ReiŵerͿ.
D. Néŵatode parasite de plaŶte: le Ŷéŵatode Xiphineŵa indeǆ posséde uŶ stǇlet protractile lui
perŵettaŶt de prélever le coŶteŶu cǇtoplasŵiƋue des cellules végétales ;photo de NC State UŶiversitǇͿ.
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Introduction 

1. Les nématodes 

 

Les Ŷéŵatodes soŶt des vers roŶds ŶoŶ segŵeŶtés préseŶtaŶt uŶe sǇŵétrie ďilatérale et 

radiale ;Fig. ϭAͿ. Ils Ŷe possğdeŶt Ŷi appareil respiratoire, Ŷi appareil circulatoire ŵais soŶt cepeŶdaŶt 

pourvus d’uŶ tuďe digestif coŵplet. Leur aspect verŵiforŵe est dû à leur hǇdrosƋuelette, uŶ 

coŵpartiŵeŶt ferŵé déliŵité par uŶe eŶveloppe cuticulaire rigide reŵplie d’uŶ liƋuide iŶterstitiel 

iŶcoŵpressiďle. Cette cuticule est perŵéaďle et perŵet au Ŷéŵatode de respirer par échaŶges 

gazeuǆ passifs à travers des pores. Les Ŷéŵatodes oŶt uŶ fourreau ŵusculaire leur perŵettaŶt de se 

coŶtracter et doŶc de se ŵouvoir par oŶdulatioŶ. Leur sǇstğŵe Ŷerveuǆ est esseŶtielleŵeŶt coŵposé 

d’uŶ aŶŶeau péri-œsophagieŶ relié à plusieurs gaŶglioŶs Ŷerveuǆ ŵoteurs et seŶsitifs ;Platel, ϭ99ϮͿ. 

Les Ŷéŵatodes possğdeŶt des orgaŶes seŶsoriels situés à l’eǆtréŵité aŶtérieure, les aŵphides, et 

postérieure, les phasŵides. 

La ďiodiversité des Ŷéŵatodes est reŵarƋuaďle, le Ŷoŵďre d’espğces de Ŷéŵatodes décrites 

coŵptait Ϯϲ ϲϰϲ espğces eŶ ϮϬϭϭ ;Hugot et al., ϮϬϬϭͿ. Les Ŷéŵatodes oŶt coŶƋuis uŶe ŵultitude 

d’haďitats et peuveŶt ġtre sciŶdés eŶ foŶctioŶ de leur ŵode de vie : liďre et parasitaire. Les 

Ŷéŵatodes liďres daŶs le sol et daŶs l’eau coŵpreŶŶeŶt les espğces foŶgivores, saprophages-

ďactériophages coŵŵe Caenorhaďditis elegans ;Fig. ϭBͿ ou prédatrices ;e.g. ordre des Mononchida 

prédateur d’autres espğces de ŶéŵatodesͿ. Les Ŷéŵatodes parasites coŵpreŶŶeŶt les espğces 

parasites de vertéďrés ;e.g. Ancylostoŵa duodenale, parasite de l’hoŵŵeͿ ;Fig. ϭCͿ, parasites 

d’iŶvertéďrés ;e.g. Steinerneŵa feltiae, parasite d’iŶsectesͿ ou parasites de plaŶtes ;e.g. Xiphineŵa 

indeǆ, parasite de la vigŶeͿ ;Fig. ϭD et ϮBͿ. Les Ŷéŵatodes parasites d’aŶiŵauǆ iŵpacteŶt la saŶté 

huŵaiŶe, celle de la fauŶe sauvage et d’élevage. Ils soŶt géŶéraleŵeŶt de graŶde taille ; de ϰ à ϭϬ cŵ 

de loŶg pour Wuchereria ďancrofti respoŶsaďle de lésioŶs éléphaŶtiasiƋues chez l’Hoŵŵe ou pour 

Toǆocara cati parasite du chat. Les Ŷéŵatodes parasites d’iŶvertéďrés, eŶ ŵajorité parasites 

d’iŶsectes peuveŶt ġtre utilisés eŶ lutte ďiologiƋue eŶ taŶt Ƌu’auǆiliaires pour lutter coŶtre les 

ravageurs. C’est le cas par eǆeŵple de Steinerneŵa carpocapsae Ƌui parasite le lépidoptğre 

Paysandia archon ravageur du palŵier ;Perez et al., ϮϬϭϬͿ. Les Ŷéŵatodes parasites de plaŶtes dits 

« phǇtoparasites » soŶt de tailles plus réduites ;de l’ordre d’uŶe ceŶtaiŶe de ŵicroŵğtres à plusieurs 

ŵilliŵğtresͿ et seroŶt décrits eŶ détail daŶs le chapitre suivaŶt. 

Quel Ƌue soit leur ŵode de vie et leur Ŷiche écologiƋue, l’activité et la survie des Ŷéŵatodes dépeŶd 

de la préseŶce d’uŶ ŵilieu aƋueuǆ Ƌui peut se ŵatérialiser par uŶ filet d’eau daŶs le sol ou eŶcore les 

fluides corporels. 



A B

C D

Figure 2 : Syŵptôŵes au chaŵp d’infections par des néŵatodes parasites de plantes.
A. IŶfectioŶ par Pratylenchus spp. sur carottes.
B. IŶfectioŶ par Xiphineŵa spp. sur vigŶe.
C. Néŵatodes à kǇstes sur soja.
D. Meloidogyne graŵinicola sur riz.

Figure 3 : Les différents ŵodes de parasitisŵes des néŵatodes parasites racinaires.
ϭ: Néŵatodes ŵigrateurs ectoparasites. ϭA, Tylenchorhynchus duďius; ϭB, Trichodorus spp.; ϭC, 
Xiphineŵa indeǆ; ϭD, Longidorus elongates.
Ϯ: Néŵatodes sédeŶtaires ectoparasites: Criconeŵalla ǆenoplaǆ; 
ϯ: Néŵatodes ectoeŶdoparasites: Helicotylenchus spp.
ϰ: Néŵatodes ŵigrateurs eŶdoparasites: Pratylenchus spp.
5: Néŵatodes sédeŶtaires eŶdoparasites. 5A, Trophotylenchulus oďscurus; 5B, Tylenchulus
seŵipenetrans; 5C, Verutus volvingentis; 5D, Cryphodera utahensis; 5E, Rotylencholus reniforŵis; 5F, 
Heterodera spp.; 5G, Meloidogyne spp. 
Les zoŶes de ŶutritioŶs et/ou les sites de ŶutritioŶ des différeŶtes catégories  de Ŷéŵatodes  parasites 
raciŶaires soŶt égaleŵeŶt préseŶtés.
;D’aprğs SijŵoŶs et al. ϭ99ϰͿ
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2. Les nématodes parasites de plantes 

 

Les Ŷéŵatodes parasites de plaŶtes soŶt des parasites ďiotrophes oďligatoires Ƌui iŶfecteŶt 

priŶcipaleŵeŶt les raciŶes ŵais peuveŶt égaleŵeŶt attaƋuer les parties aérieŶŶes de la plaŶte 

provoƋuaŶt d’iŵportaŶt dégâts au chaŵp ;Fig. ϮͿ. Les Ŷéŵatodes parasites de plaŶtes peuveŶt se 

suďdiviser seloŶ leur ŵode de parasitisŵe : ecto- ou eŶdoparasites, ŵigrateurs ou sédeŶtaires ;Fig. 

ϯͿ. Les différeŶts cas de Figures soŶt préseŶtés ci-dessous :  

Les néŵatodes ectoparasites ;ecto- : à l’eǆtérieurͿ resteŶt à l’eǆtérieur des raciŶes et se ŶourrisseŶt 

depuis le sol eŶ iŶséraŶt leur stǇlet géŶéraleŵeŶt daŶs les couches cellulaires les plus eǆterŶes de la 

raciŶe. Les ectoparasites ŵigrateurs s’aliŵeŶteŶt le loŶg de la raciŶe ;e.g. Macrotrophurus, 

TylenchorhynchusͿ alors Ƌue les ectoparasites sédeŶtaires poŶctioŶŶeŶt la raciŶe à partir d’uŶ site 

spécifiƋue ;e.g. RotylenchusͿ. Outre le prélğveŵeŶt répété de ŶutriŵeŶts, les Ŷéŵatodes 

ectoparasites ŵigrateurs soŶt capaďles de provoƋuer des dégâts secoŶdaires du fait de la 

traŶsŵissioŶ de virus, coŵŵe les virus du court Ŷoué de la vigŶe traŶsŵis par les Ŷéŵatodes du 

geŶre Xiphineŵa spp. ;X. indeǆ et X. diversicaudatuŵͿ ;Fig ϭD et ϮBͿ. 

Les néŵatodes endoparasites ;endo : à l’iŶtérieurͿ réaliseŶt l’esseŶtiel de leur cǇcle de vie à 

l’iŶtérieur de la plaŶte. Les espğces ŵigratrices ;e.g. geŶres Pratylenchus et HirshŵanniellaͿ se 

ŶourrisseŶt au seiŶ du sǇstğŵe raciŶaire ou des parties aérieŶŶes alors Ƌue les Ŷéŵatodes 

eŶdoparasites sédeŶtaires oŶt uŶ coŵporteŵeŶt parasitaire coŵpleǆe. Ils soŶt capaďles d’iŶduire la 

forŵatioŶ d’uŶ site Ŷourricier à partir duƋuel ils s’aliŵeŶteŶt eŶ coŶtiŶu ;e.g. Meloidogynidae, 

Heteroderinae, NaccoďusͿ. 

Les Ŷéŵatodes eŶdoparasites et ectoparasites de plaŶtes se ŶourrisseŶt à partir de la plaŶte grâce à 

uŶe piğce ďuccale appelée le stǇlet leur perŵettaŶt de perforer la paroi cellulaire des cellules 

végétales et d’aspirer le coŶteŶu cellulaire ;Fig. ϰͿ. Ils peuveŶt égaleŵeŶt iŶjecter daŶs les tissus de la 

plaŶte, via ce stǇlet, des ŵolécules sǇŶthétisées daŶs les glaŶdes œsophagieŶŶes. 

La phǇlogéŶie des Ŷéŵatodes préseŶtée eŶ Figure 5 se réfğre à l’arďre phǇlogéŶétiƋue ďasé sur la 

séƋueŶce ADN de la plus petite sous uŶité du riďosoŵe étaďlit par vaŶ MegeŶ et al. ;ϮϬϬ9Ϳ. Cet arďre 

phǇlogéŶétiƋue coŶtieŶt ϭϮ clades. La capacité à parasiter des végétauǆ est apparue 

iŶdépeŶdaŵŵeŶt daŶs trois clades : les TǇleŶchoŵorpha, les DorǇlaiŵoda et les TriploŶchida 

;HolterŵaŶ et al., ϮϬϬϲͿ ;Fig 5AͿ. Les ordres des DorǇlaiŵoda ;e.g. faŵille des LoŶgidoridae, geŶre 

XiphineŵaͿ et des TriploŶchida ;e.g. faŵille des Trichidoridae, geŶre TrichodorusͿ Ŷe coŵpreŶŶeŶt 

Ƌue des Ŷéŵatodes ectoparasites. Les TǇleŶchoŵorpha coŵpreŶŶeŶt la ŵajorité des espğces de 



Figure ϱ : Schéŵa général de l’évolution du phyluŵ Neŵatoda ďasée sur la séƋuence ADN de la
petite sous unité riďosoŵiƋue.
A. Les ligŶées ŵajeures coŶteŶaŶt les Ŷéŵatodes parasites de plaŶtes soŶt représeŶtées par les cadres
eŶ poiŶtillés ;TǇleŶchoŵorpha, DorǇlaiŵida, TriploŶchidaͿ. L’ordre des TǇleŶchoŵorpha est
proďaďleŵeŶt uŶ groupe polǇphǇlétiƋue car il iŶclut les ŵeŵďres du clade ϭϮ et les ApheleŶchoididae,
uŶe faŵille du clade ϭϬ. ;D’aprğs HolterŵaŶ et al. ϮϬϬϲͿ
B. EvolutioŶ des ŵodes de parasitisŵe chez les TǇleŶchoŵorpha associée a l’arďre phǇlogéŶétiƋue ďasé
sur les séƋueŶces ADN de la petite sous uŶité riďosoŵiƋue .;D’aprğs de Bert et al. ϮϬϬϴ et HolterŵaŶ et
al. ϮϬϬ9Ϳ.

Figure 4 : Stylet de néŵatodes parasites de plantes ;Meloidogyne arenariaͿ.
Le stǇlet est uŶ orgaŶe Ƌui perŵet auǆ Ŷéŵatodes parasites de plaŶtes de sécréter des ŵolécules
daŶs la cellule végétale ŵais égaleŵeŶt de poŶctioŶŶer du coŶteŶu cellulaire pour sa ŶutritioŶ.
;Source: UŶiversitǇ of califorŶia agriculture aŶd Ŷatural resourcesͿ

stǇlet

A B
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Ŷéŵatodes parasites de plaŶtes et coŵpreŶd des Ŷéŵatodes eŶdo- ou ectoparasites, ŵigrateurs ou 

sédeŶtaires, parasites des parties foliaires ou, priŶcipaleŵeŶt, des raciŶes ;Fig 5BͿ. Je ŵ’iŶtéresserai 

par la suite plus particuliğreŵeŶt au groupe des Heteroderidae. Ce groupe de Ŷéŵatodes 

eŶdoparasites sédeŶtaires iŶclue les espğces respoŶsaďles de pertes ŵajeures eŶ agriculture. Leur 

iŵpact écoŶoŵiƋue a justifié le développeŵeŶt de Ŷoŵďreuǆ projets de recherche afiŶ de ŵieuǆ 

coŵpreŶdre leur ďiologie et les ŵécaŶisŵes Ƌui régisseŶt l’étaďlisseŵeŶt du parasitisŵe. 

2.1. Les nématodes endoparasites sédentaires : les Heteroderidae. 

 

Le groupe des Heteroderidae coŵpreŶd deuǆ sous-faŵilles : ϭͿ Les HeteroderiŶae 

représeŶtés par les Ŷéŵatodes à kǇstes des geŶres Heterodera spp, Gloďodera spp, Cactodera spp et 

Punctodera spp et ϮͿ les MeloidogǇŶiŶae Ƌui coŵpreŶŶeŶt les Ŷéŵatodes à galles du geŶre 

Meloidogyne spp. ;De LeǇ & Blaǆter, ϮϬϬϮ; Escoďar & FeŶoll, ϮϬϭ5Ϳ. L’eŶseŵďle des espğces des 

Heteroderidae oŶt la capacité d’iŶduire la forŵatioŶ de sites Ŷourriciers daŶs les raciŶes iŶfestées 

perturďaŶt la circulatioŶ de la sğve ;Fig. ϲͿ et provoƋuaŶt des sǇŵptôŵes sur la plaŶte tels Ƌu’uŶe 

réductioŶ de la croissaŶce de la plaŶte iŶfestée, uŶe chlorose des feuilles, uŶ reŶdeŵeŶt fruitier plus 

faiďle et uŶ affaiďlisseŵeŶt géŶéralisé des parties aérieŶŶes. La détectioŶ de la préseŶce d’uŶe 

iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes parasites raciŶaires et ŶotaŵŵeŶt les Heteroderidae est souveŶt difficile 

d’uŶe part eŶ raisoŶ de la localisatioŶ raciŶaire des sǇŵptôŵes caractéristiƋues et d’autre part eŶ 

raisoŶ des sǇŵptôŵes aérieŶs Ƌui peuveŶt s’appareŶter à uŶe careŶce ŶutritioŶŶelle ou uŶ stress 

aďiotiƋue. 

2.1.1. Les nématodes à galles  

 

Les MeloidogǇŶiŶae ou « Ŷéŵatodes à galles » représeŶtés par le geŶre Meloidogyne ;Fig. 

7AͿ coŵpreŶŶeŶt eŶ ϮϬϭϯ, 9ϴ espğces réparties sur toute la surface ŵoŶdiale ;JoŶes et al., ϮϬϭϯͿ. Le 

sigŶe visiďle de l’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes à galles est l’apparitioŶ de reŶfleŵeŶts au Ŷiveau du 

sǇstğŵe raciŶaire, appelés galles, téŵoigŶaŶt du développeŵeŶt du site Ŷourricier ;Fig. ϲͿ. Les 

Ŷéŵatodes à galles oŶt uŶe trğs large gaŵŵe d’hôtes, coŵpreŶaŶt plus de 55ϬϬ espğces iŶcluaŶt la 

Ƌuasi-totalité des espğces cultivées eŶ particulier les espğces des cultures ŵaraichğres et fruitiğres 

;Blok et al., ϮϬϬϴͿ. Parŵi les Ŷéŵatodes à galles certaiŶes espğces soŶt eǆtrġŵeŵeŶt polǇphages 

alors Ƌue d’autres préseŶteŶt uŶ spectre d’hôtes réduit. De plus ces Ŷéŵatodes peuveŶt se 

reproduire par reproductioŶ seǆuée, par parthéŶogéŶğse ŵitotiƋue stricte ou par parthéŶogéŶğse 

ŵéiotiƋue facultative ;MoeŶs et al., ϮϬϭϭͿ. La parthéŶogéŶğse ŵitotiƋue stricte coŶsiste eŶ uŶe 

seule divisioŶ cellulaire ŶoŶ réductioŶŶelle avec ŵaiŶtieŶ du Ŷoŵďre de chroŵosoŵes. Lors de la 

parthéŶogéŶğse ŵéiotiƋue facultative, les ovules peuveŶt ġtre fécoŶdés par le ŵâle et daŶs le cas 



Figure ϲ : Syŵptôŵes racinaires d’une infection par les néŵatodes endoparasites sédentaires
A. RaciŶe de toŵate iŶfectée par M. incognita
B. RaciŶe de coŶcoŵďre iŶfectée par M. incognita
C. RaciŶe de haricot iŶfectée par M. incognita
D. RaciŶe de carotte iŶfectée par H. carotae
Les flğches poiŶteŶt les sǇŵptôŵes raciŶaires ;gallesͿ.

A B DC

A B

Figure ϳ : Néŵatodes à galles ;à gaucheͿ et à kystes ;à droiteͿ
A. Larve de M. incognita ;photo de Dr. D. M. Bird, NC State UŶiversitǇ, Dept. of PlaŶt PathologǇͿ
B. Larve d’ H. schachtii
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coŶtraire la ŵéiose est dite ŵodifiée avec aďseŶce de la secoŶde divisioŶ ŵéiotiƋue. EŶ théorie la 

reproductioŶ seǆuée perŵet uŶe plus graŶde adaptatioŶ auǆ chaŶgeŵeŶts eŶviroŶŶeŵeŶtauǆ alors 

Ƌue la reproductioŶ parthéŶogéŶétiƋue perŵet uŶe reproductioŶ plus rapide daŶs uŶ 

eŶviroŶŶeŵeŶt staďle ;CastagŶoŶe-SereŶo et al., ϮϬϭϯͿ. Il est iŶtéressaŶt de reŵarƋuer Ƌue la 

corrélatioŶ eŶtre reproductioŶ et gaŵŵe d’hôtes chez les Ŷéŵatodes à galles Ŷe suit pas ces rğgles 

théoriƋues. AiŶsi, sur 5ϰ espğces décrites par JepsoŶ ;ϭ9ϴ7Ϳ, ϯϮ espğces oŶt uŶ spectre d’hôtes liŵité 

à uŶe seule sous-classe de plaŶtes, e.g. M. pinus restreiŶt auǆ espğces du geŶre Pinus spp. Ces 

espğces de Meloidogyne à « hôte spécifiƋue » oŶt uŶe reproductioŶ de tǇpe seǆuée oďligatoire 

;aŵphiŵictieͿ. Plusieurs espğces tels M. hapla et M. chitǁoodi peuveŶt se reproduire par 

reproductioŶ seǆuée ou par parthéŶogeŶğse ŵéiotiƋue ;parthéŶogeŶğse ŵéiotiƋue facultativeͿ. Les 

espğces de Meloidogyne coŵŵe M. arenaria, M. incognita et M. javanica se reproduiseŶt par 

pathogéŶğse ŵitotiƋue stricte ;les ŵâles Ŷe participeŶt pas à la reproductioŶͿ. Ces trois espğces 

ŵajeures préseŶteŶt uŶe large gaŵŵe d’hôtes et soŶt respoŶsaďles de 9Ϭ% des dégâts causés au 

Ŷiveau ŵoŶdial ;TriaŶtphǇllou, ϭ9ϴ5Ϳ.  

2.1.2. Les nématodes à kystes 

 

Les Ŷéŵatodes à kǇstes soŶt sous divisés eŶ ϴ geŶres : Heterodera, Gloďodera, Cactodera, 

Punctodera, Betulodera, Paradolichodera et Vittatidera ;TurŶer & SuďďotiŶ, ϮϬϭϯͿ ;Fig. 7BͿ. 

NéaŶŵoiŶs les geŶres les plus iŵportaŶts du poiŶt de vue agroŶoŵiƋue soŶt les geŶres Heterodera 

spp. coŵpreŶaŶt ϴϮ espğces et Gloďodera spp. coŵpreŶaŶt ϭϮ espğces. Les priŶcipales espğces 

étudiées soŶt Heterodera schachtii ;parasite de la ďetteraveͿ, H. glycines ;parasite du sojaͿ, 

Gloďodera rostochiensis et G. pallida ;parasites de la poŵŵe de terreͿ. Le spectre d’hôte des 

Ŷéŵatodes à kǇstes varie seloŶ les espğces. Steele ;ϭ9ϲ5Ϳ oŶt testé 5ϯ5 plaŶtes parŵi lesƋuelles Ϯϭϴ 

plaŶtes soŶt des plaŶtes hôtes d’H. schachtii. UŶ Ŷoŵďre iŵportaŶt d’hôtes soŶt retrouvés daŶs la 

faŵille des Brassicaceae et Chenopodiaceae puisƋu’eŶviroŶ ϴϬ % de ces deuǆ faŵilles soŶt des hôtes 

des Ŷéŵatodes à kǇstes.  

2.2. Le cycle biologique des Heteroderidae  

 

La durée du cǇcle de développeŵeŶt des Ŷéŵatodes à galles peut varier eŶtre ϮϬ et ϰϬ jours, 

seloŶ les facteurs eŶviroŶŶeŵeŶtauǆ tels Ƌue la teŵpérature, la Ŷature du sol et de l’espğce de 

plaŶte hôte ;RohiŶi et al., ϭ9ϴϲͿ. Le cǇcle ďiologiƋue des Ŷéŵatodes à galles se coŵpose d’uŶe phase 

eǆophǇte ;eŶ dehors de la raciŶeͿ et uŶe phase eŶdophǇte ;à l’iŶtérieur de la raciŶeͿ ;Fig. ϴͿ. Le cǇcle 

déŵarre avec la phase eǆophǇte où les larves juvéŶiles de ϭer stade ;JϭͿ eŶroulées daŶs l’œuf 

effectueŶt uŶe preŵiğre ŵue eŶ larves de secoŶd stade ;JϮͿ liďres daŶs le sol. Les œufs écloseŶt et 



Figure ϴ: Cycle de vie du néŵatode phytoparasite Meloidogyne incognita.
L’eŵďrǇogéŶğse daŶs l’oeuf se poursuit avec le développeŵeŶt des larves de preŵier ;JϭͿ ;AͿ. L’éclosioŶ
des œufs éclos liďğreŶt des larves de secoŶd stade ;JϮͿ daŶs le sol, le seul stade liďre daŶs le cǇcle de vie
avaŶt d’iŶfecter uŶe autre plaŶte ;BͿ. PréseŶtes daŶs le sol, les JϮ péŶğtreŶt daŶs la raciŶe au Ŷiveau de
la zoŶe d’éloŶgatioŶ ;CͿ puis ŵigreŶt de ŵaŶiğre iŶtercellulaire ;DͿ jusƋu’à l’apeǆ pour eŶsuite reŵoŶter
daŶs le cǇliŶdre vasculaire. Au Ŷiveau de la zoŶe de différeŶciatioŶ de la raciŶe, le Ŷéŵatode ;NͿ va se
sédeŶtariser et iŶduire la dédifféreŶciatioŶ de 5 à 7 cellules vasculaires eŶ cellules géaŶtes ;*Ϳ
ŵultiŶucléées, et hǇperŵétaďoliƋues ;EͿ. Les JϮ voŶt s’aliŵeŶter à partir ce site Ŷourricier puis effectuer
des ŵues successives eŶ Jϯ ;FͿ, Jϰ ;GͿ et adulte feŵelle ;HͿ. Les Jϰ peuveŶt se développer eŶ ŵâles ;IͿ et
ŵigrer eŶ dehors de la raciŶe. Ses ŵâles Ŷe participeŶt pas à la reproductioŶ. Les feŵelles adultes
piriforŵes poŶdeŶt des œufs à la surface de la raciŶe. Barre: ϮϬµŵ.
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liďğreŶt les JϮ Ƌui soŶt alors attirées vers le sǇstğŵe raciŶaire de la plaŶte hôte, proďaďleŵeŶt grâce 

à la perceptioŶ d’eǆsudats raciŶaires ;Teillet et al., ϮϬϭϯ; WilliaŵsoŶ & ČepulǇtė, ϮϬϭ7Ϳ Ƌu’ils 

perçoiveŶt grâce auǆ aŵphides ;MoeŶs et al., ϮϬϭϭͿ. La phase eŶdophǇte déŵarre avec la 

péŶétratioŶ des JϮ au Ŷiveau de la zoŶe d’éloŶgatioŶ de la raciŶe Ƌui est suivie par uŶe étape de 

ŵigratioŶ iŶtercellulaire au travers des tissus raciŶaires. La péŶétratioŶ et la ŵigratioŶ s’effectueŶt 

par des ŵoǇeŶs ŵécaŶiƋues et eŶzǇŵatiƋues. Le stǇlet perŵet de pousser et séparer la laŵelle 

ŵoǇeŶŶe Ƌui ciŵeŶte les cellules végétales et des eŶzǇŵes de dégradatioŶ de la paroi ;cellulases, 

eŶdoǆǇlaŶases, pectate-lǇases et polǇgalacturoŶasesͿ produites par les glaŶdes œsophagieŶŶes et 

sécrétées daŶs l’apoplaste par le stǇlet ;Fig. 9Ϳ perŵetteŶt égaleŵeŶt de fragiliser la structure 

pariétale ;Davis et al., ϮϬϭϭ; MoeŶs et al., ϮϬϭϭ; Wieczorek et al., ϮϬϭϰͿ. Les Ŷéŵatodes Ŷe ŵigreŶt 

pas directeŵeŶt daŶs le cǇliŶdre ceŶtral proďaďleŵeŶt eŶ raisoŶ de la préseŶce de l’eŶdoderŵe à 

cadres de CasparǇ Ƌui oppose uŶe trop graŶde résistaŶce. Les JϮ ŵigreŶt doŶc jusƋu’à l’apeǆ 

raciŶaire et effectueŶt deŵi-tour pour eŶtrer daŶs le cǇliŶdre ceŶtral et ŵigrer jusƋu’à la zoŶe de 

différeŶciatioŶ où ils sélectioŶŶeŶt ciŶƋ à sept cellules vasculaires afiŶ d’iŶduire uŶ site Ŷourricier 

perŵaŶeŶt. Les JϮ iŶjecteŶt via le stǇlet au seiŶ de ces cellules uŶ cocktail de ŵolécules sǇŶthétisées 

daŶs les glaŶdes œsophagieŶŶes. Ces ŵolécules coŶstitueŶt le sigŶal Ƌui va eŶtraiŶer de profoŶdes 

ŵodificatioŶs ŵorphologiƋues : les cellules ciďlées voŶt eŶtrer à Ŷouveau daŶs le cǇcle cellulaire et 

suďir plusieurs divisioŶs Ŷucléaires saŶs cǇtokiŶğse et deveŶaŶt aiŶsi ŵultiŶucléées, hǇpertrophiées 

et ŵétaďoliƋueŵeŶt actives. Ces cellules soŶt appelées cellules géaŶtes et coŶstitueŶt le site 

Ŷourricier. De plus, les cellules situées autour des cellules géaŶtes et du Ŷéŵatode voŶt se diviser par 

ŵitose classiƋue s’adaptaŶt à l’élargisseŵeŶt du site Ŷourricier ;Berg et al., ϮϬϬϴͿ. L’eŶseŵďle de ces 

ŵécaŶisŵes aďoutit à uŶe déforŵatioŶ de la raciŶe appelée « galle », sǇŵptôŵe caractéristiƋue de 

l’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes du geŶre Meloidogyne ;Fig. ϭϬͿ. Les JϮ voŶt puiseŶt alors les ŶutriŵeŶts 

Ŷécessaires à leur développeŵeŶt à partir de ce site Ŷourricier eŶ poŶctioŶŶaŶt grâce au stǇlet le 

coŶteŶu des cellules géaŶtes, et réaliser trois ŵues coŶsécutives ;Jϯ, Jϰ et le stade adulteͿ ;Leǁis & 

Pérez, ϮϬϬϰͿ. Les feŵelles piriforŵes oŶt uŶ voluŵe 5ϬϬ fois supérieur à celui des JϮ et poŶdeŶt leurs 

œufs daŶs uŶe ŵatrice gélatiŶeuse protectrice à l’eǆtérieur de la raciŶe ;SharoŶ & Spiegel, ϭ99ϯͿ. EŶ 

coŶditioŶs défavoraďles, des iŶdividus ŵâles peuveŶt se développer. Ils ŵigreŶt alors eŶ dehors de la 

raciŶe et Ŷe joueŶt pas de rôle daŶs la reproductioŶ des espğces parthéŶogéŶétiƋues strictes coŵŵe 

M. incognita ;CastagŶoŶe-SereŶo, ϮϬϬϲͿ.  

Le cǇcle de développeŵeŶt des Ŷéŵatodes à kǇstes est relativeŵeŶt siŵilaire à celui des Ŷéŵatodes 

à galles puisƋu’il est coŵposé d’uŶe phase eǆophǇte et eŶdophǇte avec uŶe étape de sédeŶtarisatioŶ 

et uŶe étape d’iŶductioŶ d’uŶe structure Ŷourriciğre. Il préseŶte cepeŶdaŶt ƋuelƋues différeŶces. Les 

eǆsudats raciŶaires iŶduiseŶt l’éclosioŶ des œufs liďéraŶt aiŶsi les JϮ daŶs le sol Ƌui péŶğtreŶt alors 



Figure 9 : Schéŵa anatoŵiƋue de la partie antérieure d ’une larve au stade J2 de Meloidogyne spp. 
;D’aprğs VaŶholŵe et al. ϮϬϬϰͿ

Cellule géaŶteNéŵatode feŵelle

XǇlğŵe

Phloğŵe

galle

A B

Figure ϭ0 : Photo et représentation 3D siŵplifiée d’une galle induite par les néŵatodes à galles.
A. Galle de toŵate iŶduite par M. incognita
B. RepréseŶtatioŶ ϯD siŵplifiée d’uŶe galle EŶ rouge la feŵelle Ŷéŵatode Ƌui a iŶitié le site
Ŷourricier coŵposés de cellules géaŶtes. ;Source: Prograŵŵe iŶvestisseŵeŶt d’aveŶir, MEDITESͿ
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daŶs la raciŶe et ŵigreŶt de façoŶ iŶtracellulaire jusƋu’à se sédeŶtariser. Les JϮ sélectioŶŶeŶt alors 

des cellules du pareŶchǇŵe vasculaire ou cortical, ou du péricǇcle pour iŶduire leur site Ŷourricier 

appelé sǇŶcǇtiuŵ suite à la sécrétioŶ de ŵolécules sǇŶthétisées par les glaŶdes œsophagieŶŶes et 

iŶjectées via le stǇlet daŶs uŶe cellule uŶiƋue ;GoliŶoǁski et al., ϭ99ϲ; Soďczak & GoliŶoǁski, ϮϬϬϴͿ. 

L’oŶtogéŶğse du sǇŶcǇtiuŵ diffğre des cellules géaŶtes puisƋu’ il se forŵe par la dégradatioŶ 

partielle des parois et la fusioŶ des cǇtoplasŵes des cellules se situaŶt autour de la cellule 

iŶitialeŵeŶt sélectioŶŶée par le Ŷéŵatode à kǇstes. Aprğs iŶductioŶ du site Ŷourricier, la larve JϮ 

ŵue eŶ Jϯ et Jϰ puis eŶ adulte. Les Jϰ ŵâles oŶt uŶe phase sédeŶtaire Jϰ plus courte Ƌue les feŵelles 

et devieŶŶeŶt ŵoďiles pour sortir de la raciŶe et réaliser la reproductioŶ seǆuée. Les feŵelles 

produiseŶt des œufs Ƌu’elles coŶserveŶt géŶéraleŵeŶt à l’iŶtérieur de leur orgaŶisŵe. LorsƋu’elles 

ŵeureŶt la cuticule des feŵelles forŵe uŶ kǇste, uŶe eŶveloppe protégeaŶt la desceŶdaŶce daŶs le 

sol, ou ďieŶ plus rareŵeŶt les feŵelles sécrğteŶt les œufs daŶs uŶe ŵasse gélatiŶeuse coŵŵe les 

Ŷéŵatodes à galles ;e.g. H. glycines, ;Niďlack et al., ϮϬϬϲͿ.  

2.3. Les effecteurs du parasitisme des nématodes à galles 

 

Tout au loŶg du parasitisŵe, les Ŷéŵatodes sécrğteŶt des ŵolécules daŶs les raciŶes Ƌui voŶt 

favoriser la ŵigratioŶ et participer à l’iŶductioŶ du site Ŷourricier. Le terŵe d’effecteur est utilisé trğs 

largeŵeŶt par les chercheurs travaillaŶt sur les iŶteractioŶs plaŶtes-ďioagresseurs. Il est défiŶi 

coŵŵe « toutes les ŵolécules des ageŶts pathogğŶes / parasites sécrétées daŶs l’hôte, Ƌui ŵodifieŶt 

la structure et/ou la foŶctioŶ de la cellule hôte et Ƌui favoriseŶt le parasitisŵe ;HogeŶhout et al., 

ϮϬϬ9Ϳ. L’ideŶtificatioŶ des effecteurs du Ŷéŵatode, et de leurs ciďles végétales, facteurs esseŶtiels 

pour le Ŷéŵatode pour iŶfecter l’hôte, ouvre les possiďilités au développeŵeŶt de Ŷouvelles 

approches de ŵéthode de coŶtrôles des Ŷéŵatodes à galles. Les effecteurs de Ŷéŵatodes soŶt 

produits daŶs des orgaŶes de sécrétioŶ. Ils soŶt aiŶsi produits soit par les trois glaŶdes 

œsophagieŶŶes puis sécrétés daŶs la plaŶte hôte via le stǇlet soit par les aŵphides ou les glaŶdes 

rectales ;Fig. 9Ϳ. DifféreŶtes stratégies oŶt été développées pour ideŶtifier et caractériser des 

effecteurs caŶdidats, leur foŶctioŶ ďiologiƋue et les processus de la plaŶte Ƌu’ils ŵaŶipuleŶt. A 

l’heure actuelle, les foŶctioŶs et/ou ciďles végétales de plusieurs effecteurs de Ŷéŵatodes à galles 

oŶt été caractérisées ;TruoŶg et al., ϮϬϭ5Ϳ. EŶ revaŶche, à ce jour, la sécrétioŶ in planta Ŷ’a été 

étaďlie Ƌue pour ƋuelƋues caŶdidats. Aprğs uŶe préseŶtatioŶ des stratégies d’ideŶtificatioŶ des 

effecteurs des Ŷéŵatodes à galles, je détaillerai le rôle de ces ŵolécules lors des différeŶtes étapes 

de l’iŶfectioŶ : la péŶétratioŶ et la ŵigratioŶ, la suppressioŶ des défeŶses de la plaŶte et l’iŶitiatioŶ et 

le ŵaiŶtieŶ du site Ŷourricier ;Aďad & WilliaŵsoŶ, ϮϬϭϬ; KaŶdoth & Mitchuŵ, ϮϬϭϯͿ. 
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2.3.1 Stratégies d’identification d’effecteurs 

 

Trois stratégies oŶt été priŶcipaleŵeŶt utilisées pour ideŶtifier des caŶdidats effecteurs du 

pouvoir pathogğŶe des Ŷéŵatodes à galles: les études à l’échelle du protéoŵe ;des protéiŶes 

sécrétéesͿ, du traŶscriptoŵe et du géŶoŵe. L’aŶalǇse foŶctioŶŶelle des effecteurs est liŵitée par la 

difficulté d’étude des Ŷéŵatodes à galles Ƌui Ŷe soŶt pas traŶsforŵaďles géŶétiƋueŵeŶt. UŶe 

preŵiğre approche origiŶale d’ideŶtificatioŶ a été réalisée eŶ criďlaŶt uŶ paŶel d’aŶticorps 

ŵoŶocloŶauǆ pour détecter des protéiŶes préseŶtes daŶs les sécrétioŶs ou orgaŶes de sécrétioŶs du 

Ŷéŵatode. Cette stratégie a perŵis d’ideŶtifier les preŵiğres protéiŶes ou glǇcoprotéiŶes 

poteŶtielleŵeŶt sécrétées chez les Ŷéŵatodes à galles ;Davis et al., ϭ99ϮͿ. Elle a perŵis 

l’ideŶtificatioŶ d’uŶe preŵiğre eŶzǇŵe de dégradatioŶ de la paroi des plaŶtes chez les Ŷéŵatodes à 

kǇstes, uŶe β-ϭ,ϰ-eŶdoglucaŶase ;SŵaŶt et al., ϭ99ϴͿ. Le développeŵeŶt d’uŶe Ŷouvelle procédure 

d’étude directe des sécrétioŶs salivaires reposaŶt sur l’utilisatioŶ d’uŶ ŶeurostiŵulaŶt, le résorciŶol, 

et l’aŶalǇse de protéiŶes par électrophorğse ϮD et ŵicroséƋueŶçage ;Jauďert et al., ϮϬϬϰͿ a perŵis 

d’ideŶtifier sept protéiŶes aďoŶdaŶtes daŶs les sécrétioŶs de M. incognita doŶt uŶe calréticuliŶe et 

uŶe protéiŶe ϭϰ-ϯ-ϯ ;Jauďert et al., ϮϬϬϮď, ϮϬϬϰͿ. Le sécrétoŵe de M. incognita a égaleŵeŶt été 

eǆploré par chroŵatographie liƋuide couplée à uŶe aŶalǇse par spectroŵétrie de ŵasse et 

perŵettaŶt l’ideŶtificatioŶ de ϰϴϲ protéiŶes sécrétées ;Bellafiore et al., ϮϬϬϴͿ. 

Les approches traŶscriptoŵiƋues oŶt ciďlé daŶs uŶ preŵier teŵps les glaŶdes œsophagieŶŶes. Des 

cellules de glaŶdes œsophagieŶŶes ŵicroaspirées oŶt été utilisées pour géŶérer des ďaŶƋues d’ADNc 

Ƌui oŶt alors été séƋueŶcées. Cette approche a perŵis d’ideŶtifier de Ŷoŵďreuǆ gğŶes caŶdidats 

effecteurs ;HuaŶg et al., ϮϬϬϯ; Davis et al., ϮϬϬϰa, ϮϬϬϴͿ. L’aŶalǇse des ADNc des glaŶdes couplée à 

l’étude de la localisatioŶ tissulaire de ces traŶscrits par hǇďridatioŶ in situ et à la prédictioŶ de 

peptide sigŶal de sécrétioŶ a aiŶsi perŵis d’ideŶtifier ϯ7 gğŶes codaŶt pour des protéiŶes 

poteŶtielleŵeŶt sécrétées doŶt les traŶscrits soŶt localisés daŶs les glaŶdes œsophagieŶŶes 

suďveŶtrales ;ϭϯ cloŶesͿ ou daŶs la glaŶde dorsale ;Ϯϰ cloŶesͿ chez M. incognita ;HuaŶg et al., ϮϬϬϯͿ. 

De plus, l’aŶalǇse d’ADNc de glaŶdes œsophagieŶŶes de M. javanica a perŵis l’ideŶtificatioŶ d’uŶe 

chorisŵate ŵutase et d’uŶe pectate lǇase ;Laŵďert et al., ϭ999; DoǇle & Laŵďert, ϮϬϬϮͿ. Ces 

aŶalǇses oŶt été coŵplétées par différeŶtes approches d’aŶalǇses d’eǆpressioŶs différeŶtielles 

coŵŵe le « cDNA AFLP » ;« aŵplificatioŶ fragŵeŶt leŶgth polǇŵorphisŵ »Ϳ ;Neveu et al., ϮϬϬϯͿ ou 

l’hǇďridatioŶ suppressive soustractive ;SSHͿ ;Duďreuil et al., ϮϬϬ7Ϳ, pour ideŶtifier des gğŶes 

différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés eŶtre les différeŶts stades de développeŵeŶt du Ŷéŵatode et 

ŶotaŵŵeŶt eŶtre les stades parasitaires et pré-parasitaires ;Davis et al., ϮϬϬϰď; Duďreuil et al., ϮϬϬ7; 

Rosso & GreŶier, ϮϬϭϭ; QueŶtiŶ et al., ϮϬϭϯͿ. EŶfiŶ réceŵŵeŶt, le développeŵeŶt des Ŷouvelles 
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générations de séquençage (NGS) a permis de réaliser le séquençage de transcriptomes complets. La 

ĐoŵďiŶaisoŶ de l’aŶalǇse in silico de doŶŶĠes NG“ issues de glaŶdes œsophagieŶŶes, de loĐalisatioŶ 

de 91 transcrits par hybridation in situ a perŵis d’ideŶtifier ϭϳ gèŶes de M. incognita codant pour des 

effecteurs putatifs eǆpriŵĠs spĠĐifiƋueŵeŶt daŶs les glaŶdes œsophagieŶŶes (Rutter et al., 2014). 

Enfin l’Ġtude des gĠŶoŵes a été développée suite au séquençage en 2008 de deux génomes de 

nématodes à galles : M. incognita et M. hapla (Abad et al., 2008; Opperman et al., 2008). L’aŶalǇse in 

silico de Đes gĠŶoŵes a perŵis l’ideŶtifiĐatioŶ de ϭϵ 212 et 16 676 gènes codant pour des protéines 

chez M. incognita et M. javanica, respectivement. Parmi les protéines chez M. incognita, 55% 

possèdent des domaines protéiques connus dont 22% sont prédites comme sécrétées (Abad et al., 

2008). UŶe ŵĠthode disĐriŵiŶaŶte a perŵis d’ideŶtifier plusieurs ŵotifs spĠĐifiƋueŵeŶt prĠseŶts 

dans les effecteurs sécrétés connus (Vens et al., 2011). Des analyses comparatives de génomes ont 

ĠgaleŵeŶt perŵis d’ideŶtifier des gèŶes prĠseŶts uŶiƋueŵeŶt Đhez les ŶĠŵatodes parasites de 

plantes (Danchin et al., 2013). La ĐoŵďiŶaisoŶ de l’Ġtude des gĠŶoŵes et de l’aŶalǇse des foŶĐtioŶs 

protĠiƋues a ŵeŶĠ à l’ideŶtifiĐatioŶ d’uŶ paŶel d’effeĐteurs putatifs Ƌui prĠseŶteŶt gĠŶéralement un 

peptide signal de sécrétion et une absence de domaine transmembranaire (Roze et al., 2007; 

Haegeman et al., 2013; Danchin et al., 2013). De plus, des analyses bioinformatiques de séquences 

protéiques ont révélé la prĠseŶĐe de sigŶal d’adressage ŶuĐlĠaire ;NL“Ϳ Đhez plusieurs protĠiŶes 

sécrétées par les nématodes à galles (Huang et al., 2003; Roze et al., 2007; Quentin et al., 2013). 

L’ideŶtifiĐatioŶ d’effeĐteurs ĐaŶdidats ĐoŶstitue la preŵière Ġtape Ƌui ŶĠĐessite d’ġtre ĐoŵplĠtĠe par 

des analyses fonctioŶŶelles afiŶ de dĠterŵiŶer le rôle de l’effeĐteur ĐaŶdidat daŶs le parasitisŵe. Les 

diffĠreŶts Đritères issus de l’aŶalǇse foŶĐtioŶŶelle perŵettaŶt de dĠterŵiŶer si uŶ effeĐteur ĐaŶdidat 

est impliqué dans le parasitisme reposent sur plusieurs analyses. La loĐalisatioŶ de l’eǆpressioŶ du 

gène candidat, e.g. par hybridation in situ de stades préparasitaires ou parasitaires, permet de 

ǀalider Ƌu’il est eǆpriŵĠ daŶs uŶ orgaŶe sĠĐrĠteur du ŶĠŵatode. La dĠteĐtioŶ de la protĠiŶe au Đours 

de l’iŶfeĐtioŶ ĐoŶstitue ensuite un élément important validant la sécrétion in planta. AfiŶ d’Ġtudier 

l’effet de l’iŶaĐtiǀatioŶ de Đes gèŶes ĐaŶdidats, il est possiďle de ŵettre eŶ plaĐe uŶe stratĠgie de 

trempage (« soaking »Ϳ des JϮ daŶs uŶe solutioŶ d’A‘N douďles ďriŶs ou de petits ARN, qui ingérés, 

par les nématodes vont induire la rĠpressioŶ du gèŶe ĐodaŶt pour l’effeĐteur. Le suĐĐès parasitaire 

des nématodes traités est eŶsuite ĠǀaluĠ. Il est ĠgaleŵeŶt possiďle d’Ġǀaluer l’iŵpaĐt de la 

surexpression ou la répression de cet effecteur en plante sur le parasitisme. L’ideŶtifiĐatioŶ de la 

Điďle ĐoŶstitue ĠgaleŵeŶt uŶe Ġtape ĐruĐiale pour dĠterŵiŶer le rôle de l’effeĐteur candidat et les 

foŶĐtioŶs ǀĠgĠtales ĐiďlĠes. “eules Ƌuatre Điďles d’effeĐteurs de ŶĠŵatodes à galles oŶt ĠtĠ 

actuellement caractérisés : Mi16D10 qui cible le facteur de transcription de type SCARECROW, Mi-

8D05V qui cible le gène TIP2 codant pour une aquaporine, Mj-TTL5 qui cible un gène codant pour une 



Figure ϭϭ : Sécrétion d’effecteurs par les néŵatodes à galles au cours des étapes de ŵigration
et d’induction des cellules géantes.
A. Schéŵa d’uŶ Ŷéŵatode sécrétaŶt des effecteurs daŶs l’espace iŶter-cellulaire lors de l’étape

de ŵigratioŶ.
B. IŵŵuŶo-détectioŶ de la protéiŶes ASPϮ et daŶs l’apoplasŵe ;Vieira et al. ϮϬϭϭͿ.
C. Schéŵa d’uŶ Ŷéŵatode sécrétaŶt des effecteurs daŶs la cellule végétale pour iŶitier ou

coŶtriďuer au ŵaiŶtieŶ de la cellule géaŶte.
D. LocalisatioŶ iŶ plaŶta de Mi-EFFϭ chez la toŵate. Le sigŶal s’accuŵule daŶs les ŶoǇauǆ des

cellules géaŶtes ;flğches rougesͿ et daŶs les glaŶdes dorsales du Ŷéŵatode ;JaouaŶŶet et al.
ϮϬϭϮͿ.

Barre d’échelle: ϭϬµŵ. *: cellules géaŶtes, N: Ŷéŵatodes, M: ŵétacorpus.
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ferredoǆiŶe ;FTRcͿ et Mc-ϭ99ϰ Ƌui ciďle uŶe papaiŶ-like cǇsteiŶ protease ;PLCPͿ ;HuaŶg et al., 

ϮϬϬϲď,a; Roze et al., ϮϬϬ7; Xue et al., ϮϬϭϯ; Davies et al., ϮϬϭ5; LiŶ et al., ϮϬϭϲͿ. Les effecteurs 

ideŶtifiés par ces différeŶtes approches peuveŶt ġtre classés eŶ foŶctioŶ de leur rôle lors de 

l’iŶfectioŶ. 

2.3.2 Les effecteurs impliqués dans la migration 

 

La paroi des cellules végétales coŶstitue la preŵiğre ďarriğre phǇsiƋue reŶcoŶtrée par les JϮ 

lors de la péŶétratioŶ et la ŵigratioŶ daŶs la raciŶe. Les Ŷéŵatodes à galles oŶt développé uŶ arseŶal 

d’eŶzǇŵes de dégradatioŶ de la paroi avec plus de ϲϬ gğŶes regroupés eŶ faŵilles ŵultigéŶiƋues 

codaŶt pour des eŶzǇŵes de dégradatioŶ et de ŵodificatioŶ des différeŶts coŵposés de la paroi 

;Aďad et al., ϮϬϬϴͿ. Parŵi les eŶzǇŵes ideŶtifiées se distiŶgueŶt les β-ϭ,ϰ-eŶdoglucaŶase ;Rosso et 

al., ϭ999; Ledger et al., ϮϬϬϲͿ, uŶe eŶdo-ϭ,ϰ-β-ǆǇlaŶase ;Mitreva-Dautova et al., ϮϬϬϲͿ, des pectates 

lǇases ;PLϯͿ, polǇgalacturoŶases ;GHϮϴͿ ;Jauďert et al., ϮϬϬϮa; HuaŶg et al., ϮϬϬ5Ϳ, des araďiŶases 

;GHϰϯͿ et protéiŶes hoŵologues auǆ eǆpaŶsiŶes ;Roze et al., ϮϬϬ7; DaŶchiŶ et al., ϮϬϭϬͿ. Ces 

eŶzǇŵes de dégradatioŶ des parois soŶt sǇŶthétisés daŶs les glaŶdes œsophagieŶŶes du Ŷéŵatode 

et sécrétées au cours de la ŵigratioŶ daŶs la raciŶe via le stǇlet ;Davis et al., ϮϬϭϭ; Vieira et al., ϮϬϭϭͿ 

;Fig. ϭϭͿ. Cette paŶoplie d’eŶzǇŵes de dégradatioŶ et de ŵodificatioŶ de la paroi perŵettrait au 

Ŷéŵatode de fragiliser le lieŶ eŶtre les cellules afiŶ de s’iŵŵiscer eŶtre celles-ci et atteiŶdre la zoŶe 

de différeŶciatioŶ cellulaire de la raciŶe. AiŶsi l’iŶhiďitioŶ par ARNi de l’eǆpressioŶ de gğŶes codaŶt 

pour des eŶzǇŵes de dégradatioŶ de la cellulose, héŵicellulose ou de la pectiŶe altğre la capacité du 

Ŷéŵatode à iŶfecter la plaŶte ;Rosso et al., ϮϬϬ9Ϳ. La possessioŶ d’uŶ vaste paŶel d’eŶzǇŵes de 

dégradatioŶ des parois des cellules végétales est uŶe caractéristiƋue siŶguliğre au seiŶ des 

ŵétazoaires. Plusieurs études oŶt ŵoŶtré des siŵilarités eŶtre les gğŶes de Ŷéŵatodes et de 

ďactéries. UŶe étude plus poussée a ŵoŶtré l’eǆisteŶce de ŵultiples évğŶeŵeŶts de traŶsferts 

horizoŶtauǆ de gğŶes de ďactéries au seiŶ du phǇluŵ Neŵatoda ;DaŶchiŶ et al., ϮϬϭϬͿ. 

2.3.3 Les effecteurs impliqués dans la suppression des réactions de défenses 

 

Chez les ageŶts pathogğŶes de plaŶtes, de Ŷoŵďreuǆ effecteurs oŶt été ideŶtifiés coŵŵe 

suppresseur des réactioŶs de défeŶses de la plaŶte ;JoŶes & DaŶgl, ϮϬϬϲͿ. C’est le cas chez les 

ďactéries où des effecteurs iŶhiďeŶt les défeŶses ďasales de la plaŶte ;e.g. AvrPto chez Pseudoŵonas 

syringae chez A. thaliana et la toŵateͿ ;Aďraŵovitch et al., ϮϬϬϲͿ. De ŵġŵe, Ƌuatre effecteurs des 

Ŷéŵatodes à galles oŶt, à l’heure actuelle, été ŵoŶtrés coŵŵe jouaŶt uŶ rôle daŶs la répressioŶ des 

défeŶses de plaŶte, la calréticuliŶe, Mcϭϭ9ϰ, MSPϰϬ et MjTTK5. 
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La calréticuline de M. incognita (Mi-C‘TͿ est l’uŶ des effeĐteurs-suppresseurs des défenses 

basales le mieux caractérisé (Jaouannet et al., 2013). La calréticuline a été détectée dans les 

sécrétions produites in vitro par induction au résorcinol (Jaubert et al., 2005). Cette protéine est 

produite daŶs les glaŶdes œsophagieŶŶes et sĠĐrĠtĠe au Đours du parasitisŵe et est uŶe des 

premières et des rares protéines de nématodes à galles dont la sécrétion in planta a été établie 

(Jaubert et al., 2005). Cette protĠiŶe s’aĐĐuŵule à l’iŶterfaĐe eŶtre le ŶĠŵatode et le site ŶourriĐier 

(Jaouannet et al., 2013). La rĠpressioŶ de l’eǆpressioŶ de la ĐalrĠtiĐuliŶe par A‘N iŶterfĠreŶĐe ;A‘NiͿ 

provoque une réduction du tauǆ d’iŶfeĐtioŶ par M. incognita (Dubreuil et al., 2007; Jaouannet et al., 

2013). De plus, la surexpression de la calréticuline de nématode in planta provoque une sensibilité 

accrue de la plante aux nématodes à galles, oomycètes et champignons pathogènes de plante. Lors 

de l’iŶfeĐtioŶ, la sureǆpressioŶ de la ĐalrĠtiĐuliŶe suppriŵe le dĠpôt de Đallose iŶduit par elfϭϴ, uŶ 

polypeptide bactérien, chez A. thaliana et rĠduit l’aĐtiǀatioŶ de gèŶes de la rĠpoŶse de dĠfeŶse 

basale (Jaouannet et al., 2013). Cette protéine semble donc agir sur les réponses de défense basale 

de la plante.  

Mc1194 est un effecteur de M. chitwoodi Đapaďle d’iŶteragir aǀeĐ la protéine RESPONSIVE TO 

DEHYDRATATION 21a (AtRD21a) (Davies et al., 2015). Cette protéine est connue pour être impliquée 

dans les défenses de la plante contre le champignon B. cinerea (Shindo et al., 2012). Les ŵutaŶts d’A. 

thaliana mutés pour le gène RD21 sont plus sensibles aux nématodes que le sauvage (Davies et al., 

2015). Néanmoins le lien entre Mc-ϭϭϵϰ et la rĠpoŶse PTI de la plaŶte Ŷ’a pas ĠtĠ dĠŵoŶtrĠ. 

‘ĠĐeŵŵeŶt l’effeĐteur MiMSP40 a ĠtĠ loĐalisĠ daŶs les Đellules des glaŶdes œsophagieŶŶes de M. 

incognita (Niu et al., 2016). MiMsp40 est conservé chez cinq espèces de Meloidogyne mais aucun 

orthologue Ŷ’a été identifié au sein des autres groupes de nématodes parasites de plante. MiMSP40 

a été localisée au niveau subcellulaire dans le cytoplasŵe et le ŶoǇau de Đellules d’oigŶoŶs 

transformées. Les plaŶtes d’A. thaliana surexprimant MiMSP40 soŶt plus seŶsiďles à l’iŶfeĐtioŶ par 

les ŶĠŵatodes à galles Ƌue les plaŶtes sauǀages. L’eǆpressioŶ par la plaŶte d’A‘Ni de MiMSP40 

altère le parasitisme et la reproduction du nématode. De plus la surexpression de MiMSP40 dans les 

plaŶtes suppriŵe le dĠpôt de Đallose iŶduit par elfϭϴ, et rĠpriŵe l’eǆpressioŶ des gèŶes ŵarƋueurs 

de la défense basale. Enfin la co-infiltration de MiMSP40 diminue la taille des lésions nécrotiques 

déclenchées par les éliciteurs des réactions de défenses spécifiques de la plante (R3a/Avr3a). Ces 

résultats suggèrent que MiMSP40 est un effecteur qui joue un rôle dans la suppression des défenses 

basales ou spécifiques pour faciliter le parasitisme du nématode.  

Enfin MjTTL5 est un effecteur de M. javanica qui code pour la transthyrétine, un peptide de 151 

acides aminés comprenant un domaine conservé de fonction inconnue (DUF290) (Lin et al., 2016). 
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MjTTL5 est exprimé spécifiquement dans les glandes subventrales de M. javanica au cours des 

premiers stades parasitaires et supprimerait les défenses de la plante. Une cible de Mj-TTl5 a été 

caractérisée : la sous uŶitĠ ĐatalǇtiƋue de la thiorĠdoǆiŶe rĠduĐtase ;AtFT‘ĐͿ. L’iŶteraĐtioŶ eŶtre 

AtFT‘Đ et MjTTLϱ augŵeŶterait ĐoŶsidĠraďleŵeŶt l’aĐtiǀitĠ de piégeage des espèces actives de 

l'oxygène de l'hôte et entraînerait une suppression des défenses basales des plantes favorisant 

l'infection par les nématodes. 

 

2.3.4 Les effecteurs impliqués dans le développement du site nourricier 

 

L’iŶitiatioŶ et le dĠǀeloppeŵeŶt du site ŶourriĐier est uŶ ĠǀĠŶeŵeŶt ĐruĐial pour le 

nématode puisque cette structure constituera sa seule source de nutriments. Ainsi la recherche 

d’effeĐteurs iŶterǀeŶaŶt lors de Đette Ġtape reprĠseŶte uŶ eŶjeu ŵajeur. Le gène 16D10 de M. 

incognita code pour un peptide de sécrétion de 13 acides aminés avec une séquence CLE-like et 

s’eǆpriŵe daŶs les glaŶdes suďǀeŶtrales des JϮ prĠparasitaires (Huang et al., 2006a). Des expériences 

de double hybride en levures ont permis de montrer que ce peptide interagit avec deux facteurs de 

transcriptions de type SCARECROW de la tomate (Huang et al., 2006a). SCARECROW est connu pour 

ġtre iŵpliƋuĠ daŶs la dĠterŵiŶatioŶ de l’ideŶtitĠ ŵĠristĠŵatiƋue et daŶs le dĠǀeloppeŵeŶt 

racinaire, deux processus qui peuvent être reliés à la formation des cellules géantes. La répression de 

l’eǆpressioŶ du gèŶe 16D10 induit une augmentation de la résistance aux nématodes à galles et sa 

surexpression in planta stimule la croissance racinaire chez Arabidopsis et chez le tabac (Huang et al., 

2006b). Ces rĠsultats ŵoŶtreŶt Ƌue l’effeĐteur ϭϲDϭϬ serait impliqué dans le pouvoir pathogène des 

ŶĠŵatodes à galles et Ƌu’il ŵodule le dĠǀeloppeŵeŶt de la plaŶte proďaďleŵeŶt à traǀers soŶ 

interaction avec les facteurs de transcription de type SCARECROW.  

Deux effecteurs de nématode à galles ont pu être démontrés comme injectés dans les cellules 

géantes et ciblant le noyau : Mi-EFF1 et Mj-NULG1a (Fig. 11) (Jaouannet et al., 2012 ; Lin et al., 2013). 

Ces deuǆ effeĐteurs prĠseŶteŶt uŶ sigŶal de sĠĐrĠtioŶ, uŶ ou deuǆ doŵaiŶes d’adressage au ŶoǇau 

(NLS) mais aucun domaine fonctionnel connu. Le gène Mi-EFF1 est surexprimé dans les glandes 

œsophagieŶŶes des larǀes parasitaires (Jaouannet et al., 2012). La protéine Mi-EFF1 a été localisée in 

planta dans le noyau de la cellule géante chez la tomate par immunolocalisation (Jaouannet et al., 

2012). Bien que le rôle de Mi-EFFϭ lors de l’iŶteraĐtioŶ reste iŶĐoŶŶue, des Điďles ǀĠgĠtales ǀieŶŶeŶt 

d’ġtre identifiées par un crible double hybride en levure (Quentin et al., non publié). La protéine Mj-

NULG1a est produite dans la glande dorsale et sa sécrétion in planta a été démontrée également 
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dans la tomate par immunolocalisation où elle est injectée dans le cytoplasme de la cellule géante 

pour s’aĐĐuŵuler daŶs le ŶoǇau (Lin et al., 2013). 

Une glycoprotéine 6D4 a été détectée comme accumulée dans les glandes subventrales et la glande 

dorsale de larves préparasitaires J2 ainsi que dans la glande dorsale et les sécrétions du stylet des 

stades sédentaires (Davis, 1992). Cette protéine est sécrétée in planta au ŵoŵeŶt de l’iŶitiatioŶ du 

site ŶourriĐier où elle s’aĐĐuŵule au Ŷiǀeau des parois des Đellules gĠaŶtes (Vieira et al., 2012). Cette 

protĠiŶe Ŷ’est pas sĠĐrĠtĠe lors de la ŵigratioŶ suggĠraŶt uŶe iŵpliĐatioŶ spĠĐifiƋue daŶs l’iŶitiatioŶ 

ou le développement du site nourricier. Sa séquence et sa fonction sont encore inconnues. 

Enfin, Xue et al., (2013) oŶt ideŶtifiĠ l’effeĐteur Mi-ϴDϬϱ produit par les glaŶdes œsophagieŶŶes de 

M. incognita. Les eǆpĠrieŶĐes d’A‘Ni dirigĠs ĐoŶtre Mi-8D05 montrent que la répression de ce gène 

iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ du tauǆ d’iŶfeĐtioŶ. Cet effecteur interagit avec une aquaporine végétale du 

toŶoplaste ;TIPϮͿ suggĠraŶt uŶ rôle daŶs l’eŶtrĠe ou la sortie d’eau et des solutĠs daŶs la ǀaĐuole et 

Ƌui pourrait faǀoriser aiŶsi l’ĠlargisseŵeŶt des Đellules gĠaŶtes. 

Les processus dans lesquels sont impliqués les effecteurs sont divers ainsi que les étapes du 

parasitisŵe daŶs lesƋuelles ils iŶterǀieŶŶeŶt. Noŵďre d’eŶtre euǆ oŶt eŶĐore des rôles ŵĠĐoŶŶus 

ŵais pourraieŶt ŶĠaŶŵoiŶs ĐoŶstituer des aĐteurs ĐruĐiauǆ de l’iŶteraĐtioŶ plaŶte-nématode. 

L’ideŶtifiĐatioŶ de leurs cibles végétales devrait permettre de mieux comprendre leur fonction dans 

la cellule géante. 

  



 



Figure ϭ2 : Les cellules géantes ďinucléées à ŵultinucléées induites par les néŵatodes à galles.
A. Cellules d’Iŵpatiens ďalsaŵina ďiŶucléées iŶduites par M. javanica ϰϴ heures aprğs iŶoculatioŶ.
Les flğches rouges iŶdiƋueŶt les ŶoǇauǆ des cellules ďiŶucléées. Les flğches Ŷoires iŶdiƋueŶt le
Ŷéŵatode ;NͿ.
;d’aprğs JoŶes aŶd PaǇŶe , ϭ97ϴͿ
B.C.D. Série de sectioŶs optiƋues de raciŶes eŶtiğres d’ A. thaliana traitées au iodure de propidiuŵ,
ŵarƋuaŶt les ŶoǇauǆ. ;D’aprğs Vieira et al. ϮϬϭϮͿ
B. Galle à Ϯ jai préseŶtaŶt des cellules géaŶtes coŶteŶaŶt deuǆ ou plusieurs ŶoǇauǆ, certaiŶes cellules
géaŶtes préseŶteŶt des divisioŶs ŵitotiƋues ;flğcheͿ
C. Galle à ϰ jai préseŶtaŶt uŶe Ŷoŵďre croissaŶt de ŶoǇauǆ daŶs des cellules géaŶtes plus
voluŵiŶeuses.
D. Galle à Ϯϭ jai coŶteŶaŶt uŶ graŶd Ŷoŵďre de cellules géaŶtes.
Les cellules géaŶtes soŶt déliŵitées par des ligŶes poiŶtillées .
N: Ŷéŵatode. Barre d’échelle = ϭϬ µŵ.

B C D
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3. De la cellule vasculaire à la cellule géante 

 

3.1. Formation : études morphologiques des cellules géantes et syncytium. 

 

Les nématodes à galles ont été décrits en tant que pathogènes de plante à partir des années 

1880. Les premières études des changements morphologiques de la plante ont été réalisées au 

milieu du 20
ème

 siècle (Christie, 1936). Des descriptions morphologiques détaillées des cellules 

géantes ont été réalisées dans les années 1960 par microscopie (Bird, 1961; Huang & Maggenti, 

1969). Le preŵier sigŶe oďserǀaďle du dĠǀeloppeŵeŶt des cellules gĠaŶtes est l’apparitioŶ de 

cellules binucléées à proximité de la tête du nématode (Fig. 12A) (Jones & Payne, 1978; Huang, 1985; 

de Almeida Engler & Favery, 2011). Ces cellules binucléées vont subir des mitoses successives sans 

cǇtokiŶğse. UŶ dĠfaut d’expaŶsioŶ du phragŵoplaste Ŷe perŵet pas uŶe sĠparatioŶ cǇtoplasŵiƋue 

des deux cellules filles (Caillaud et al., 2008b). Les cellules géantes matures peuvent ainsi présenter 

jusƋu’à uŶe ceŶtaiŶe de ŶoǇaux ;Fig. ϭϮB-D) (Jones & Payne, 1978; Huang, 1985). Chez le pois Pisum 

sativum, le nombre de noyaux dans les cellules géantes augmente rapidement entre 0 et 7 jours 

après inoculation (jai) pour atteindre environ 45 noyaux en moyenne par cellules géantes, puis cette 

augmentation ralentit entre 7 et 10 jours pour atteindre un palier à 15 jai (Starr, 1993). Le maximum 

de noyaux est atteint dans une cellule géante à 15 jai avec environ 135 noyaux. Chez la fève, la 

toŵate et la laitue, la phase d’augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďre de ŶoǇaux daŶs les cellules gĠaŶtes s’ĠteŶd 

entre 0 et 14 jai (Starr, 1993). De manière générale, les divisions nucléaires sont nombreuses entre 0 

et ϭϱ jai ŶĠaŶŵoiŶs la sǇŶthğse d’ADN coŶtiŶue d’augŵeŶter daŶs les cellules gĠaŶtes aprğs ϭϱ jai 

suggĠraŶt des phĠŶoŵğŶes d’eŶdorĠduplicatioŶ ;rĠplicatioŶ de l’ADN saŶs diǀisioŶ du ŶoǇauͿ 

(Wiggers et al., 1990; Gheysen et al., 1997; de Almeida Engler & Gheysen, 2013). Chez Arabidopsis, la 

sǇŶthğse d’ADN est trğs forte de ϭ à ϱ jai et deǀieŶt plus faiďle à ϵ et ϭϱ jai (Engler et al., 1999). Ces 

phĠŶoŵğŶes d’eŶdorĠduplicatioŶ rĠpĠtĠs eŶtraiŶeŶt l’apparitioŶ de ŶoǇaux irrĠguliers et ŵultilobés 

aiŶsi Ƌu’uŶe augŵeŶtatioŶ de la ploïdie allaŶt de Ϯ à ϲϰC (Christie, 1936; Berg et al., 2009; Escobar & 

Fenoll, 2015). 

Le ǀoluŵe des cellules gĠaŶtes augŵeŶte coŶtiŶuelleŵeŶt dğs l’iŶitiatioŶ du site Ŷourricier ;Fig. ϭ2 et 

13). Chez A. thaliana, le ǀoluŵe de la cellule gĠaŶte augŵeŶte d’uŶ facteur ϭϬϬ eŶtre ϯ et ϰϬ jai 

(Cabrera et al., 2015). A 40 jai, le diamètre des cellules géantes peut atteindre entre 100 et 500 µm 

alors Ƌu’uŶe cellule raciŶaire Ŷorŵale Ŷe ŵesure Ƌu’eŶǀiroŶ 25 µm. Les cellules géantes sont 

métaboliquement hyperactives avec un cytoplasme dense contenant un nombre important 

d’orgaŶelles ;rĠticuluŵ eŶdoplasŵiƋue, riďosoŵes, ŵitochoŶdries et appareil de GolgiͿ (Berg et al., 

2009) (Christie, 1936). La vacuole est également fragmentée en de nombreuses petites vacuoles (Fig. 



Figure ϭ3 : Forŵation des cellules géantes chez A. thaliana.
Coupes loŶgitudiŶales de raciŶes d’ A. thaliana ŶoŶ iŶoculées ;AͿ et iŶoculées par M. incognita à 7
jai ;BͿ, ϭϰ jai ;CͿ et Ϯϭ jai ;DͿ.
AstérisƋue: cellule géaŶte; C: corteǆ; E: épiderŵe; Ed: eŶdoderŵe; Ŷ: Ŷéŵatode p: péricǇcle; VC:
cǇliŶdre vasculaire. Les flğches rouges désigŶeŶt les vacuoles fragŵeŶtées. Barres d’échelle: ;AͿ
Ϯ5µŵ ;B,C,DͿ 5Ϭµŵ.
;Adapté de EŶgler et al. ϭ999 et Coelho et al. ϮϬϭ7Ϳ.

AvaŶt iŶoculatioŶ 7 jai ϭϰ jai Ϯϭ jai

B C D

DivisioŶs Ŷucléaires

CroissaŶce isotropiƋue
EŶdoréduplicatioŶ

Figure ϭ4 : Vues 3D d’une galle induite par les néŵatodes à galles
Vue eŶ rotatioŶ à ϯϲϬ° d’uŶe recoŶstructioŶ ϯD de cellules géaŶtes d’uŶ site Ŷourricier daŶs uŶe galle
d’Araďidopsis à 7 jai iŶduite par M. javanica.
ChaƋue couleur représeŶte uŶe cellule géaŶte.
;D’aprğs Caďrera et al. ϮϬϭ5Ϳ
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ϭϯCͿ et des structures s’appareŶtaŶt à des chloroplastes aiŶsi Ƌu’uŶe accuŵulatioŶ d’aŵidoŶ soŶt 

oďservées ;Ji et al., ϮϬϭϯaͿ. RéceŵŵeŶt, la recoŶstructioŶ ϯD de cellules géaŶtes a perŵis d’oďserver 

Ƌue ces cellules Ŷe soŶt pas sphériƋues ŵais oŶt uŶ aspect irrégulier avec des protuďéraŶces et des 

crevasses ;Fig. ϭϰͿ ;Caďrera et al., ϮϬϭ5Ϳ. L’élargisseŵeŶt des cellules géaŶtes iŵpliƋue égaleŵeŶt 

des ŵodificatioŶs du traŶsport des solutés et de l’eau. La préseŶce d’iŶvagiŶatioŶs de la paroi a été 

décrite daŶs les cellules géaŶtes ;JoŶes & Northcote, ϭ97ϮͿ et perŵettrait d’augŵeŶter la surface 

d’échaŶge avec les cellules adjaceŶtes des vaisseauǆ du ǆǇlğŵe et phloğŵe ;Soďczak et al., ϮϬϭϭͿ. 

Cette ŵorphologie atǇpiƋue iŵpliƋue de profoŶds chaŶgeŵeŶts daŶs l’orgaŶisatioŶ du cǇtosƋuelette 

de la cellule végétale avec uŶ réarraŶgeŵeŶt du cǇtosƋuelette d’actiŶe et de ŵicrotuďules. La 

redifféreŶciatioŶ eŶ cellules géaŶtes s’accoŵpagŶe d’uŶe réorgaŶisatioŶ des faisceauǆ et câďles 

d’actiŶe ;de Alŵeida EŶgler et al., ϮϬϬϰ; Caillaud et al., ϮϬϬϴď; de Alŵeida EŶgler & FaverǇ, ϮϬϭϭͿ. Les 

filaŵeŶts d’actiŶe apparaisseŶt plus petits, plus courts et soŶt orieŶtés de ŵaŶiğre désordoŶŶée. 

DaŶs les cellules géaŶtes, de ŵultiples fuseauǆ de ŵicrotuďules corticauǆ soŶt préseŶts ŵais ŶoŶ-

orieŶtés ;Fig. ϭ5Ϳ. AucuŶe ďaŶde préprophasiƋue Ŷ’a été oďservée et uŶ phragŵoplaste est iŶitié 

eŶtre les ŶoǇauǆ fils ŵais Ŷe se développe pas pour diviser la cellule eŶ deuǆ ;Caillaud et al., ϮϬϬϴaͿ. 

L’utilisatioŶ du taǆol, uŶ iŶhiďiteur de la dépolǇŵérisatioŶ des ŵicrotuďules, daŶs le ŵilieu de culture 

de la plaŶte hôte, eŶtraiŶe uŶ arrġt du développeŵeŶt du Ŷéŵatode ŵoŶtraŶt aiŶsi le rôle esseŶtiel 

du cǇtosƋuelette lors de l’oŶtogéŶğse et du ŵaiŶtieŶ des cellules géaŶtes ;EŶgler et al., ϭ999; de 

Alŵeida EŶgler et al., ϮϬϬϰͿ.  

Syncytiuŵ et cellules géantes : ƋuelƋues siŵilarités et différences  

Les structures Ŷourriciğres iŶduites par Ŷéŵatodes à galles et les Ŷéŵatodes à kǇstes préseŶteŶt des 

siŵilarités phéŶotǇpiƋues, eŶ particulier uŶe structure hǇpertrophiée, ŵultiŶucléée et 

hǇperŵétaďoliƋue, ŵais divergeŶt par leur oŶtogéŶğse ;Fig. ϭϲͿ. Les Ŷéŵatodes à kǇstes iŶduiseŶt 

uŶe structure ŵultiŶucléée eŶ iŶjectaŶt des sécrétioŶs du stǇlet daŶs uŶe seule cellule vasculaire. 

Cette cellule va deveŶir uŶ sǇŶcǇtiuŵ eŶ iŶcorporaŶt les cellules adjaceŶtes par uŶe dissolutioŶ des 

parois et la fusioŶ des cǇtoplasŵes ;SijŵoŶs et al., ϭ99ϰ; GruŶdler et al., ϭ99ϴͿ. Les cellules voisiŶes 

se diviseŶt et soŶt peu à peu iŶcorporées ;GruŶdler et al., ϭ99ϴͿ. Les ŶoǇauǆ et leurs Ŷucléoles 

devieŶŶeŶt plus larges ;EŶdo, ϭ97ϭ; GoliŶoǁski et al., ϭ99ϲͿ, proďaďleŵeŶt eŶ raisoŶ de 

phéŶoŵğŶes d’eŶdoréduplicatioŶ ;EŶgler et al., ϭ999Ϳ. Coŵŵe pour les cellules géaŶtes, le 

sǇŶcǇtiuŵ est ŵétaďoliƋueŵeŶt trğs actif avec uŶ cǇtoplasŵe deŶse et préseŶte uŶ Ŷoŵďre 

iŵportaŶt d’orgaŶelles ;BohlŵaŶŶ, ϮϬϭ5Ϳ. 

  



Figure ϭϱ : Réorganisation des ŵicrotuďules lors de la forŵation des cellules géantes chez A.
thaliana.
Iŵage de ŵicroscopie coŶfocale ŵoŶtraŶt la localisatioŶ des ŵicrotuďules ;vert: MDB::GFP,
Microtuďule ďiŶdiŶg doŵaiŶͿ et les ŶoǇauǆ ;oraŶge: histoŶe HϮB Ŷucléaire fusioŶŶée à la YFPͿ. DaŶs
les cellules voisiŶe des cellules géaŶtes, les ŵicrotuďules soŶt « aligŶées » daŶs le seŶs de la loŶgueur
de la cellule. N: Ŷéŵatode. * : cellule géaŶte. Barre d’échelle: ϭϬ µŵ.
;D’aprğs Caillaud et al. ϮϬϬϴďͿ.

Figure ϭϲ : Coupes de sites nourriciers induits par les néŵatodes à galles et à kystes chez A. thaliana.
Coupes loŶgitudiŶales colorées au ďleu de toluidiŶe d’uŶe raciŶe ŶoŶ iŶfectée ;AͿ d’uŶe galle ;BͿ d’uŶ
sǇŶcǇtiuŵ ;CͿ.
*: cellule géaŶte; Ŷ: Ŷeŵatode; NC, cellules voisiŶes; S, sǇŶcǇtiuŵ; UR, raciŶes ŶoŶ iŶfectée. Barre
d’échelle = 5Ϭ µŵ.
;D’aprğs Escoďar & FeŶoll, ϮϬϭ5Ϳ

A B C
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3.2. Mécanismes moléculaires de la formation des cellules géantes 

 

La coŵpréheŶsioŶ des processus de la forŵatioŶ des cellules géaŶtes repose sur l’aŶalǇse 

des ŵodificatioŶs ŵorphologiƋues de ces cellules ŵais égaleŵeŶt sur l’étude des ŵécaŶisŵes 

ŵoléculaires iŵpliƋués. La forŵatioŶ des cellules géaŶtes iŵpliƋue des chaŶgeŵeŶts au Ŷiveau 

ŵoléculaire aŶalǇsés grâce à différeŶtes approches utilisaŶt des outils de traŶsgéŶğse et des 

techŶiƋues de séƋueŶçage toujours plus perforŵaŶtes.  

L’aŶalǇse de l’eǆpressioŶ des gğŶes daŶs les cellules géaŶtes a perŵis d’ideŶtifier les ŵécaŶisŵes 

iŵpliƋués daŶs la redifféreŶciatioŶ des cellules raciŶaires eŶ cellules géaŶtes coŵŵe la ŵodificatioŶ 

de la paroi, l’hǇperactivité ŵétaďoliƋue, l’altératioŶ du cǇcle cellulaire, le reŵaŶieŵeŶt du 

cǇtosƋuelette, les réactioŶs de défeŶses, ďouleverseŵeŶt horŵoŶal. La différeŶciatioŶ des cellules 

géaŶtes est uŶ ŵodğle d’étude particuliğreŵeŶt iŶtéressaŶt pour étudier les processus 

développeŵeŶtauǆ chez les plaŶtes, eŶ particulier la différeŶciatioŶ cellulaire et la coŵpréheŶsioŶ 

des éléŵeŶts clefs du cǇcle cellulaire. Trois stratégies priŶcipales oŶt été utilisées pour ideŶtifier les 

acteurs ŵoléculaires iŵpliƋués daŶs la forŵatioŶ de la galle ou des cellules géaŶtes : l’approche dite 

« gğŶe caŶdidat », la stratégie de piégeage de proŵoteur et l’aŶalǇse de doŶŶées traŶscriptoŵiƋues.  

3.2.1. Les différentes approches utilisées pour l’identification des gènes impliqués 

dans la réponse de la plante à l’infection par les nématodes à galles 

 ͵.ʹ.ͳ.ͳ Approche gène candidat 
 

L’approche « gğŶe caŶdidat » se ďase sur l’oďservatioŶ des ŵécaŶisŵes se déroulaŶt daŶs les 

cellules géaŶtes tels Ƌue la réeŶtrée daŶs le cǇcle cellulaire, la divisioŶ Ŷucléaire, l’élargisseŵeŶt de la 

cellule, l’hǇperactivité ŵétaďoliƋue. A partir de ces oďservatioŶs le rôle de certaiŶs gğŶes déjà 

coŶŶus coŵŵe étaŶt iŵpliƋués daŶs des ŵécaŶisŵes siŵilaires a été testé daŶs la cellule géaŶte. UŶ 

eǆeŵple d’approche gğŶe caŶdidat est l’étude des gğŶes régulateurs du cǇcle cellulaire ;EŶgler et al., 

ϭ999Ϳ ou celle du facteur de traŶscriptioŶ « Lateral OrgaŶ BouŶdaries DoŵaiŶ faŵilǇ ϭϲ » LBDϭϲ. 

L’eǆpressioŶ de ce facteur de traŶscriptioŶ est régulée par l’auǆiŶe et est iŵpliƋué daŶs l’éŵergeŶce 

des raciŶes latérales ;Okushiŵa et al., ϮϬϬ7; Lee et al., ϮϬϬ9Ϳ. Il eǆiste uŶ parallğle eŶtre la forŵatioŶ 

d’uŶe raciŶe et la forŵatioŶ de la galle ďasé sur des profils d’eǆpressioŶ siŵilaires de facteurs de 

traŶscriptioŶs ;e.g. KNOX, PHANTASTICAͿ et de régulateurs du cǇcle cellulaire ;Mathesius, ϮϬϬϯͿ. De 

plus l’auǆiŶe est uŶ facteur de régulatioŶ clef causaŶt des chaŶgeŵeŶts de profil d’eǆpressioŶ des 

gğŶes au cours de l’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes ;Goverse & Bird, ϮϬϭϭͿ. Pour toutes ces raisoŶs, 

l’hǇpothğse a été faite de l’iŵplicatioŶ de LBD16 daŶs la forŵatioŶ de la galle. L’eǆpressioŶ de LBD16 



A B

Figure ϭϳ : Profil d’expression du proŵoteur de LATERAL ORGAN BOUNDARIES-DOMAIN ϭϲ
;LBDϭϲͿ dans les galles induites par M. javanica.
A. Vue géŶérale de la galle d’uŶe plaŶte portaŶt la coŶstructioŶ LBDϭϲ::GUS à ϰjai. Le sigŶal est

visiďle daŶs la galle à ϰ jai.
B. SectioŶ d’uŶe galle d’uŶe plaŶte portaŶt la coŶstructioŶ LBDϭϲ::GUS à ϰ jai.
*: cellule géaŶte
;D’aprğs Caďrera et al. ϮϬϭϰͿ
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a été détectée daŶs les cellules géaŶtes iŶduites par M. javanica et M. arenaria de ϭ jai jusƋu’à ϭϭ–ϭ5 

jai ;Fig. ϭ7Ϳ ;Caďrera et al., ϮϬϭϰďͿ. La préseŶce d’uŶ iŶhiďiteur de la voie de sigŶalisatioŶ de l’auǆiŶe 

daŶs le ŵilieu de culture, iŶduit la répressioŶ de LBD16 daŶs la galle suggéraŶt Ƌue la régulatioŶ de 

LBD16 daŶs la galle est dépeŶdaŶte de l’auǆiŶe. Il a égaleŵeŶt été ŵoŶtré Ƌue les sécrétioŶs de JϮ de 

M. incognita stiŵulées au résorciŶol iŶduiseŶt l’eǆpressioŶ de LBD16 daŶs les protoplastes de feuilles 

d’A. thaliana suggéraŶt uŶe activatioŶ du proŵoteur de LBD16 par les sécrétioŶs du Ŷéŵatode. De 

plus les ŵutaŶts d’A. thaliana perte de foŶctioŶ ;ou KO pour « kŶock-out »Ϳ du gğŶe LBD16 

préseŶteŶt uŶe réductioŶ du Ŷoŵďre de galles de ϮϬ% eŶ coŵparaisoŶ avec uŶe plaŶte sauvage 

déŵoŶtraŶt aiŶsi soŶ rôle daŶs la forŵatioŶ de la galle ;Caďrera et al., ϮϬϭϰďͿ. L’approche gğŶe 

caŶdidat est uŶe approche Ƌui a perŵis de ŵoŶtrer le rôle de Ŷoŵďreuǆ gğŶes régulateurs du cǇcle 

cellulaire daŶs la forŵatioŶ des cellules géaŶtes ;EŶgler et al., ϭ999Ϳ cepeŶdaŶt elle préseŶte 

l’iŶcoŶvéŶieŶt d’ġtre restreiŶte à l’étude de gğŶes déjà caractérisés daŶs d’autres ŵécaŶisŵes. ͵.ʹ.ͳ.ʹ Stratégie de piégeage de promoteurs 
 

La stratégie de piégeage de proŵoteurs coŶsiste à ideŶtifier des gğŶes doŶt l’eǆpressioŶ est 

spécifiƋueŵeŶt iŶduite ou répriŵée daŶs les galles eŶ coŵparaisoŶ avec des raciŶes ŶoŶ iŶfectées. 

Cette stratégie se ďase sur l’iŶsertioŶ aléatoire daŶs le géŶoŵe d’A. thaliana d’uŶ ADN de traŶsfert 

;ADN-TͿ portaŶt uŶ gğŶe rapporteur saŶs proŵoteur. L’eǆpressioŶ du gğŶe rapporteur, oďservaďle 

par uŶe réactioŶ coloriŵétriƋue, reflğte l’eǆpressioŶ d’uŶ gğŶe de la plaŶte lorsƋu’il s’iŶsğre daŶs soŶ 

proŵoteur ou eŶ phase de sa séƋueŶce. La séƋueŶce de l’ADN-T étaŶt coŶŶue, l’utilisatioŶ de PCR 

iŶverse ou d’adaptateurs perŵet d’ideŶtifier le gğŶe daŶs leƋuel s’est iŶséré l’ADN-T. Cette stratégie 

perŵet de suivre le profil d’eǆpressioŶ d’uŶ graŶd Ŷoŵďre de gğŶes au cours du développeŵeŶt de 

la galle eŶ aǇaŶt accğs auǆ collectioŶs de plaŶtes géŶérées daŶs différeŶts iŶstituts. Cette stratégie 

saŶs a priori a perŵis de caractériser eŶtre autres deuǆ gğŶes de plaŶte iŶdispeŶsaďles au 

développeŵeŶt des cellules géaŶtes : le gğŶe RPE codaŶt uŶe eŶzǇŵe clé de la voie des peŶtoses 

phosphates, la D-riďulose-5-phosphate ϯ-épiŵerase et le gğŶe MAP6ϱ-ϯ codaŶt la protéiŶe associée 

auǆ ŵicrotuďules « Microtuďule- Associated ProteiŶ ϲ5-ϯ » ;FaverǇ et al., ϭ99ϴ; Caillaud et al., 

ϮϬϬϴďͿ. La stratégie du piégeage de proŵoteur a l’avaŶtage d’ġtre saŶs a priori ŵais reste uŶe 

approche lourde daŶs la ŵise eŶ œuvre et liŵitée à ƋuelƋues plaŶtes ŵodğles.  
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3.2.1.3 Les analyses transcriptomiques 

 

Les analyses globales de transcriptomes lors de la réponse des plantes aux nématodes à 

galles ont réellement débuté avec le développement des puces à ADN ou « microarrays ». Les puces 

à ADN sont des supports sur lesquels sont fixés des sondes ADN (représentatives des gènes dont on 

cherche à étudier l'expression) auǆƋuelles ǀoŶt s’hǇďrider les ADNĐ proǀeŶaŶt de deuǆ ĠĐhaŶtilloŶs à 

comparer. Les ADNc de ces deux échantillons étant marqués par deux fluorochromes différents, cela 

permet de comparer le Ŷiǀeau d’eǆpressioŶ des gèŶes d’uŶe ĐoŶditioŶ ϭ ;e.g. raĐiŶes iŶfeĐtĠesͿ par 

rapport à une condition 2 de référence (e.g. racines non infectées). Le développement des puces à 

ADN a perŵis de Đoŵparer les profils d’eǆpressioŶ des gèŶes daŶs les galles et les racines non 

infectées par Meloidogyne spp. (Tableau 1). Cette approche a été développée principalement chez la 

plante modèle A. thaliana mais également chez la tomate et Medicago truncatula (Hammes et al., 

2005; Jammes et al., 2005; Fuller & Lilley, 2007; Schaff et al., 2007; Portillo et al., 2009, 2013; Fosu-

Nyarko et al., 2009; Barcala et al., 2010; Damiani et al., 2012; Bagnaresi et al., 2013). Il existe 

également des données chez le soja (Glycine max) et le niébé (Vigna unguiculata) (Das et al., 2010; 

Ibrahim et al., 2011; de Sá et al., 2012). Ainsi une étude chez A. thaliana infectée par M. incognita a 

montré que sur environ 22 000 gènes pour lesquels une expression a été détectée, 3373 gènes (15 

%) ont été identifiés présentent un changeŵeŶt d’eǆpressioŶ sigŶifiĐatif au Đours du dĠǀeloppeŵeŶt 

de la galle à 7 et/ou 14 jai (Jammes et al., 2005). La proportion de gènes surexprimés et réprimés est 

quasiment similaire. Fuller et al. (2007) ont identifié à 21 jai 959 gènes différentiellement régulés 

entre galles et racines saines mais observent cependant une répression de deux tiers de ces gènes. Le 

dĠǀeloppeŵeŶt plus rĠĐeŶt de Ŷouǀelles teĐhŶologies de sĠƋueŶçage haut dĠďit a perŵis d’oďteŶir 

des iŶforŵatioŶs plus Đoŵplètes et roďustes à l’ĠĐhelle du traŶsĐriptoŵe eŶtier sur les gèŶes 

différentiellement régulés au Đours de l’iŶteraĐtioŶ. EŶ partiĐulier grâĐe à la teĐhŶologie IlluŵiŶa, le 

traŶsĐriptoŵe de la rĠpoŶse de plaŶtes ŶoŶ ŵodèles à l’iŶfeĐtioŶ par Meloidogyne spp. a pu être 

analysé comme la luzerne, la cacahuète, le concombre et le bananier (Tableau 1) (Postnikova et al., 

2015; Guimaraes et al., 2015; Castañeda et al., 2017; Ye et al., 2017).  

Les méthodes de microdisseĐtioŶ laser ou de ŵiĐroaspiratioŶ oŶt perŵis d’oďteŶir le traŶsĐriptoŵe 

spécifique des cellules géantes (Portillo et al., 2009, 2013; Fosu-Nyarko et al., 2009; Barcala et al., 

2010; Damiani et al., 2012; Ji et al., 2013). L’aŶalǇse du traŶsĐriptoŵe des Đellules géantes et la 

comparaison avec celui des galles montrent que certains gènes (majoritairement ceux ayant des 

ĐhaŶgeŵeŶts faiďles d’eǆpressioŶͿ soŶt ǀisiďles uŶiƋueŵeŶt daŶs les Đellules gĠaŶtes. Ce rĠsultat 

suggère uŶe dilutioŶ des traŶsĐrits des Đellules gĠaŶtes lorsƋue l’oŶ aŶalyse le transcriptome de la 

galle entière. Cela a ainsi été observé chez A. thaliana où les galles et les cellules géantes découpées 



Figure ϭϴ: De la ŵitose à l’endocycle.
A. Le cǇcle ŵitotiƋue: les cellules eŶ phase Gϭ eŶtreŶt daŶs la phase S où l’ADN est répliƋué. Aprğs

laphase eŶ GϮ, les cellules reŶtreŶt daŶs la phase M où la ŵitose avec cǇtokiŶğse a lieu géŶéraŶt
deuǆ cellules filles. Les phases Gϭ et GϮ soŶt des phases de traŶsitioŶ peŶdaŶt lesƋuelles la
cellule croit et acƋuiert les caractéristiƋues Ŷécessaires pour fraŶchir les poiŶts de passage pour
reŶtrer eŶ phase S et M DaŶs les cellules géaŶtes, la ŵitose s’effectue saŶs cǇtokiŶğse doŶŶaŶt
lieu à la forŵatioŶ de deuǆ ŶoǇauǆ au seiŶ d’uŶe ŵġŵe cellule.

B. DaŶs l’eŶdocǇcle, la phase G et la phase S s’eŶchaîŶeŶt géŶéraŶt des cellules avec des ŶoǇauǆ
Ƌui devieŶŶeŶt polǇploides.

;D’aprğs de Alŵeida EŶgler, J., & GheǇseŶ, G. ϮϬϭϯͿ

A B

C

Figure ϭ9: Profil d’expression du proŵoteur de deux gğnes iŵpliƋués dans la régulation du cycle
cellulaire dans les galles d’A. thaliana infectées par M. incognita.
A. EǆpressioŶ de cdcϮďAt::GUS daŶs la galle à ϭ jai. ;Alŵeida-EŶgler et al. ϭ999Ϳ.
B. EǆpressioŶ de cdcϮďAt::GUS daŶs la galle à 5 jai. ;Alŵeida-EŶgler et al. ϭ999Ϳ.
C. EǆpressioŶ de cǇcϭAt::GUS daŶs la galle à ϯ jai. ;Nieďel et al. ϭ99ϲͿ.

Barre d’échelle: ϭϬϬµŵ, G: galle, Ŷ/L: Ŷéŵatode/larve.



20 

 

au laser à 3 jai partagent seulement 120 gènes sur les 1161 différentiellement exprimés dans les 

cellules géantes (Barcala et al., 2010). Enfin, La majorité des études transcriptomiques réalisent une 

comparaison entre des racines saines et des galles induites par Meloidogyne spp. Néanmoins 

ĐertaiŶes Ġtudes proposeŶt uŶe ĐoŵparaisoŶ de Đultiǀars d’uŶe ŵġŵe plaŶte ;seŶsiďles et résistants 

auǆ ŶĠŵatodes à gallesͿ eŶtre des raĐiŶes saiŶes et iŶfeĐtĠes aǀeĐ l’oďjeĐtif d’ideŶtifier d’uŶe part les 

gèŶes diffĠreŶtielleŵeŶt rĠgulĠs daŶs ĐhaƋue Đultiǀar et de Đroiser Đes doŶŶĠes afiŶ d’ideŶtifier des 

gènes qui pourraient être responsables de la résistance aux nématodes à galles (Schaff et al., 2007; 

Das et al., 2010; Petitot et al., 2017). Les données de transcriptomiques (Illumina et puces à ADN) 

Đhez diffĠreŶtes plaŶtes oŶt perŵis d͚iŶitier l’Ġtude de la ĐoŶserǀatioŶ des gènes régulés en réponse 

à l’iŶfeĐtioŶ par les ŶĠŵatodes à galles au seiŶ du règŶe ǀĠgĠtal. UŶe Ġtude Đoŵparatiǀe des 

traŶsĐriptoŵes de Đellules gĠaŶtes d’Araďidopsis et de toŵate a ŵoŶtrĠ Ƌue ϭϯ % des gèŶes 

sureǆpriŵĠs daŶs les Đellules gĠaŶtes d’Araďidopsis à 7 jai sont également surexprimés chez la 

tomate, et 55 % des gènes réprimés dans les cellules géantes chez Arabidopsis ont le même profil 

d’eǆpressioŶ daŶs les Đellules gĠaŶtes de la toŵate (Portillo et al., 2013). 

L’eŶseŵďle de Đes approĐhes a perŵis d’oďteŶir uŶ paŶoraŵa des gèŶes rĠpriŵĠs ou sureǆpriŵĠs au 

cours du développement de la galle et/ou des cellules géantes (Tableau 1). La plus part des analyses 

fonctionnelles de ces gènes ont été menées sur A. thaliana. Ces gènes ont pu être regroupés dans 

des processus biologiques comme les gènes du cycle cellulaire et du cytosquelette, les transports de 

l’eau, le ŵĠtaďolisŵe, les ŵodifiĐatioŶs de la paroi, les rĠpoŶses de dĠfeŶse et la sigŶalisatioŶ 

hormonale. 

3.2.2 Les processus biologiques impliqués dans le développement des cellules 

géantes 

 

3.2.2.1 Cycle cellulaire et cytosquelette  

 

Le ĐǇĐle Đellulaire d’uŶe Đellule ǀĠgĠtale est ĐaraĐtĠrisĠ par la phase de rĠpliĐatioŶ de l’ADN 

(phase S), la phase de mitose (phase M) et de cytokinèse (division cellulaire). Ces deux phases sont 

séparées par deux phases de croissance et de préparation de la division, les phases G1 et G2 (Fig. 18). 

L’iŶduĐtioŶ d’uŶe Đellule gĠaŶte s’aĐĐoŵpagŶe de l’aĐtiǀatioŶ du ĐǇĐle Đellulaire aǀeĐ des mitoses 

sans cytokinèse suivies de phĠŶoŵèŶes d’eŶdorĠdupliĐatioŶs ŵeŶaŶt à la prĠseŶĐe de Ŷoŵďreuǆ 

ŶoǇauǆ ŵultiloďĠs au seiŶ d’uŶe Đellule ŶourriĐière aǀeĐ diffĠreŶts Ŷiǀeauǆ de ploïdie (Starr, 1993; 

Engler et al., 1999, 2011). Les mécanismes moléculaires associés à la modification du cycle cellulaire 

daŶs les Đellules gĠaŶtes oŶt ĠtĠ ďieŶ dĠĐrits. L’aŶalǇse de ligŶĠes possĠdaŶt des gèŶes rapporteurs 

GU“ a perŵis de ŵoŶtrer l’aĐtiǀatioŶ de ŵarƋueurs de l’eŶtrĠe eŶ ŵitose ;traŶsitioŶ GϮ/MͿ tels Ƌue 



Ϯϭ 
 

les cǇcliŶes ŵitotiƋues ;CYC1At ; CYCAϮ;1 et CYCB1;1Ϳ et des gğŶes du cǇcle cellulaire « cell divisioŶ 

cǇcle » ;e.g. cdcϮa, cdcϮďͿ, au cours des stades précoces ;ϭ-ϯ jaiͿ de la forŵatioŶ des cellules géaŶtes 

d’A. thaliana ;Fig. ϭ9Ϳ ;Nieďel et al., ϭ99ϲ; EŶgler et al., ϭ999Ϳ. Ces doŶŶées oŶt été coŶfirŵées par les 

aŶalǇses de traŶscriptoŵes par puces à ADN où les gğŶes codaŶt pour des cǇcliŶes soŶt sureǆpriŵés 

daŶs les cellules géaŶtes chez A. thaliana dğs ϯ jai ;CYCA1.1, CYCAϯ.Ϯ, CYCDϯ;ϯͿ ;Barcala et al., ϮϬϭϬͿ 

et sureǆpriŵés à 7 jai chez les galles d’A. thaliana et daŶs les cellules géaŶtes chez le riz égaleŵeŶt 

;CYCDϯ;ϮͿ ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5; Ji et al., ϮϬϭϯďͿ. Les ŵarƋueurs de la traŶsitioŶ GϮ/M coŵŵe les 

kiŶases cǇcliŶe-dépeŶdaŶte ;CDKA-1 et CDK-B1Ϳ soŶt égaleŵeŶt sureǆpriŵées eŶtre Ϯ et ϯ jai daŶs 

les galles d’ A. thaliana ;Nieďel et al., ϭ99ϲ; EŶgler et al., ϭ999Ϳ. Ces résultats suggğreŶt doŶc Ƌue le 

cǇcle cellulaire est uŶ ŵécaŶisŵe iŵportaŶt pour la cellule géaŶte. Cette iŵportaŶce est coŶfirŵée 

chez A. thaliana par l’iŶhiďitioŶ de CDKA-1 par ARNi Ƌui provoƋue uŶe réductioŶ de la seŶsiďilité auǆ 

Ŷéŵatodes à galles ;VaŶ de Cappelle et al., ϮϬϬϴͿ. Alors Ƌu’à ϯ et 7 jai, les ŵarƋueurs du cǇcle 

cellulaire soŶt sureǆpriŵés, les aŶalǇses de traŶscriptoŵe des galles d’A. thaliana iŶduites par M. 

incognita ŵoŶtreŶt Ƌu’à ϭϰ jai les gğŶes codaŶt pour la CDK CKSϮ et la CYCDϯ.Ϯ Ŷe soŶt plus 

sureǆpriŵés ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5Ϳ. Les gğŶes KIP RELATED PROTEINS ;KRPͿ, iŶhiďiteur des CDK oŶt 

été ŵoŶtrés coŵŵe iŵpliƋués daŶs le développeŵeŶt des cellules géaŶtes. La sureǆpressioŶ de 

KRP1 et KRPϮ iŶduit uŶe défaillaŶce de la ŵitose et uŶ arrġt de la divisioŶ des cellules adjaceŶtes et 

la forŵatioŶ de galles de petites tailles ;Vieira et al., ϮϬϭϯͿ. La sureǆpressioŶ de KRPϮ et KRPϱ 

provoƋueŶt égaleŵeŶt le développeŵeŶt de galles plus petites ;Coelho et al., ϮϬϭ7Ϳ. Au coŶtraire la 

sureǆpressioŶ de KRP6 a uŶ effet aŶtagoŶiste et proŵeut l’activité ŵitotiƋue de la cellule géaŶte. EŶ 

coŶséƋueŶce, les ŵutaŶts d’iŶsertioŶ krp6 préseŶteŶt des galles plus petites ;Vieira et al., ϮϬϭϰͿ. 

UŶ set de gğŶes du cǇcle cellulaire a été ŵoŶtré coŵŵe iŵpliƋué daŶs le ŵécaŶisŵe 

d’eŶdoréduplicatioŶ daŶs les cellules géaŶtes d’A. thaliana iŶduites par le Ŷéŵatode à galles M. 

incognita : CELL CYCLE SWITCH ϱϮA1 ;CCSϱϮA1Ϳ, CCSϱϮB, DP-EϮF LIKE 1 ;DEL1Ϳ et ROOT HAIRLESS 1 

;RHL1Ϳ. Le ďasculeŵeŶt eŶtre le cǇcle ŵitotiƋue et l’eŶdoréduplicatioŶ est coŶtrôlé par CCS5ϮAϭ et 

CCS5ϮB. UŶe forte eǆpressioŶ de CCSϱϮA1 et CCSϱϮB a été détectée par hǇďridatioŶ in situ daŶs la 

galle d’A. thaliana à 7 jai suggéraŶt leur rôle daŶs l’eŶdoréduplicatioŶ ;de Alŵeida EŶgler et al., 

ϮϬϭϮͿ. DEL1 est uŶ répresseur de l’eŶdoréduplicatioŶ et sa sureǆpressioŶ ou soŶ iŶhiďitioŶ perturďe 

le développeŵeŶt des cellules géaŶtes ;de Alŵeida EŶgler et al., ϮϬϭϮͿ. EŶfiŶ RHL1 a été ŵoŶtré 

coŵŵe Ŷécessaire à l’eŶdoréduplicatioŶ chez A. thaliana, puisƋue soŶ iŶhiďitioŶ eŶtraiŶe la 

forŵatioŶ de cellules géaŶtes plus petites ;de Alŵeida EŶgler et al., ϮϬϭϮͿ. 

La perturďatioŶ du cǇcle cellulaire daŶs les cellules géaŶtes s’accoŵpagŶe égaleŵeŶt d’uŶ 

reŵaŶieŵeŶt du cǇtosƋuelette. Le cǇtosƋuelette est coŵposé de filaŵeŶts d’actiŶe et de 

ŵicrotuďules. L’étude de l’activité des proŵoteurs de gğŶes ACTϮ et ACT7 codaŶt pour l’actiŶe 



ϮϮ 
 

fusioŶŶés au gğŶe rapporteur GUS a ŵoŶtré Ƌu’ils étaieŶt activés daŶs la galle jusƋu’à ϭ5 jai ;de 

Alŵeida EŶgler et al., ϮϬϬϰͿ. De ŵġŵe l’hǇďridatioŶ in situ sur les gğŶes codaŶt pour l’α, β, γ – 

tuďuliŶe ŵoŶtre uŶ sigŶal daŶs les cellules géaŶtes et les cellules voisiŶes. L’utilisatioŶ d’iŶhiďiteur du 

cǇtosƋuelette coŵŵe l’orǇzaliŶe ;Ƌui déstaďilise les ŵicrotuďulesͿ réduit le Ŷoŵďre de ŶoǇauǆ de 

cellules géaŶtes et iŶhiďe le développeŵeŶt du Ŷéŵatode ;EŶgler et al., ϭ999Ϳ. La dǇŶaŵiƋue du 

cǇtosƋuelette est régulée par diverses protéiŶes Ƌui iŶteragisseŶt avec la tuďuliŶe ou l’actiŶe coŵŵe 

par eǆeŵple la forŵiŶe AtFHϲ Ƌui participe à la polǇŵérisatioŶ de novo de l’actiŶe et à sa 

coŶforŵatioŶ. AtFH6 est sureǆpriŵé duraŶt la forŵatioŶ des galles d’ A. thaliana à 7 et ϭϰ jai ;FaverǇ 

et al., ϮϬϬϰͿ. L’iŵŵuŶolocalisatioŶ de la protéiŶe ŵoŶtre Ƌue AtFHϲ se répartit sur la ŵeŵďraŶe 

plasŵiƋue suggéraŶt uŶ rôle daŶs la croissaŶce isotropiƋue de la cellule géaŶte ;FaverǇ et al., ϮϬϬϰͿ. 

Par ailleurs, le gğŶe ACTIN DEPOLYMERI)ING FACTOR Ϯ ;ADFϮͿ codaŶt pour le facteur de 

dépolǇŵérisatioŶ de l’actiŶe est sureǆpriŵé daŶs les cellules géaŶtes d’ A. thaliana de ϭϰ à Ϯϭ jai, 

autreŵeŶt dit au cours de la phase de croissaŶce et ŵaturatioŶ des cellules géaŶtes ;CléŵeŶt et al., 

ϮϬϬ9Ϳ. La réductioŶ de l’eǆpressioŶ d’ADFϮ par ARNi ďloƋue la ŵaturatioŶ du site Ŷourricier et 

affecte le développeŵeŶt du Ŷéŵatode ;CléŵeŶt et al., ϮϬϬ9Ϳ. EŶfiŶ le gğŶe codaŶt pour la protéiŶe 

MAPϲ5-ϯ, a été ŵoŶtré coŵŵe esseŶtiel pour l’oŶtogéŶğse des cellules géaŶtes et pour le 

développeŵeŶt du Ŷéŵatode ;Caillaud et al., ϮϬϬϴďͿ. Ce gğŶe joue uŶ rôle clef daŶs la divisioŶ de la 

cellule et plus préciséŵeŶt daŶs l’orgaŶisatioŶ des ŵicrotuďules au cours de la ŵitose et de la 

cǇtokiŶğse. MAP6ϱ–ϯ est eǆpriŵé daŶs les cellules géaŶtes d’A. thaliana iŶduites par M. incognita 

;Caillaud et al., ϮϬϬϴďͿ. La protéiŶe MAPϲ5–ϯ est associée auǆ fuseauǆ ŵitotiƋues et auǆ 

phragŵoplastes Ƌui voŶt isoler les deuǆ cellules filles lors de la cǇtokiŶğse. DaŶs les ligŶées perte de 

foŶctioŶ de ŵap6ϱ-ϯ iŶoculées par M. incognita, les cellules géaŶtes coŵŵeŶceŶt à se développer 

ŵais Ŷe peuveŶt s’étaďlir correcteŵeŶt et dégéŶğreŶt aďoutissaŶt à la ŵort du Ŷéŵatode Ƌui Ŷe 

peut s’aliŵeŶter sur le site Ŷourricier ŶoŶ foŶctioŶŶel. EŶfiŶ le rôle de la γ-tuďuliŶe daŶs le 

reŵaŶieŵeŶt du cǇtosƋuelette a été déŵoŶtré ;BaŶora et al., ϮϬϭϭͿ. Les gğŶes codaŶt pour les 

tuďuliŶes TUB1 et TUBϮ soŶt sureǆpriŵés daŶs les galles à 7, ϭϰ et Ϯϭ jai et les ŵutaŶts de perte de 

foŶctioŶ pour ces deuǆ gğŶes chez A. thaliana préseŶteŶt des altératioŶs de la ŵorphologie du site 

Ŷourricier eŵpġchaŶt le cǇcle de vie du Ŷéŵatode de se dérouler coŵplğteŵeŶt. 

  



Figure 20 :  Iŵŵunité de la plante: le ŵodğle en zig zag.
Ce ŵodğle se découpe eŶ plusieurs phases. DaŶs uŶ preŵier teŵps la plaŶte recoŶŶait des
« ŵicroďial/pathogeŶ-associated ŵolecular patterŶs » ;MAMPs/PAMPsͿ via des « patterŶ recogŶitioŶ
receptors » ;PRRͿ pour iŶduire les défeŶses ďasales, la « PAMP-triggered iŵŵuŶitǇ » ;PTIͿ. DaŶs uŶ
deuǆiğŵe teŵps, les pathogğŶes délivreŶt daŶs la cellule végétale des effecteurs Ƌui iŶterfğreŶt avec
la PTI, cette phase est appelée « effector-triggered susceptiďilitǇ » ;ETSͿ. DaŶs uŶe troisiğŵe phase, uŶ
effecteur est recoŶŶu par uŶe protéiŶe de résistaŶce NB-LRR activaŶt l’ « effector-triggered iŵŵuŶitǇ »
;ETIͿ, uŶe répoŶse aŵplifiée de la PTI Ƌui au delà d’uŶ certaiŶ seuil iŶduit l’ «hǇperseŶsitive cell death »
;HRͿ. DaŶs la phase ϰ, les pathogğŶes aǇaŶt perdu l’effecteur précedeŵŵeŶt recoŶŶu par la plaŶte ou
aǇaŶt acƋuis de Ŷouveauǆ effecteurs soŶt alors eŶ ŵesure de suppriŵer l’ETI. Sous la pressioŶ de
sélectioŶ, les plaŶtes évolueŶt égaleŵeŶt et de Ŷouvelles protéiŶes NB-LRR pourroŶt recoŶŶaitre les
Ŷouveauǆ effecteurs et décleŶcher l’ETI. Ce ŵodğle eŶ zig-zag illustre la course à l’arŵeŵeŶt eŶtre les
pathogğŶes et les plaŶtes.
;D’aprğs JoŶes aŶd DaŶgl, ϮϬϬϲͿ

PAMPs/MAMPs

effecteur

recepteur
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3.2.2.2 Réponse de défenses 

  

Les nématodes endoparasites de plantes tels que les Meloidogyne spp. passent la majeure 

partie de leur cǇcle de dĠǀeloppeŵeŶt à l’iŶtĠrieur de la raciŶe et doiǀeŶt doŶc faire face aux 

mécanismes de défense de la plante. Ces mécanismes se divisent en deux types de réponses : 

l’iŵŵuŶitĠ iŶduite par des ŵotifs ŵolĠculaires de surface caractéristiques des micro-organismes 

appelées PAMP (« pathogen associated molecular patterns ») ou « PAMP triggered immunity » (PTI) 

et l’iŵŵuŶitĠ iŶduite par les effecteurs ou « effector induced immunity » (ETI) (Fig. 20). La PTI ou 

défense basale coŶstitue le preŵier Ŷiǀeau de dĠfeŶse des plaŶtes lorsƋu’elles soŶt attaƋuĠes par uŶ 

pathogène. Les éliciteurs ou les PAMP induisent la PTI suite à leur reconnaissance par la plante via 

des récepteurs spécifiques appelés PRR pour « patterns recognition receptors » (van der Hoorn & 

Kamoun, 2008). Le déclenchement de la PTI résulte en un pic de calcium cytosolique, une 

dĠpolarisatioŶ ŵeŵďraŶaire, uŶ efflux de K+, uŶ iŶflux de H+, l’actiǀatioŶ d’uŶe cascade de kiŶases 

de type MAPK (« Mitogen Activated Protein Kinase »Ϳ, la productioŶ d’espğces actiǀes de l’oxǇgğŶe, 

la productioŶ d’ĠthǇlğŶe, uŶ dĠpôt de callose et l’iŶductioŶ traŶscriptioŶŶelle des gğŶes de dĠfeŶse 

(Jones & Dangl, 2006). Pour contourner la PTI, les agents pathogènes sécrètent dans les tissus de leur 

hôte des effecteurs capables de réprimer ces défenses basales. Les plantes ont développé à leur tour 

des systèmes de détection des effecteurs, conduisant à la mise en place de défenses ciblées, plus 

rapides et plus puissaŶte Ƌue l’oŶ appelle ETI. Cette derŶiğre est rĠgulĠe par des protĠiŶes de 

résistance R de type NB-LRR (« Nucleotide Binding-Leucine-Rich Repeat »Ϳ. LorsƋu’uŶ effecteur 

secrété par le pathogène est recoŶŶu par uŶe protĠiŶe ‘ de la plaŶte, l’effecteur est alors appelĠ 

protĠiŶe d’aǀiruleŶce. Les dĠfeŶses de tǇpe ETI aďoutisseŶt le plus souǀeŶt à uŶe rĠpoŶse 

d’hǇperseŶsiďilitĠ ;H‘Ϳ Ƌui rĠsulte eŶ la ŵort cellulaire prograŵŵĠe des cellules ǀĠgĠtales au niveau 

du site d’iŶfectioŶ. Les dĠfeŶses de tǇpe ETI perŵetteŶt à la plaŶte de lutter coŶtre les pathogğŶes 

biotrophes et hémibiotrophes, en revanche ce type de défense est impuissant contre les 

nécrotrophes. Certains pathogènes ont la capacité de contourŶer l’ETI soit grâce à de Ŷouǀeaux 

effecteurs capaďles d’iŶhiďer les dĠfeŶses spĠcifiƋueŵeŶt iŶduites par l’ETI soit par la perte ou la 

ŵodificatioŶ des protĠiŶes d’aǀiruleŶce. La coĠǀolutioŶ eŶtraiŶe uŶe acƋuisitioŶ sĠƋueŶtielle de 

nouvelles protéines R par les plantes et de nouveaux effecteurs par les pathogènes (Jones & Dangl, 

2006). 

Plusieurs travaux récents suggèrent que la plante est capable de percevoir une signature ou des 

éliciteurs des nématodes parasites de plantes appelés « nematode associated molecular patterns » 

ou NAMP. UŶe Ġtude rĠceŶte a ŵoŶtrĠ Ƌue la rĠpressioŶ de l’expressioŶ de l’hoŵologue du gğŶe 

BRASSINOSTEROID-ASSOCIATED KINASE 1 (BAK1) chez la tomate augmentait significativement la 
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seŶsiďilité de la plaŶte auǆ Ŷéŵatodes du fait d’uŶ défaut de la résistaŶce ďasale ;PeŶg et al., ϮϬϭϰͿ. 

BAKϭ forŵe eŶ effet uŶ coŵpleǆe avec des protéiŶes PRR pour réguler positiveŵeŶt les répoŶses de 

défeŶse. Ces résultats suggğreŶt Ƌue des NAMP putatifs ou les doŵŵages occasioŶŶés par les 

Ŷéŵatodes « daŵaged associated ŵolecular patterŶs », ;DAMPͿ pourraieŶt activer les défeŶses 

ďasales via BAKϭ suite à la recoŶŶaissaŶce du Ŷéŵatode. RéceŵŵeŶt, uŶe aŶalǇse ŵétaďoloŵiƋue 

des sécrétioŶs de Ŷéŵatodes parasites de plaŶtes a perŵis de ŵoŶtrer Ƌue les Ŷéŵatodes M. 

incognita, M. hapla et H. glycines, peuveŶt sécréter uŶ jeu d’ascarosides siŵilaires. Ces ascarosides 

soŶt des peptides Ƌui réguleŶt le développeŵeŶt et des traits de coŵporteŵeŶt chez Caenorhaďditis 

elegans ŵais aussi chez d’autres espğces de Ŷéŵatodes ;Ludeǁig, ϮϬϭϯͿ. Parŵi ces ascarosides 

ideŶtifiés, ascrϴ est le plus aďoŶdaŶt chez les Ŷéŵatodes parasites de plaŶtes. UŶ traiteŵeŶt par 

ascrϭϴ coŶduit à uŶe activatioŶ des gğŶes de la PTI aussi ďieŶ locale Ƌue sǇstéŵiƋue chez A. thaliana 

;MaŶosalva et al., ϮϬϭ5Ϳ. De plus ces plaŶtes traitées par ascrϭϴ soŶt ŵoiŶs seŶsiďles à uŶ paŶel de 

pathogğŶes doŶt les Ŷéŵatodes eŶ coŵparaisoŶ avec des plaŶtes ŶoŶ traitées. Les auteurs coŶclueŶt 

Ƌue la plaŶte pourrait recoŶŶaitre les ascarosides ŵeŶaŶt à uŶe activatioŶ de répoŶses de défeŶse 

de la plaŶte de tǇpe PTI. NéaŶŵoiŶs il est iŵportaŶt de ŵeŶtioŶŶer Ƌue le récepteur ŵeŵďraŶaire 

de ce preŵier NAMP Ŷ’a pas été ideŶtifié à ce jour ;MaŶosalva et al., ϮϬϭ5Ϳ. 

Au cours des iŶteractioŶs plaŶtes-Ŷéŵatodes, l’eǆpressioŶ des gğŶes de la plaŶte iŵpliƋués daŶs la 

répoŶse auǆ ďlessures ;WUN1, POXͿ , daŶs la répoŶse au « ďurst oǆǇdatif » ;CATͿ, ou daŶs la 

ďiosǇŶthğse de coŵposés participaŶt à la réactioŶ de défeŶse ;GST, Miaϯ, CHS1/ϯͿ est ŵodifiée 

;GheǇseŶ & FeŶoll, ϮϬϬϮͿ. De plus la préseŶce d’espğces réactives de l’oǆǇgğŶe doŶt l’HϮOϮ a été 

détectée par des aŶalǇses chiŵiƋues eŶtre ϭϮ et ϰϴ hai ;heures aprğs iŶfectioŶͿ daŶs les galles de 

toŵate ;Melillo et al., ϮϬϬϲͿ. L’eǆpressioŶ des gğŶes ŵarƋueurs des défeŶses dépeŶdaŶtes de l’acide 

salicǇliƋue PATHOGENESIS-RELATED PR-ϭ, PR-Ϯ, PR-ϯ et PR-ϱ est claireŵeŶt iŶduite daŶs les raciŶes 

d’A. thaliana iŶfectées par M. incognita à 9 jai puis diŵiŶue à ϭϰ jai ;Haŵaŵouch et al., ϮϬϭϭͿ. De 

plus, l’aŶalǇse des traŶscriptoŵes de galles et cellules géaŶtes par hǇďridatioŶ de puces à ADN a 

ŵoŶtré Ƌue la forŵatioŶ de la galle chez la toŵate et A. thaliana s’accoŵpagŶait d’uŶe répressioŶ 

des gğŶes iŵpliƋués daŶs les défeŶses de l’hôte ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5; Barcala et al., ϮϬϭϬ; DaŵiaŶi et 

al., ϮϬϭϮͿ. Chez A. thaliana à ϭϰ et/ou Ϯϭ jai, uŶe forte proportioŶ ;~7Ϭ%Ϳ de gğŶes différeŶtielleŵeŶt 

eǆpriŵés liés auǆ répoŶses de défeŶse est répriŵée coŵŵe le gğŶe PR-4 codaŶt pour uŶe chitiŶase; 

les gğŶes codaŶt pour des eŶzǇŵes iŵpliƋuées daŶs la voie de ďiosǇŶthğse des pheŶǇlpropaŶoïdes 

;e.g. pheŶǇlalaŶiŶe aŵŵoŶia lǇaseͿ; ou eŶcore le gğŶe PAD4 codaŶt pour uŶe protéiŶe de tǇpe lipase 

iŵportaŶte pour la ďiosǇŶthğse de l’acide salicǇliƋue et pour la perceptioŶ des sigŶauǆ régulés par les 

gğŶes de résistaŶce de tǇpe NBS-LRR ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5Ϳ. A 7 jai, la répressioŶ du gğŶe LOX codaŶt 

pour uŶe lipoǆǇgéŶase suggğre uŶe iŶhiďitioŶ de la voie de l’acide jasŵoŶiƋue associée à la défeŶse 
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;DaŵiaŶi et al., ϮϬϭϮͿ. Des réactioŶs de défeŶse soŶt égaleŵeŶt répriŵées de façoŶ précoce puisƋue 

le gğŶe de défeŶse PR-1 est répriŵé daŶs les cellules géaŶtes à ϯ jai ;Barcala et al., ϮϬϭϬͿ. La 

répressioŶ des gğŶes WRKY lors de l’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes à galles illustre parfaiteŵeŶt cette 

répressioŶ gloďale des défeŶses lors de la relatioŶ parasitaire. Les gğŶes WRKY codeŶt pour des 

facteurs de traŶscriptioŶ agissaŶt eŶ aval de la voie de sigŶalisatioŶ horŵoŶale pour activer les gğŶes 

de défeŶse de la plaŶte. UŶe ŵajorité de ces gğŶes WRKY est répriŵée lors de l’iŶteractioŶ avec des 

Ŷéŵatodes à galles ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5; Barcala et al., ϮϬϭϬ; Iďrahiŵ et al., ϮϬϭϭ; Haŵaŵouch et al., 

ϮϬϭϭ; DaŵiaŶi et al., ϮϬϭϮͿ. EŶ effet, chez A. thaliana, ϭ7 des Ϯϭ gğŶes WRKY soŶt répriŵés daŶs la 

galle à 7 et/ou ϭϰ jai ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5Ϳ.  ͵.ʹ.ʹ.͵ Hormones 
 

Les phǇtohorŵoŶes coŵŵe l’acide salicǇliƋue ;SAͿ, l’éthǇlğŶe ;ETͿ et l’acide jasŵoŶiƋue ;JAͿ 

joueŶt uŶ rôle esseŶtiel daŶs la croissaŶce et le développeŵeŶt de la plaŶte aiŶsi Ƌue daŶs le 

coŶtrôle de différeŶts aspects de la répoŶse de défeŶse coŶtre les pathogğŶes. Plusieurs approches 

oŶt étaďli le rôle ŵajeur de ces horŵoŶes lors de l’iŶteractioŶ plaŶte-Ŷéŵatodes à galles. 

L’applicatioŶ eǆogğŶe de SA, ET, et JA ;ou de leurs aŶaloguesͿ ou des traiteŵeŶts chiŵiƋues Ƌui 

affecteŶt la sǇŶthğse de ces horŵoŶes affecteŶt la seŶsiďilité de la plaŶte hôte ;Cooper et al., ϮϬϬ5; 

Bhattarai et al., ϮϬϬϴ; Fujiŵoto et al., ϮϬϭϭ; Nahar et al., ϮϬϭϭ; Fudali et al., ϮϬϭϯͿ. Les aŶalǇses des 

profils d’eǆpressioŶ des gğŶes iŶterveŶaŶt daŶs les voies de sigŶalisatioŶ liées à ces horŵoŶes oŶt 

ŵoŶtré Ƌue ces voies soŶt ciďlées par les Ŷéŵatodes à galles pour perŵettre l’iŶductioŶ ou la 

ŵaiŶteŶaŶce du site Ŷourricier. UŶe répressioŶ géŶérale des gğŶes liés à la voie du SA est oďservée 

daŶs les cellules géaŶtes et daŶs les galles d’A. thaliana et de riz ;Barcala et al., ϮϬϭϬ; KǇŶdt et al., 

ϮϬϭϮ; Ji et al., ϮϬϭϯďͿ. De plus, la sureǆpressioŶ de NPR1 chez le taďac, uŶ activateur de la voie de 

sigŶalisatioŶ SA, iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďre de galles et de ŵasses d’œufs lors de l’iŶfectioŶ 

par M. incognita ;PriǇa et al., ϮϬϭϭͿ. De la ŵġŵe façoŶ chez le soja, la sureǆpressioŶ de AtPAD4, uŶe 

protéiŶe de tǇpe lipase iŵpliƋuée daŶs la voie de sigŶalisatioŶ du SA eŶtraîŶe uŶe résistaŶce à 

l’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes à galles ;Youssef et al., ϮϬϭϯͿ. EŶfiŶ la sureǆpressioŶ chez le riz du gğŶe 

NAHG, codaŶt pour uŶe salicǇlate hǇdroǆǇlase Ƌui dégrade le SA, iŶduit uŶe augŵeŶtatioŶ de la 

seŶsiďilité à M. graŵinicola ;Nahar et al., ϮϬϭϭͿ. La voie de sigŶalisatioŶ du JA et de l’ET joueŶt 

égaleŵeŶt uŶ rôle iŵportaŶt daŶs la répoŶse auǆ Ŷéŵatodes à galles. La seŶsiďilité vis-à-vis de M. 

graŵinicola est accrue lors de la répressioŶ par ARNi de l’eǆpressioŶ de OsEINϮď, uŶ coŵposaŶt de la 

voie d sigŶalisatioŶ de l’ET, aiŶsi Ƌue chez le ŵutaŶt de riz de la voie de ďiosǇŶthğse du JA heďiďa 

;Nahar et al., ϮϬϭϭͿ. La sigŶalisatioŶ de l’ET peut égaleŵeŶt ŵoduler l’attractioŶ des Ŷéŵatodes à 

galles vers l’hôte. Les graiŶes d’A. thaliana possédaŶt des ŵutatioŶs d’iŶseŶsiďilité à l’ET soŶt plus 
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attractives que les individus sauvages (Fudali et al., 2013). D'autre part, de nombreux transcrits 

impliqués dans la biosynthèse du jasmonate sont réprimés dans les cellules géantes du riz induites 

par M. graminicola (Ji et al., 2013). Toutefois cette répression n'a pas été observée au niveau de la 

galle coŵplğte. L’ĠtaďlisseŵeŶt du parasitisŵe ŶĠcessite doŶc uŶe ǀoie de sigŶalisatioŶ JA ŶoŶ 

altérée, permettant la réalisation des premières étapes de la formation du site nourricier (Bhattarai 

et al., 2008). En plus de leur rôle dans le développement, les brassinostéroïdes (BR) sont impliqués 

dans la réponse de la plante aux nématodes à galles (Kyndt et al., 2012). Une induction constante des 

gènes impliqués daŶs la ďiosǇŶthğse des B‘ a ĠtĠ oďserǀĠe daŶs l’iŶteractioŶ riz - M. graminicola. Il 

semblerait que les BR aient un effet antagoniste sur le jasmonate (Nahar et al., 2013). Chez A. 

thaliana , l'ET, ainsi que l'auxine, semblent jouer un rôle clé dans la formation des sites nourriciers 

induits par les nématodes (Barcala et al., 2010; Cabrera et al., 2014b). 

L’auxiŶe ou IAA ;acide iŶdole-3-acétique) est un acteur clef de nombreux processus de 

développement de la plante tels que la régulation de la division cellulaire, la polarité et l'élongation 

cellulaire, et la dĠterŵiŶatioŶ de l’ideŶtitĠ cellulaire. L’auxine s'accumule dans les galles induites par 

ŶĠŵatodes à galles, ce Ƌui reŶforce l’hǇpothğse du rôle esseŶtiel de cette horŵoŶe lors de la 

formation du site nourricier (De Meutter et al., 2005). Il a également été montré que AUX1 codant 

pour un transporteur auxinique est induit spécifiquement dans les galles et les zones 

méristématiques (Mazarei et al., 2003). De plus, l'auxine et les composés apparentés ont été 

détectés dans les sécrétions de nématodes à galles (De Meutter et al., 2005). EŶ utilisaŶt l’approche 

"gène rapporteur" chez A. thaliana, Trifolium repens et M. truncatula, l'activation des promoteurs 

répondant à l'auxine (comme le promoteur GH3 chez T. repens ou le promoteur DR5 chez A. thaliana) 

a été détectée dans les cellules géantes de ces trois espèces végétales (Hutangura et al., 1999; 

Karczmarek et al., 2004; Absmanner et al., 2013). De plus, les analyses de puces à ADN ont révélé une 

actiǀatioŶ prĠcoce daŶs les galles des gğŶes respoŶsaďles de l'hoŵĠostasie de l’auxiŶe et des gğŶes 

de rĠpoŶse à l’auxiŶe. EŶ revanche, les gènes codant pour des répresseurs des gènes de réponse à 

l’auxiŶe soŶt rĠpriŵĠs daŶs les galles d’A. thaliana. L’eŶseŵďle de ces rĠsultats suggğreŶt doŶc uŶ 

rôle ŵajeur de l’auxiŶe daŶs le succğs de l'ĠtaďlisseŵeŶt du parasitisŵe (Hammes et al., 2005; 

Jammes et al., 2005; Barcala et al., 2010; Cabrera et al., 2014a). EŶfiŶ, l’iŶductioŶ daŶs les 

protoplastes du facteur de traŶscriptioŶ rĠgulĠ par l’auxiŶe, LBDϭϲ, par les sécrétions des larves de 

M. incognita suggère que les nématodes à galles seraient capables de manipuler la voie de 

sigŶalisatioŶ de l’auxiŶe (Cabrera et al., 2014b). 

Les cytokinines sont associées à des rôles importants dans le développement des parties foliaires et 

raciŶaires eŶ faǀorisaŶt la diǀisioŶ cellulaire et eŶ rĠgulaŶt la diffĠreŶciatioŶ cellulaire. L’ideŶtificatioŶ 

de cytokinines dans les sécrétions de M. incognita induites in vitro ainsi que l'augmentation de la 
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ƋuaŶtité de cǇtokiŶiŶes daŶs les cellules géaŶtes suggğreŶt Ƌue ces coŵposés pourraieŶt avoir des 

foŶctioŶs cruciales daŶs la forŵatioŶ des cellules géaŶtes ;De Meutter et al., ϮϬϬϯͿ. Toutefois 

l’aŶalǇse du proŵoteur TCS seŶseur des cǇtokiŶiŶes fusioŶŶé à uŶ gğŶe rapporteur Ŷe ŵoŶtre 

aucuŶe activité détectaďle daŶs les sites Ŷourriciers iŶduits par les Ŷéŵatodes à galles ;AďsŵaŶŶer et 

al., ϮϬϭϯͿ. La forte eǆpressioŶ du gğŶe YPE-A RESPONSE REGULATORS ϱ ;ARRϱͿ codaŶt pour uŶ 

récepteur des cǇtokiŶiŶes daŶs les priŵordia raciŶaires ;site d’iŶitiatioŶ des cellules géaŶtesͿ aiŶsi 

Ƌue sa répressioŶ au cours du développeŵeŶt de la cellule géaŶte iŶdiƋueŶt Ƌue les cǇtokiŶiŶes 

pourraieŶt jouer uŶ rôle à la fois daŶs la stiŵulatioŶ et l'iŶhiďitioŶ de la divisioŶ cellulaire ;Lohar et 

al., ϮϬϬϰͿ. Plus réceŵŵeŶt, daŶs les cellules géaŶtes ŵicrodisséƋuées, uŶe répressioŶ des 

régulateurs Ŷégatifs de la sigŶalisatioŶ des cǇtokiŶiŶes a été oďservée ;e.g. ARR4, ARRϱ, ARR7, CKI1 

et AHK1Ϳ ;Barcala et al., ϮϬϭϬͿ. La preuve directe du rôle des cǇtokiŶiŶes daŶs la forŵatioŶ de cellules 

géaŶtes provieŶt de l'eǆpressioŶ traŶsitoire daŶs les raciŶes de Lotus japonicus d'uŶe cǇtokiŶiŶe 

oǆǇdase, respoŶsaďle de la dégradatioŶ des cǇtokiŶiŶes, Ƌui se traduit par uŶe résistaŶce accrue auǆ 

Ŷéŵatodes à galles ;Lohar et al., ϮϬϬϰͿ. 

EŶfiŶ l’acide giďďérelliƋue ;GAͿ favorise la divisioŶ et l'éloŶgatioŶ cellulaire. UŶe iŶductioŶ géŶérale 

des gğŶes iŵpliƋués daŶs la ďiosǇŶthğse et la répoŶse au GA a été oďservée daŶs les galles de 

toŵate et de riz, aiŶsi Ƌue daŶs les cellules géaŶtes de riz ;Bar-Orl et al., ϮϬϬ5; KǇŶdt et al., ϮϬϭϮ; Ji et 

al., ϮϬϭϯďͿ. D'autres phǇtohorŵoŶes ŵitogğŶes, telles Ƌue les petits peptides de sigŶalisatioŶ 

phǇtosulfokiŶes ;PSKͿ, pourraieŶt égaleŵeŶt décleŶcher uŶe différeŶciatioŶ des cellules géaŶtes. 

L'aŶalǇse foŶctioŶŶelle des PSK chez A. thaliana et de leur récepteur PSKRϭ a ŵoŶtré Ƌu’au seiŶ de la 

galle, l'eǆpressioŶ de ces gğŶes était liŵitée auǆ cellules eŶviroŶŶaŶt les cellules géaŶtes et Ƌue les 

ŵutaŶts pskr1 préseŶtaieŶt uŶ défaut d'eǆpaŶsioŶ des cellules géaŶtes, eŶtraîŶaŶt uŶe résistaŶce 

auǆ Ŷéŵatodes ;Rodiuc et al., ϮϬϭϲͿ. ͵.ʹ.ʹ.Ͷ Transport et Métabolisme 
 

Les cellules géaŶtes soŶt ŵétaďoliƋueŵeŶt hǇperactives et coŶstitueŶt uŶe réserve d’eau et 

de ŶutriŵeŶts pour le Ŷéŵatode. DaŶs ces cellules, il a été oďservé uŶe activité accrue des voies de 

sǇŶthğse du peŶtose phosphate ;PPPͿ. Le PPP produit le NADPH Ƌui est Ŷécessaire à de Ŷoŵďreuses 

réactioŶs de ďiosǇŶthğse et géŶğre égaleŵeŶt des coŵposés iŶterŵédiaires pour la sǇŶthğse de 

Ŷucléotides et de polǇŵğres de la paroi cellulaire. L’approche de piégeage de proŵoteurs a ŵis eŶ 

évideŶce Ƌue l’eǆpressioŶ du gğŶe RPE codaŶt pour uŶe D-riďulose-phosphate-épiŵérase ;RPEͿ daŶs 

les cellules géaŶtes d’A. thaliana était esseŶtielle auǆ preŵiğres étapes de la forŵatioŶ de cellules 

géaŶtes ;FaverǇ et al., ϭ99ϴͿ. Chez Araďidopsis, ce gğŶe s’eǆpriŵe daŶs les ŵéristğŵes raciŶaires de 

l’eŵďrǇoŶ ŵature et de la plaŶtule aiŶsi Ƌue daŶs les priŵordia raciŶaires et les fleurs ;FaverǇ et al., 
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1998). Ce gène est également surexprimé dans les premières étapes de la formation des cellules 

géantes induites par M. incognita. De plus, les mutants homozygotes rpe infectés par M. incognita 

présentent une forte diminution du nombre de galles. Ces résultats montrent que le gène RPE est 

impliqué dans la formation des galles. 

Les gènes codant pour des enzymes impliquées dans la glycolyse, telles que les enzymes 

phosphoglycérate mutase (PGM) / bisphosphoglycérase mutase (bPGM) sont exprimés dans les 

premiers stades de la formation des cellules géantes (Mazarei et al., 2003). De grandes quantités de 

solutés et d'eau sont transportées à partir du xylème à travers les invaginations de la paroi cellulaire 

des cellules géantes (Bartlem et al., 2014). Une analyse transcriptomique de 635 gènes codant pour 

des traŶsporteurs a perŵis d’ideŶtifier ϱϬ gğŶes doŶt l’expressioŶ est ŵodifiĠe à plusieurs teŵps 

d’iŶfectioŶ daŶs les raciŶes infectées par les nématodes à galles (Hammes et al., 2005). Parmi ces 

gènes, ceux associés au transport de peptides ont tendance à être réprimés, alors que les gènes 

associés aux transporteurs d'acides aminés ont tendance à être surexprimés (Hammes et al., 2005). 

De plus, la résistance aux nématodes à galles des plantes d'A. thaliana mutées pour les gènes AtAAP3 

ou AtAAP6 codant des acides aminés perméases (Marella et al., 2013) ainsi que la forte expression 

daŶs les galles d’Arabidopsis du gène AtSUC1 codant pour un transporteur de saccharose, 

classiquement exprimé dans des cellules compagnes du phloème, suggèrent que ces protéines 

seraient impliquées dans l'activité de puits métabolique de la cellule géante (Hammes et al., 2005). 

Le transport massif de l'eau dans les cellules géantes se traduit par la surexpression des gènes codant 

pour les protĠiŶes de caŶaux de traŶsport de l’eau, telles Ƌue les aƋuaporiŶes. AiŶsi le gğŶe de M. 

truncatula NOD26 codant pour une aquaporine est surexprimé dans les galles (Favery et al., 2002) de 

la même façon le gène TobRB7 codant pour une aquaporine chez le Tabac est exprimé dans les 

cellules géantes ;OpperŵaŶ et al., ϭϵϵϰͿ. L’iŶiďitioŶ de l’expressioŶ de TobRB7 par ARNi inhibe la 

reproduction des nématodes, ce qui suggère que l'expression de ce gène est nécessaire pour le 

développement ou le maintien du site nourricier. Chez Arabidopsis, les analyses de puces à ADN ont 

montré que les gènes d'aquaporine présentaieŶt diffĠreŶts profils d’expressioŶ, trois gğŶes soŶt 

surexprimés dans les galles (un codant pour une protéine de type NOD26 et deux pour des protéines 

de la membrane plasmique), alors que sept gènes d'aquaporine sont réprimés. Grâce aux 

expériences de PCR ƋuaŶtitatiǀe et d’aŶalǇse d’actiǀitĠ de proŵoteur fusioŶŶĠs au gğŶe GU“, 

Hammes et al., (2005) oŶt coŶfirŵĠ Ƌue le gğŶe d’aƋuaporiŶes AtPIP2.5 était spécifiquement régulé 

daŶs les galles. EŶfiŶ chez la toŵate, le gğŶe d’aƋuaporiŶe TIP2 a récemment été identifié comme 

étant la cible végétale de l'effecteur de M. incognita Mi8D05 (Xue et al., 2013). Ce dernier résultat 

coŶforte l’hǇpothğse du rôle des effecteurs daŶs la rĠgulatioŶ du traŶsport de solutĠs et d'eau au 

sein de la cellule géante. 
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UŶe aŶalǇse détaillée du glutathioŶ ;GSHͿ, uŶ tripeptide iŵpliƋué daŶs le poteŶtiel redoǆ du 

cǇtoplasŵe de la cellule, et du ŵétaďolisŵe de l'hoŵoglutathioŶ ;hGSHͿ a déŵoŶtré l'iŵportaŶce de 

ces coŵposés pour le succğs de l'iŶfectioŶ des Ŷéŵatodes chez M. truncatula ;Baldacci-Cresp et al., 

ϮϬϭϮͿ. La déplétioŶ de hGSH iŶduit la ŵalforŵatioŶ des ŵasses d'œufs de Ŷéŵatodes et ŵodifie le 

seǆe-ratio de la desceŶdaŶce. D’autre part, l'aŶalǇse de l’eǆpressioŶ des gğŶes et les aŶalǇses 

ŵétaďoloŵiƋues oŶt ŵoŶtré uŶe ŵodificatioŶ du ŵétaďolisŵe de l'aŵidoŶ, du gaŵŵa-

aŵiŶoďutǇrate, du ŵalate et du glucose daŶs les galles déplétées eŶ hGSH. Ces différeŶts résultats 

suggğreŶt Ƌue l’hGSH joue uŶ rôle clé daŶs la régulatioŶ du ŵétaďolisŵe des cellules géaŶtes. Par 

ailleurs, eŶ utilisaŶt des ŵutaŶts A. thaliana, Caďello et al., ;ϮϬϭϰͿ oŶt ŵoŶtré le rôle des eŶzǇŵes 

dégradaŶt le saccharose, la sucrose sǇŶthase et des iŶvertases daŶs les iŶteractioŶs Ŷéŵatodes à 

galles-plaŶtes. ͵.ʹ.ʹ.ͷ Modification de la paroi 
 

La croissaŶce isotropiƋue est uŶe caractéristiƋue iŵportaŶte des cellules géaŶtes. ChaƋue 

cellule géaŶte atteiŶt uŶ voluŵe pouvaŶt ġtre ŵultiplié d’uŶ facteur ϭϬϬ eŶtre ϯ et ϰϬ jai chez A. 

thaliana ;Caďrera et al., ϮϬϭ5Ϳ. Cette eǆpaŶsioŶ cellulaire Ŷécessite uŶ processus d’eǆteŶsioŶ de la 

paroi Ƌui iŵpliƋue la sǇŶthğse et la dégradatioŶ de la paroi cellulaire végétale. La paroi cellulaire de 

la plaŶte est uŶe associatioŶ coŵpleǆe et dǇŶaŵiƋue de polǇsaccharides ;priŶcipaleŵeŶt la cellulose, 

les héŵicelluloses et la pectiŶeͿ, de protéiŶes structurales et de suďstaŶces aroŵatiƋues. 

L'eǆpressioŶ des gğŶes iŵpliƋués daŶs le reŵodelage de la paroi est forteŵeŶt iŶduite lors de la 

forŵatioŶ des cellules géaŶtes ;Soďczak et al., ϮϬϭϭͿ. L'aŶalǇse de diǆ gğŶes codaŶt pour des 

cellulose sǇŶthases chez A. thaliana ŵoŶtre uŶe eǆpressioŶ des gğŶes codaŶt pour des celluloses 

sǇŶthases CES4, CESϱ, CES7 et CESϴ daŶs les galles ;HudsoŶ, ϮϬϬϴͿ. Plusieurs autres gğŶes codaŶt 

pour des protéiŶes structurales ou d'autres eŶzǇŵes de sǇŶthğse de coŵposaŶts de la paroi soŶt 

différeŶtielleŵeŶt régulés au cours des iŶteractioŶs plaŶte-Ŷéŵatodes à galles ;e.g. ǆǇloglucaŶ 

eŶdotraŶsglǇcosǇlase, glǇcosǇl hǇdrolaseͿ ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5; Barcala et al., ϮϬϭϬ; Iďrahiŵ et al., 

ϮϬϭϭͿ. Les protéiŶes ŵodifiaŶt la paroi coŵŵe les eǆpaŶsiŶes, les eŶdoglucaŶases, les 

polǇgalacturoŶases soŶt égaleŵeŶt iŵpliƋuées daŶs l’eǆteŶsioŶ de la paroi des cellules géaŶtes 

;Soďczak et al., ϮϬϭϭͿ. Les aŶalǇses par puces à ADN oŶt coŶfirŵé Ƌue des gğŶes codaŶt pour 

différeŶtes eŶzǇŵes de reŵodelage de la paroi, Ǉ coŵpris des eǆpaŶsiŶes et des ǆǇloglucaŶes 

traŶsglǇcosǇlases soŶt activées trğs tôt ;dğs ϯ jaiͿ daŶs la répoŶse de la plaŶte auǆ Ŷéŵatodes à 

galles ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5; Barcala et al., ϮϬϭϬ; Iďrahiŵ et al., ϮϬϭϭ; Ji et al., ϮϬϭϯaͿ. Les eǆpaŶsiŶes 

iŶduiseŶt rapideŵeŶt l'eǆteŶsioŶ des parois cellulaires de la plaŶte eŶ affaiďlissaŶt les iŶteractioŶs 

ŶoŶ covaleŶtes. Chez la toŵate, le gğŶe codaŶt pour l'eǆpaŶsiŶe LeEXPA5 est eǆpriŵé daŶs la galle 
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au Ŷiǀeau des cellules Ƌui eŶtoureŶt les cellules gĠaŶtes. L’iŶhiďitioŶ de l’expressioŶ du gğŶe LeEXP55 

par ARNi affecte le développement des nématodes (Gal et al., 2006). La dégradation de la paroi est 

également impliquée dans la formation de la cellule géante. Les gènes codant pour une pectine 

acétylestérase et les endoglucanases sont surexprimés lors du développement des cellules géantes 

(Goellner et al., 2001; Vercauteren et al., 2002; Mitchum et al., 2004). En plus des modifications de la 

paroi par les enzymes végétales lors de la formation des cellules géantes, les nématodes à galles 

sécrètent eux-mêmes une batterie d'enzymes diverses dégradant la paroi (Ding et al., 1998; Jaubert 

et al., 2002a; Mitreva-Dautova et al., 2006; Ledger et al., 2006; Abad et al., 2008).  

Les études de transcriptomique oŶt aiŶsi perŵis de ŵoŶtrer Ƌue l’iŶductioŶ des cellules gĠaŶtes par 

les ŶĠŵatodes à galles est le rĠsultat d’uŶe ǀaste reprograŵŵatioŶ de l’expressioŶ gĠŶiƋue des 

cellules raciŶaires ciďlĠes. Chez les eucarǇotes, les priŶcipaux rĠgulateurs de l’expression génique 

soŶt les facteurs de traŶscriptioŶ, la ŵodificatioŶ de l’Ġtat de la chroŵatiŶe et les petits A‘N. A ce 

jour on dispose de peu de connaissances quant au rôle de ces régulateurs dans la formation des 

cellules géantes. Au cours de ce travail de thèse je me suis particulièrement intéressée aux petits 

A‘N rĠgulateurs de l’expressioŶ gĠŶiƋue et leur rôle daŶs la reprograŵŵatioŶ traŶscriptioŶŶelle lors 

de la forŵatioŶ des galles. Les petits A‘N soŶt des rĠgulateurs ŵajeurs de l’expressioŶ gĠŶiƋue 

puisƋu’ils ont un vaste panel de moyens de régulation alliant la régulation post-transcriptionnelle des 

gènes cibles (dont de nombreux facteurs de transcription) mais aussi une régulation 

traŶscriptioŶŶelle iŵpliƋuaŶt des rĠgulatioŶs par la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN. 
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4. Les petits ARN chez les plantes 

 

Ͷ.ͳ. Mécanisme général de l’extinction de gènes ou « gene silencing »  

 

Le ŵĠĐaŶisŵe d’iŶhiďitioŶ de l’eǆpressioŶ de gèŶes par A‘N iŶterfĠreŶt ;A‘NiͿ appelĠ aussi 

extinction de gènes ou "gene silencing" a été découvert de façon fortuite chez les plantes dans les 

années 1990 par Napoli et al., (1990) et van der Krol et al., (1990). Afin de renforcer la couleur 

pourpre des pétales de pétunia, un vecteur portant la séquence codante du gène codant pour la 

chalcone synthase, impliquée dans la voie de biosynthèse du pigment pourpre, a été introduit dans la 

plante. La surexpression de ce gène a pourtant provoqué un phénotype révertant avec des fleurs 

partiellement ou totalement blanches. La surexpression de ce transgène a ainsi proǀoƋuĠ l’eǆtiŶĐtioŶ 

du gène artificiel mais aussi celle du gène endogène. En 1994, Wassenegger et al. (1994) ont montré 

chez A. thaliana Ƌue l’iŶtroduĐtioŶ d’uŶ A‘N douďle ďriŶ dĠĐleŶĐhe la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN 

correspondant. Cette étude mit en évidence le rôle prépondérant de la molécule ARN double brin 

dans le « gene silencing » chez les plantes. Enfin en 1998, Andrew Z. Fire et Craig C. Mello ont montré 

de façoŶ reŵarƋuaďle Ƌue l’eǆpressioŶ des A‘Nŵ et protéines pouvaient être réduite 

spécifiquement dans les cellules du nématode modèle Caenorhabditis elegans en y introduisant un 

ARN double brin exogène. Ce phénomène fut alors nommé ARN interférence (Fire et al., 1998). Le 

« gene silencing » Ŷe se liŵite pas à l’iŶtroduĐtioŶ d’A‘N eǆogèŶe ŵais est ĠgaleŵeŶt uŶ ŵĠĐaŶisŵe 

qui se produit daŶs la Đellule et est dĠĐleŶĐhĠ par la prĠseŶĐe d’A‘N douďle ďriŶ eŶdogèŶe 

provenant de différentes origines. Chez les plantes, les ARN double brin endogènes se forment suite 

à ϭͿ la traŶsĐriptioŶ d’uŶ A‘N siŵple ďriŶ Ƌui ǀa se replier daŶs uŶe Đonformation en tige boucle 2) 

l’hǇďridatioŶ de deuǆ A‘N distiŶĐts possĠdaŶt des sĠƋueŶĐes ĐoŵplĠŵeŶtaires ou ϯͿ la ŶĠo-synthèse 

d’uŶ A‘N ĐoŵplĠŵeŶtaire par uŶe A‘N polǇŵĠrase A‘N dĠpeŶdaŶte ;‘D‘Ϳ à partir d’uŶ A‘N siŵple 

brin matrice (Fig. 21). Le précurseur double brin est reconnu et clivé par une protéine DICER-LIKE 

;DCLͿ produisaŶt aiŶsi des dupleǆ d’A‘N d’uŶe ǀiŶgtaiŶe de ŶuĐlĠotides ;ŶtͿ (Hamilton & Baulcombe, 

1999). Chez les plantes, les petits ARN non codant maturés par les protéines de la famille DCL ont 

une taille comprise entre 20 et 24 nt. Un des deux brins de ce duplex est alors chargé dans une 

protéine ARGONAUTE (AGO) qui constitue le composant central du complexe multiprotéique RISC 

(« RNA Induced Silencing Complex »). Une fois chargée dans AGO, le petit ARN guide le complexe 

RISC vers un ARN cible par complémentarité de séquence (Hannon et al., 2000). Une grande variété 

de protéines AGO et DCL ont été identifiées chez les plantes, comme chez A. thaliana où 10 gènes 

AGO et 4 DCL ont été identifiés (Vaucheret, 2008). Les différentes DCL comme les différents clades 

d’AGO soŶt spĠĐifiƋues d’uŶ tǇpe de petit A‘N. “eloŶ le tǇpe de protĠiŶes AGO Ƌu’il ĐoŶtieŶt, le 



Figure 2ϭ : Modğle général de l’action des petits ARN.
Les précurseurs ARN douďle ďriŶ soŶt issus d’uŶ ARN siŵple ďriŶ replié eŶ tige ďoucle ;hairpiŶ ARNͿ
ou de l’apparieŵeŶt de deuǆ ďriŶs coŵpléŵeŶtaires ou eŶcore de la ŶéosǇŶthğse d’uŶ ďriŶ
coŵpléŵeŶtaire par uŶe ARN polǇŵérase ARN dépeŶdaŶte ;RDRͿ à partir d’uŶ ARN ŵatrice . Le
précurseur ARN douďle ďriŶ est clivé par uŶe eŶzǇŵe DICER-LIKE ;DCLͿ eŶ dupleǆes de petits ARN
Ƌui soŶt ŵéthǇlés par HENϭ afiŶ de les staďiliser et éviter leur dégradatioŶ. UŶ ďriŶ de ce dupleǆ est
eŶsuite chargé daŶs uŶe protéiŶe ARGONAUTE ;AGOͿ et va guider la protéiŶe de ŵaŶiğre séƋueŶce
spécifiƋue vers uŶ ARNŵ ciďle. La liaisoŶ eŶtre le petit ARN et l’ARNŵ ciďle par coŵpléŵeŶtarité de
séƋueŶces parfaite ou iŵparfaite eŶtraîŶe le clivage de l’ARNŵ, la répressioŶ traductioŶŶelle ou
eŶcore la ŵéthǇlatioŶ de l’ADNg.
;D ’aprğs BologŶa et al. ϮϬϭϰͿ

DégradatioŶ de l’ARNŵ

IŶhiďitioŶ traductioŶŶelle
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en tige ďoucle

Long ARN douďle ďrin

Petits ARN dď

Petits ARN dď ŵéthylés

Petit ARN sď
chargé dans AGO

Interaction 
entre  AGO-petit ARN sď

et l’ARNŵ ciďle 
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coŵpleǆe RISC eŶtraîŶe uŶe régulatioŶ daŶs le cǇtoplasŵe dite « Post-traŶscriptioŶŶelle » des ARNŵ 

ciďles ou PTGS ;« post-traŶscriptioŶŶal geŶe sileŶciŶg »Ϳ via leur dégradatioŶ ou leur iŶhiďitioŶ 

traductioŶŶelle ;MallorǇ & Bouché, ϮϬϬϴͿ ou alors eŶtraîŶe uŶe régulatioŶ dite « traŶscriptioŶŶelle » 

ou TGS ;« traŶscriptioŶal geŶe sileŶciŶg »Ϳ des gğŶes daŶs le ŶoǇau eŶ iŶduisaŶt le dépôt de ŵarƋues 

chroŵatiŶieŶŶes répressives au Ŷiveau de l’ADN géŶoŵiƋue ;Ekǁall et al., ϮϬϬϰͿ. Quel Ƌue soit le 

tǇpe de régulatioŶ, traŶscriptioŶŶelle ou post-traŶscriptioŶŶelle, ce ŵécaŶisŵe se traduit par la 

répressioŶ de l’eǆpressioŶ du gğŶe coŶcerŶé ;Fig. ϮϭͿ. Le tǇpe de régulatioŶ de l’eǆpressioŶ géŶiƋue 

traŶscriptioŶŶelle ou post-traŶscriptioŶŶelle dépeŶd doŶc du tǇpe de petits ARN régulateurs et des 

facteurs protéiƋues de la ŵachiŶerie de « geŶe sileŶciŶg ». 

4.2. Les principaux acteurs de la régulation de l’expression génique par les petits 

ARN 

 

La ďiosǇŶthğse des petits ARN ŶoŶ codaŶts aiŶsi Ƌue leur foŶctioŶ reƋuiert doŶc l’activité 

d’uŶ jeu de protéiŶes doŶt les priŶcipales soŶt DCL, AGO, et RDR ;Fig. ϮϮͿ. Les propriétés de ces 

priŶcipales eŶzǇŵes chez A. thaliana, Ŷotre ŵodğle d’étude, seroŶt développées ci-dessous. 

 

4.2.1. Les ARN polymérases ARN dépendante ou RDR 

 

Les ARN polǇŵérases ARN dépeŶdaŶte ou RDR ;« RNA-DepeŶdeŶt RNA PolǇŵerases »Ϳ soŶt 

des eŶzǇŵes Ƌui sǇŶthétiseŶt de novo uŶ ďriŶ d’ARN à partir d’uŶ ARN siŵple ďriŶ ŵatrice. Elles 

joueŶt uŶ rôle ŵajeur daŶs la ďiosǇŶthğse de la plupart des petits ARN iŶterféreŶt ou siARN. Les RDR 

oŶt été ideŶtifiées chez les virus à ARN, les chaŵpigŶoŶs, les plaŶtes, les protistes et les Ŷéŵatodes 

ŵais soŶt aďseŶts de la drosophile et les ŵaŵŵifğres ;)oŶg et al., ϮϬϬ9Ϳ. Les RDR eucarǇotes soŶt 

divisées eŶ trois clades : le clade RDR α, β et γ ;)oŶg et al., ϮϬϬ9Ϳ. Les plaŶtes possğdeŶt les RDR des 

clades α et γ. A. thaliana possğde siǆ gğŶes codaŶt pour des RDR ŵais seuls RDR1, RDRϮ et RDR6 

apparteŶaŶt au clade α possğdeŶt le ŵotif DLDGD coŵŵuŶ auǆ RDR eucarǇotes, à l’eǆtréŵité C-

terŵiŶal du site catalǇtiƋue. Les RDR du clade α participeŶt à la géŶératioŶ des précurseurs des 

différeŶtes catégories de siARN ;KatiǇar-Agarǁal et al., ϮϬϬϲ; PaŶdeǇ & BaldǁiŶ, ϮϬϬ7; Heǁezi et al., 

ϮϬϬϴ; PuŵpliŶ & VoiŶŶet, ϮϬϭϯͿ. Les différeŶtes RDR, tout coŵŵe les DCL, peuveŶt préseŶter uŶe 

redoŶdaŶce foŶctioŶŶelle. Par eǆeŵple, chez A. thaliana, la régulatioŶ PTGS RDRϲ-dépeŶdaŶte des 

traŶsgğŶes via les petits ARN est aŵplifiée chez les plaŶtes portaŶt des ŵutatioŶs daŶs le gğŶe 

codaŶt pour la RDRϮ, elle-ŵġŵe iŵpliƋuée daŶs la régulatioŶ de tǇpe TGS. Ce résultat suggğre Ƌue 

ces deuǆ eŶzǇŵes soŶt eŶ coŵpétitioŶ pour coŶvertir le produit du traŶsgğŶe eŶ douďle ďriŶ 

;JauvioŶ et al., ϮϬϭϮͿ.  



Figure 22 : Organisation des doŵaines conservés des protéines clefs du « gene silencing ».
DCL: ProtéiŶe Dicer-Like, RDR: ARN dépeŶdaŶte ARN polǇŵerase, AGO: ARGONAUTE.
;D’aprğs BologŶa et al. ϮϬϭϰͿ
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4.2.2. Les protéines DICER-like ou DCL 

 

Chez les plaŶtes, la ŵaturatioŶ des petits A‘N ŶĠĐessite l’aĐtioŶ d’uŶe riďonucléase à multi-

domaines appelée DICER-like ou DCL. Cette enzyme possède un domaine DExD-box/helicase-C, un 

domaine de fonction inconnue (DUF283), un domaine PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE (PAZ), deux 

domaines RNase-III, et uŶ doŵaiŶe de liaisoŶ à l’A‘N douďle ďrin (dsRBD) (Margis et al., 2006) (Fig. 

22). Les domaines PAZ, RNAse-III et ds‘BD soŶt iŵpliƋuĠs daŶs la liaisoŶ à l’A‘N douďle ďriŶ et daŶs 

son clivage. Le domaine PAZ est directement connecté au domaine RNAse-III par uŶe hĠliĐe α et peut 

spĠĐifiƋueŵeŶt se lier auǆ deuǆ ďases eŶ ϯ’ de l’A‘N douďle ďriŶ (MacRae et al., 2006). L’iŶterǀalle 

entre le domaine RNAse-III et le domaine PAZ détermine la longueur du duplex généré à partir du 

précurseur (MacRae et al., 2006). DCL1, DCL2, DCL3 et DCL4 produisent respectivement des duplex 

de petits ARN de 21, 22, 24 et 21 nt. Les DCL sont une famille multigénique conservée aussi bien chez 

les animaux que les végétaux. Chez A. thaliana on dénombre 4 DCL chacune synthétisant une 

catégorie spécifique de petits ARN. Le type de DCL détermine non seulement la taille du duplex de 

petits A‘N gĠŶĠrĠs ŵais ĠgaleŵeŶt le ŶuĐlĠotide prĠseŶt eŶ ϱ’, deuǆ ĐaraĐtĠristiƋues Ƌui iŶflueŶt sur 

le type de protéine ARGONAUTE (AGO) recrutée et donc sur le type de régulation réalisée.  

4.2.3. Les protéines ARGONAUTES ou AGO 

 

Les protéines AGO et AGO-like sont les protéines effectrices du « gene silencing ». Dans le 

gĠŶoŵe d’A. thaliana, 10 gènes AGO ont été identifiés et sont regroupés en trois clades par une 

analyse phylogénétique : AGO1,-5, et -10; AGO2,-3, et -7; et AGO4,-6,-8, et -9 (Mallory & Vaucheret, 

2010a). Les AGO canoniques possèdent quatre domaines : un domaine N-terminal variable, et des 

domaines PAZ, MID, et PIWI hautement conservés (Mallory & Vaucheret, 2010b; Bologna & Voinnet, 

2014) ;Fig. ϮϮͿ. Le doŵaiŶe MID est Đapaďle de reĐoŶŶaitre la ďase à l’eǆtrĠŵitĠ ϱ’ du petit A‘N et le 

domaine PAZ se lie à son extréŵitĠ ϯ’. AiŶsi, AGOϭ, -2, et -5 se lient préférentiellement aux petits 

A‘N possĠdaŶt à leur eǆtrĠŵitĠ ϱ’ uŶe uridiŶe, uŶe adĠŶosiŶe et uŶe ĐǇtosiŶe respeĐtiǀeŵeŶt (Mi et 

al., 2008). EŶsuite le doŵaiŶe PIWI Ƌui possède uŶe aĐtiǀitĠ d’eŶdoŶuĐlĠase Đliǀe l’A‘Nŵ liĠ au petit 

ARN par complémentarité de séquence. Cette activité de clivage a été démontrée 

expérimentalement chez A. thaliana pour AGO1, -2, -7, et -10 et AGO4 (Zhu et al., 2011; Manavella et 

al., 2012; Carbonell et al., 2012). Toutes les protĠiŶes AGO Ŷ’oŶt pas Đette ĐapaĐitĠ de Đliǀage, elles 

soŶt toutefois Đapaďles de ďloƋuer la traduĐtioŶ eŶ dĠstaďilisaŶt l’A‘Nŵ ou eŶ le sĠƋuestraŶt daŶs 

des structures appelées « P-bodies » les rendant inaccessibles à la machinerie traductionnelle 

(Filipowicz et al., 2008; Leung & Sharp, 2013). L’iŵŵuŶoprĠĐipitatioŶ des protĠiŶes AGO de plaŶtes a 

rĠǀĠlĠ uŶ ďiais d’iŶĐorporatioŶ des petits A‘N liĠ à la taille du petit ARN et à la nature du nucléotide à 



Figure 23: Biosynthğse des principales catégories de petits ARN de plantes.
A. Les ŵicroARN et siARN
Les gğŶes MIR soŶt traŶscrits par l’ARN polǇŵérase II pour forŵer des précurseurs repliés daŶs uŶe
structure tige ďoucle appelé pri-ŵiARN et ŵaturés par DICER-LIKE ϭ ;DCLϭͿ eŶ des précurseurs plus courts
appelés pre-ŵiARN. Les pre-ŵiARN soŶt ŵaturés par DCLϭ eŶ dupleǆ de ŵiARN de ϮϬ-ϮϮŶt. Les
ŵicroARN soŶt iŵpliƋués daŶs la régulatioŶ PTGS ;post-traŶscriptioŶal geŶe sileŶciŶgͿ, ils provoƋueŶt le
clivage des traŶscrits ou la répressioŶ traductioŶŶelle. Les hp-siARN dérivés égaleŵeŶt de structures eŶ
tige ďoucle soŶt produits à partir de séƋueŶces iŶversées-répétées et soŶt ŵaturés par les protéiŶes
DCLϭ-ϰ. Ces structures eŶ tige ďoucle pourraieŶt évoluer eŶ ŵicroARN et soŶt souveŶt désigŶées coŵŵe
des proto-ŵiARN. Les Ŷatural aŶtiseŶse siARNs ;ŶatsiARNsͿ soŶt produits à partir d’ARN douďle ďriŶ
forŵés suite à la traŶscriptioŶ de deuǆ gğŶes se chevauchaŶt ;cis-ŶatsiARNsͿ ou traŶscrits à différeŶts loci
ŵais préseŶtaŶt uŶe coŵpléŵeŶtarité de séƋueŶces ;traŶs-ŶatsiARNsͿ.
B. Les siARN secondaires
Les précurseurs des petits ARN secoŶdaires soŶt traŶscrits par Pol II et peuveŶt ġtre issus de loci ŶoŶ
codaŶt, de loci codaŶt pour des protéiŶes ou d’éléŵeŶts traŶsposaďles. Ces traŶscrits soŶt coŶvertis eŶ
ARN douďle ďriŶs par la ARN-DEPENDENT ARN POLYMERASE ϲ ;RDRϲͿ Ƌui soŶt à leur tour ŵaturés par
DCLϮ et DCLϰ pour produire des petits ARN de ϮϮ ou Ϯϭ Ŷt respectiveŵeŶt. Les siARN secoŶdaires soŶt
divisés eŶ traŶs-actiŶg siARNs ;tasiARNsͿ, phased siARN ;phasiARNsͿ et epigeŶeticallǇ activated siARNs
;easiARNsͿ. Les siARN secoŶdaires soŶt pour la plus part iŵpliƋués daŶs la PTGS ;phasiARN et tasiARNͿ
ŵais les easiRNA peuveŶt égaleŵeŶt iŶitier la ARN-directed DNA ŵethǇlatioŶ ;RdDMͿ à des loci
spécifiƋues.
C. Les heterochroŵatic siARNs
Les heterochroŵatic siARNs ;hetsiARNs ou hcsiARNsͿ soŶt dérivés d’éléŵeŶt traŶsposaďles et de
séƋueŶces répétées préféreŶtielleŵeŶt localisées daŶs les régioŶs périceŶtroŵériƋues. Leur ďiogéŶğse
reƋuiert Pol IV pour la traŶscriptioŶ et RDRϮ pour la sǇŶthğse de l’ARN douďle ďriŶ Ƌui est par la suite
ŵaturé eŶ petits ARN de Ϯϰ Ŷt par DCLϯ. Ces petits ARN soŶt iŵpliƋués daŶs la TGS via la RdDM iŶduisaŶt
priŶcipaleŵeŶt la ŵéthǇlatioŶ des cǇtosiŶes au Ŷiveau de l’ADN.
;De Borges et al. ϮϬϭ5Ϳ

A. B. C.

PTGS
TGS
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soŶ eǆtréŵité 5’ ;)heŶg et al., ϮϬϬ7; Mi et al., ϮϬϬϴ; MoŶtgoŵerǇ et al., ϮϬϬϴͿ. AiŶsi AGOϰ, -ϲ, aŶd -9 

soŶt associés auǆ petits ARN de Ϯϰ Ŷt de loŶg alors Ƌue AGOϭ, -Ϯ, -5, -7 et -ϭϬ se lieŶt auǆ petits ARN 

de Ϯϭ–ϮϮ Ŷt de loŶg. 

4.3. Les petits ARN non codant chez les plantes 

 

4.3.1. La régulation post-transcriptionnelle (PTGS) et les différents types de petits 

ARN associés à la PTGS 

 

Chez les plaŶtes, il eǆiste uŶe graŶde diversité des petits ARN régulateurs de l’eǆpressioŶ géŶiƋue. 

CertaiŶs petits ARN agisseŶt au Ŷiveau post traŶscriptioŶŶel. Les régulatioŶs de tǇpe PTGS iŶduite par 

les petits ARN eŶtraîŶe la dégradatioŶ du traŶscrit ciďlé ou sa répressioŶ traductioŶŶelle suite à 

l’apparieŵeŶt du petit ARN ;chargé daŶs AGOͿ avec soŶ ARNŵ ciďle sur la ďase de la 

coŵpléŵeŶtarité des séƋueŶces. Les catégories de petits ARN associés au PTGS soŶt ;iͿ les ŵicroARN 

;ŵiARNͿ, ;iiͿ les « hairpiŶ » ARN ;hpARNͿ, ;iiiͿ les Ŷatural aŶtiseŶse-siARN ;Ŷat-siARNͿ et ;ivͿ les siARN 

secoŶdaires ;phasiARN et tasiARNͿ ;Fig. ϮϯͿ. Ces différeŶtes catégories de petits ARN seroŶt 

détaillées par la suite à l’eǆceptioŶ des hpARN Ƌui resteŶt peu eǆplorés à ce jour. Le degré de 

coŵpléŵeŶtarité de séƋueŶces eŶtre le petit ARN et sa ciďle est crucial pour orieŶter la régulatioŶ 

PTGS vers le clivage de l’ARNŵ ciďle ou vers la répressioŶ traductioŶŶelle. Le clivage de l’ARNŵ est 

géŶéraleŵeŶt favorisé par uŶe coŵpléŵeŶtarité parfaite ou Ƌuasi-parfaite eŶtre la séƋueŶce du 

ŵiARN/siARN et l’ARNŵ ;Yekta et al., ϮϬϬϰ; MallorǇ et al., ϮϬϬϰ; Guo et al., ϮϬϬ5Ϳ. Les produits de 

clivage des petits ARN soŶt dégradés seloŶ le ŵġŵe processus de dégradatioŶ Ƌue les ARNŵ c’est-à-

dire l’adéŶǇlatioŶ du produit de dégradatioŶ et l’adressage à l’eǆosoŵe où il sera dégradé par des 

eŶdo- et eǆoŶucléases. DaŶs le cas de la répressioŶ traductioŶŶelle, il a été ŵoŶtré Ƌue les 

« ProcessiŶg ďodies » ou « P-ďodies », des structures graŶuleuses préseŶtes daŶs le cǇtoplasŵe, 

coŶtieŶŶeŶt des eŶzǇŵes Ƌui soŶt iŵpliƋuées daŶs la dégradatioŶ de l’ARNŵ. Le lieŶ eŶtre les P-

ďodies et les ŵiARN repose sur la colocalisatioŶ des ARGONAUTES et des polǇsoŵes associés à 

l’ARNŵ avec les P-ďodies. Il seŵďlerait doŶc Ƌue le P-ďodǇ « séƋuestre » les ARNŵ liés auǆ AGO afiŶ 

Ƌu’ils Ŷe soieŶt pas accessiďles à la ŵachiŶerie de traductioŶ ;ValeŶcia-SaŶchez et al., ϮϬϬϲͿ.  

  



Figure 24: Régulation de l’expression des gğnes par les ŵicroARN.
DaŶs le ŶoǇau, la traŶscriptioŶ d’uŶ gğŶe MIR produit uŶ précurseur ARN douďle ďriŶ avec uŶe
coŶforŵatioŶ eŶ tige ďoucle appelé pri-ŵiARN et ŵaturé eŶ pre-ŵiARN par DICER-LIKE ϭ ;DCLϭͿ. Le
pre-ŵiARN est eŶsuite clivé par DCLϭ eŶ dupleǆes de ŵicroARN Ƌui voŶt ġtre ŵéthǇlés par HENϭ et
eǆportés vers le cǇtoplasŵe. Les ŵicroARN soŶt iŶcorporés daŶs les protéiŶes AGO et iŶduiseŶt
l’iŶhiďitioŶ de l’eǆpressioŶ des gğŶes eŶ iŶduisaŶt la dégradatioŶ des traŶscrits ou la répressioŶ
traductioŶŶelle. Les ProcessiŶg ďodies ou P-ďodies soŶt associés auǆ ŵicroARN et à AGOϭ et soŶt
iŵpliƋués daŶs la repressioŶ traductioŶŶelle proďaďleŵeŶt via la séƋuestratioŶ de l’ARNŵ. La protéiŶe
ALTERED MERISTEM PROGRAM1 ;AMP1Ϳ associée au réticuluŵ eŶdoplasŵiƋue est égaleŵeŶt associée
à AGOϭ et localise uŶe partie de la repressioŶ traductioŶŶelle daŶs le réticuluŵ eŶdoplasŵiƋue. La
répressioŶ traductioŶŶelle par les ŵicroARN est uŶ phéŶoŵğŶe rare chez les plaŶtes. DaŶs ƋuelƋues
rares cas, les ŵicroARN associés à AGOϰ peuveŶt égaleŵeŶt ġtre relocalisés au ŶoǇau pour iŶduire la
ŵéthǇlatioŶ des cǇtosiŶes de l’ADN.
;Adapté de Rogers et al. ϮϬϭϯͿ

priŵiRNA

preŵiRNA

ŵiRNA/ŵiRNA*
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Ͷ.͵.ͳ.ͳ Les microARN ou miARN 
 

Au seiŶ du géŶoŵe, les gğŶes MIR codaŶt pour les précurseurs des ŵiARN soŶt traŶscrits par 

l’ARN PolǇŵérase II eŶ uŶ ARN siŵple ďriŶ appelé pri-ŵiARN. EŶ raisoŶ de sa séƋueŶce 

ŶucléotidiƋue, le pri-ŵiARN est capaďle de se replier sur lui-ŵġŵe daŶs uŶe coŶforŵatioŶ de tǇpe 

tige-ďoucle ;Fig. Ϯϯ et ϮϰͿ. Le pri-ŵiARN est clivé daŶs le ŶoǇau au Ŷiveau des "diciŶg ďodies" par 

DCLϭ associée ŶotaŵŵeŶt à HYPONASTIC LEAVES ϭ ;HYLϭͿ et SERRATE ;SEͿ pour produire uŶe 

ŵolécule plus courte, le "pré-ŵiARN" ;Schauer et al., ϮϬϬϮ; Kurihara et al., ϮϬϬϲ; Rogers & CheŶ, 

ϮϬϭϯͿ. Le pré-ŵiARN est à soŶ tour clivé par DCLϭ et ses cofacteurs daŶs les « diciŶg ďodies » 

géŶéraŶt aiŶsi uŶ dupleǆ coŵposé du ŵiARN ŵature et soŶ ďriŶ coŵpléŵeŶtaire doŶt la taille 

ŵajoritaire est de Ϯϭ Ŷt de loŶg. La protéiŶe HUA ENHANCER ϭ ;HENϭͿ dépose alors uŶ groupe 

ŵéthǇl sur l’eǆtréŵité OH de chaƋue ďriŶ du dupleǆ de ŵiARN aiŶsi forŵé pour les protéger de la 

dégradatioŶ ;Yu et al., ϮϬϬ5; Li et al., ϮϬϬ5Ϳ. Le dupleǆ de ŵiARN est eŶsuite activeŵeŶt traŶsporté 

du ŶoǇau au cǇtosol grâce à uŶe iŶteractioŶ avec l’orthologue ;chez les plaŶtesͿ de l’eǆportiŶe 5 ;de 

ŵaŵŵifğresͿ Ŷoŵŵé HASTY ;HSTͿ ;Park et al., ϮϬϬ5Ϳ. UŶ des deuǆ ďriŶs du dupleǆ est alors chargé 

daŶs la protéiŶe AGOϭ Ƌui est le coŶstituaŶt priŶcipal du coŵpleǆe ŵulti-protéiƋue RISC de la voie 

PTGS. Le ďriŶ chargé daŶs AGOϭ guidera le coŵpleǆe RISC vers les ARNŵ ciďles par coŵpléŵeŶtarité 

de séƋueŶce eŶtraîŶaŶt le clivage de la ciďle ou de l’iŶhiďitioŶ de la sǇŶthğse protéiƋue coŵŵe Ŷous 

l’avoŶs vu précédeŵŵeŶt. Chez les plaŶtes la coŵpléŵeŶtarité de séƋueŶce eŶtre le ŵiARN et sa 

ciďle s’éteŶd sur toute la séƋueŶce du ŵiARN à l’eǆceptioŶ d’uŶ ou deuǆ ŵésapparieŵeŶts eŶ 5’ du 

ŵiARN. La zoŶe de clivage est géŶéraleŵeŶt située au ceŶtre de la séƋueŶce du ŵiARN sur la 

positioŶ ϭϬ ou ϭϭ. UŶe coŵpléŵeŶtarité parfaite au Ŷiveau du site de clivage est iŶdispeŶsaďle pour 

iŶduire le clivage de l’ARNŵ ;FraŶco-)orrilla et al., ϮϬϬ7Ϳ. La ŵajorité des ŵiARN de plaŶtes iŶduiseŶt 

la dégradatioŶ des ARNŵ ciďlés, toutefois il eǆiste plusieurs eǆeŵples d’iŶhiďitioŶs traductioŶŶelles 

iŶduites par les ŵiARN ;CheŶ, ϮϬϬϰ; Dugas & Bartel, ϮϬϬϴ; YaŶ et al., ϮϬϭϮ; )haŶg & Li, ϮϬϭϯͿ. Par 

eǆeŵple, chez A. thaliana, ŵiRϭ7Ϯ répriŵe directeŵeŶt la traductioŶ de la protéiŶe APETALAϮ 

;CheŶ, ϮϬϬϰͿ. RéceŵŵeŶt uŶ Ŷouveau tǇpe de ŵiARN de Ϯϰ Ŷt a été ideŶtifié chez le riz et A. 

thaliana doŶt la sǇŶthğse dépeŶd d’uŶe autre voie iŵpliƋuaŶt DCLϯ ;VazƋuez et al., ϮϬϬϴ; Wu et al., 

ϮϬϭϬ; ChellappaŶ et al., ϮϬϭϬͿ. Ces ŵiARN de Ϯϰ Ŷt, appelés loŶg ŵiARN, agisseŶt différeŵŵeŶt des 

ŵiARN classiƋues puisƋu͚ils soŶt capaďles de répriŵer l’eǆpressioŶ du gğŶe ciďle eŶ iŶduisaŶt la 

ŵéthǇlatioŶ de l’ADN géŶoŵiƋue ;Wu et al., ϮϬϭϬ; ChellappaŶ et al., ϮϬϭϬͿ. Ces loŶg ŵiARN 

appartieŶŶeŶt doŶc à la voie du TGS. 

Chez A. thaliana uŶe ŵajorité des gğŶes MIR soŶt préseŶts eŶ plusieurs copies daŶs le géŶoŵe 

coŶstituaŶt aiŶsi des faŵilles ŵultigéŶiƋues. BieŶ Ƌue la séƋueŶce des précurseurs des ŵiARN de la 



D.

Figure 2ϱ: Profil d’expression de MIR164a, MIR164ď et MIR164c dans les  inflorescences de plantes 
d’A. thaliana sauvages.
A-C. Iŵages de ŵicroscopie coŶfocale d’iŶfloresceŶces apparteŶaŶt à des plaŶtes traŶsgéŶiƋues 
portaŶt la coŶstructioŶ ϯǆVENUS-N7  ;jauŶe/vert Ϳ sous le coŶtrôle du proŵoteur de MIR164a, 
MIR164ď et MIR164c 
Barre d ’échelles: ϭϬϬμŵ.
;D’aprğs Sieďer et al. ϮϬϬ7Ϳ
D. AligŶeŵeŶt des séƋueŶces ŵatures  de ŵiRϭϲϰa, ŵiRϭϲϰď et ŵiRϭϲϰc.
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ŵġŵe faŵille diverge, la séƋueŶce des ŵiARN ŵatures Ŷe varie Ƌue d’uŶ ou deuǆ Ŷucléotides et 

partageŶt souveŶt les ŵġŵes ciďles ;PalatŶik et al., ϮϬϬ7Ϳ. EŶ revaŶche, les ŵeŵďres d’uŶe ŵġŵe 

faŵille diffğreŶt souveŶt par leur profil d’eǆpressioŶ. C’est le cas de la faŵille ŵiRϭϲϰ coŵposée de 

trois ŵeŵďres: ŵiRϭϲϰa, ŵiRϭϲϰď et ŵiRϭϲϰc chez A. thaliana ;Fig. Ϯ5Ϳ. Les proŵoteurs de MIR164a 

et MIR164c soŶt tous deuǆ actifs daŶs les fleurs où ils oŶt uŶ patroŶ d’eǆpressioŶ chevauchaŶt à la 

froŶtiğre eŶtre le ŵéristğŵe floral et le priŵordiuŵ floral aiŶsi Ƌue daŶs les jeuŶes ďourgeoŶs ;Baker 

et al., ϮϬϬ5; Sieďer et al., ϮϬϬ7Ϳ. EŶ revaŶche, le proŵoteur de MIRϭϲϰď est actif daŶs les sépales 

ŵais apparait coŵŵe eǆclu des ŵéristğŵes florauǆ ;Sieďer et al., ϮϬϬ7Ϳ.  

CertaiŶes faŵilles de ŵiARN soŶt trğs coŶservées au seiŶ du rğgŶe végétal coŵŵe les faŵilles 

ŵiRϭϲ7, ŵiRϯ9ϴ, ŵiRϭ5ϲ, ŵiRϭ57. Toutefois, de réceŶtes études oŶt ŵoŶtré Ƌue le Ŷoŵďre de 

ŵiARN spécifiƋues d’uŶe espğce est plus iŵportaŶt Ƌue le Ŷoŵďre de ŵiARN coŶservés ;Cui et al., 

ϮϬϭ7Ϳ. NéaŶŵoiŶs la plupart des ŵiARN pour lesƋuels oŶ dispose des doŶŶées foŶctioŶŶelles et doŶt 

le rôle est déŵoŶtré eǆpériŵeŶtaleŵeŶt chez les plaŶtes soŶt des ŵiARN coŶservés. Des aŶalǇses in 

silico oŶt ŵoŶtré Ƌue parŵi ϭ55 espğces de plaŶtes testées, ϲϴϮ ŵiARN avaieŶt été prédits doŶt ϭ5 

faŵilles de ŵiARN coŶservées chez ϭϭ espğces de plaŶtes ;SuŶkar & JagadeesǁaraŶ, ϮϬϬϴͿ. CertaiŶes 

faŵilles de ŵiARN soŶt particuliğreŵeŶt coŶservées coŵŵe ŵiRϯϭ9, ŵiRϭ5ϲ/ϭ57, ŵiRϭϲ9, 

ŵiRϭϲ5/ϭϲϲ et ŵiRϯ9ϰ Ƌui oŶt été ideŶtifiés daŶs plus de ϰϬ espğces différeŶtes de plaŶtes ;SuŶkar 

& JagadeesǁaraŶ, ϮϬϬϴͿ. De plus les foŶctioŶs de ces ŵiARN peuveŶt ġtre coŶservées eŶtres espğces 

coŵŵe ŵiRϭϲ5/ŵiRϭϲϲ et ŵiRϭ5ϲ doŶt l’activité est iŶdispeŶsaďle au développeŵeŶt de la feuille et 

la traŶsitioŶ florale respectiveŵeŶt chez le ŵaïs et Araďidopsis ;WillŵaŶŶ et al., ϮϬϬ7Ϳ. CertaiŶs 

ŵiARN coŶservés peuveŶt égaleŵeŶt avoir les ŵġŵes ciďles chez différeŶtes espğces ;JoŶes-

Rhoades, ϮϬϭϮͿ ou à l’iŶverse ils peuveŶt avoir des ciďles différeŶtes seloŶ l’espğce de plaŶte 

étudiée.  Ͷ.͵.ͳ.ʹ Les siARN : nat-siARN et Les siARN secondaires 
 

Les siARN iŵpliƋués daŶs le PTGS soŶt des petits ARN de ϮϬ-ϮϰŶt produits par la ŵaturatioŶ 

de précurseurs ARN douďle ďriŶ issus de l’apparieŵeŶt de deuǆ ďriŶs coŵpléŵeŶtaires ou de la 

ŶéosǇŶthğse d’uŶ ďriŶ coŵpléŵeŶtaire à partir d’uŶ traŶscrit ŵatrice par l’actioŶ d’uŶe ARN 

polǇŵeraserase ARN dépeŶdaŶte ;RDRͿ. Les siARN coŶstitueŶt uŶe faŵille coŵpleǆe divisée eŶ 

plusieurs sous faŵilles seloŶ leur ŵode de ďiosǇŶthğse. OŶ distiŶgue les siARN aŶti-seŶs Ŷaturel 

;"Ŷatural aŶti-seŶs siRNA"Ϳ ou Ŷat-siARN et les siARN secoŶdaires ;"secoŶdarǇ siRNA"Ϳ, ces derŶiers 

étaŶt euǆ ŵġŵe sous-divisés eŶ plusieurs catégories. 

  



Figure 2ϲ : Voie de ďiosynthğse et d'action des NAT siARN.
Les Ŷatural aŶtiseŶse siARNs ;NAT siARNsͿ se diviseŶt eŶ deuǆ catégories : les cis-NAT siARN ;AͿ et les
traŶs-NAT siARN ;BͿ. Les cis-NAT siARN soŶt produits à partir de la ŵaturatioŶ d’uŶ précurseur ARN
douďle ďriŶ issu de la traŶscriptioŶ de deuǆ gğŶes chevauchaŶt ;gğŶe ϭ et gğŶe ϮͿ. Les traŶs-NAT soŶt
produits à partir de la ŵaturatioŶ d’uŶ précurseur ARN douďle ďriŶ issu de la traŶscriptioŶ de deuǆ
gğŶes situés à des loci distiŶcts ŵais préseŶtaŶt uŶe coŵpléŵeŶtarité de séƋueŶces. La ďiogéŶğse des
Ŷat-siARN est eŶcore ŵal coŶŶue, elle iŵpliƋuerait Pol II et PolIV pour la traŶscriptioŶ des deuǆ gğŶes
et RDRϮ ou RDRϰ pour la ŶéorforŵatioŶ du précurseur ARN douďle ďriŶ. Les protéiŶes DICER-LIKE ϭ
;DCLϭͿ, DCLϮ et DCLϰ découpeŶt le précurseur ARN douďle ďriŶ eŶ petits ARN de taille coŵprise eŶtre
Ϯϭ et Ϯϰ Ŷt. UŶe ďoucle de régulatioŶ a été ŵise eŶ évideŶce, les NAT siARN issus du gğŶe ϭ ciďleŶt la
répressioŶ PTGS du gğŶe Ϯ. AiŶsi les profils de ces deuǆ gğŶes apparaîtroŶt aŶti-corrélés lorsƋue cette
ďoucle de régulatioŶ est activée.
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Les précurseurs ARN double brin des nat-siA‘N rĠsulteŶt de l’hǇďridatioŶ de deuǆ ďriŶs d’A‘Nŵ issus 

de deux gènes différents co-exprimés et présentant une complémentarité de séquence sur une 

partie du transcrit. Lorsque les ARNm complémentaires sont issus de deux gènes dits "chevauchant" 

situés sur le même locus chromosomique mais sur des brins opposés, on parle de cis-nat-siARN (Fig. 

26). Lorsque les ARNm complémentaires sont issus de gènes avec des localisations différentes, on 

parle de trans-nat-siARN. Seuls les cis-nat-siARN ont été décrits chez les plantes avec une validation 

fonctionnelle contrairement aux trans-nat-siARN dont la réalité biologiƋue Ŷ’est pas eŶĐore 

démontrée (Axtell, 2013a). UŶe Ġtude a ŵoŶtrĠ Ƌue la produĐtioŶ d’uŶ Đis-nat-siARN de 24 nt de 

long est induit par le stress saliŶ et rĠsulte du Đliǀage d’uŶ prĠĐurseur A‘N douďle ďriŶ issus du 

chevauchement des gènes P5CDH (At5g62530) et SRO5 (At5g62520) (Borsani et al., 2005). De plus, 

un cis-nat-siARN de 22 nt de long a également été montré comme induit par la bactérie 

Pseudomonas à partir des transcrits des gènes ATGB2 (At4g35860) – PPRL (At4g35850) (Katiyar-

Agarwal et al., 2007). Par ailleurs Ron et al., (2010) ont également démontré que les ARNm des gènes 

KPL (At5g63720) - ARI4 (At5g63730Ϳ s’aĐĐuŵuleŶt au Đours du dĠǀeloppeŵeŶt du pollen et sont 

associés à une accumulation de petits ARN de 21 nt au niveau de la région chevauchante. Dans le 

gĠŶoŵe d’A. thaliana 1340 paires de gènes chevauchant (cis-nat) ont été identifiés dont 957 paires 

présentent une transcription active pour les deuǆ gèŶes Đoŵŵe le ĐoŶfirŵe l’ideŶtifiĐatioŶ d’ADNĐ 

pleines longueurs correspondant aux deux transcrits dans les banques de données (Wang et al., 

2005a). Toutefois, tous les gènes cis-nat ne génèrent pas des siARN. Seul 6% à 16%, chez A. thaliana 

et le riz respectivement, des gènes cis-nat présentent une quantité de siARN conséquentes (plus de 

10 siARN par millions de séquences) (Zhang et al., 2012). Différentes protéines comme DCL1-HYL1-

RDR2-SGS3 (Ron et al. 2010) ou DCL2-RDR6-SGS3 et NRPD1a (Borsani et al. 2005) ont été décrites 

comme impliquées dans la synthèse de certains nat-siARN, toutefois les facteurs impliqués semblent 

diffĠrer d’uŶ Ŷat-siA‘N à l’autre. UŶe Ġtude gloďale des Ŷat-siARN a récemment conclu que les nat-

siA‘N de Ϯϭ Ŷt dĠpeŶdaieŶt de l’aĐtioŶ de ‘D‘ϲ-DCL1 et DCL2 alors que la synthèse des nat-siARN de 

24 nt dépendait de RDR2 et DCL3 (Yuan et al., 2015). Les gènes cis-nat peuvent former des boucles 

de régulation dans lesquelles les cis-nat-siA‘N dĠriǀĠs du traŶsĐrit d’uŶ des deuǆ gèŶes ĐheǀauĐhaŶt 

Điďle le traŶsĐrit de l’autre gèŶe. Cette ďouĐle de régulation se manifeste alors par une expression 

anti-corrélée des deux gènes chevauchant. Jin et al., (2008) ont ainsi identifié chez A. thaliana 155 

paires de gènes cis-NAT prĠseŶtaŶt des profils d’eǆpression anticorrélés. 

  



Figure 2ϳ : Voie de ďiogénğse des siARN secondaires.
Les ŵicroARN soŶt capaďles d’iŶduire la productioŶ de siARN secoŶdaires à partir d’ARNŵ, d’ARN
ŶoŶ codaŶt ou issus d’éléŵeŶts traŶsposaďles. Le ŵécaŶisŵe adŵis pour la ďiogéŶğse des petits
ARN secoŶdaires coŵpreŶaŶt les traŶs-actiŶg siARN ;tasiARNͿ, les phased siARN ;phasiARNͿ et les
epigeŶeticallǇ activated siARN ;easiARNͿ se ditiŶgue eŶ deuǆ voies. La preŵiğre voie est apellée
͞tǁo hit͟ daŶs laƋuelle deuǆ ŵicroARN de Ϯϭ Ŷt de loŶg ciďleŶt uŶ ŵġŵe ARNŵ à deuǆ positioŶs
distiŶctes et reƋuiert la protéiŶe ARGONAUTE 7 ;AGO7Ϳ. La secoŶde voie appellée ͞oŶe-hit͟ iŵpliƋue
uŶ ŵicroARN de ϮϮ Ŷt de loŶg iŶcorporé daŶs AGOϭ ou uŶ variaŶt de ϮϮ Ŷt Ƌui est issu de la ŵoŶo-
urǇdilatioŶ d’uŶ ŵicroARN de Ϯϭ Ŷt. DaŶs les deuǆ voies, ARN-DEPENDENT ARN POLYMERASE ϲ
;RDRϲͿ et SUPPRESSOR OF GENE SILENCING ϯ ;SGSϯͿ utiliseŶt les produits de dégradatioŶ de l’ARNŵ
ciďlé par les ŵicroARN pour sǇŶthétiser uŶ ARN douďle ďriŶ. Ce derŶier sera eŶsuite ŵaturé par
DCLϮ et DCLϰ eŶ petits ARN secoŶdaires de ϮϮ et Ϯϭ Ŷt respectiveŵeŶt.
D’aprğs Borges et al. ϮϬϭ5
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Les siARN secondaires sont issus de précurseurs ARN double brin formés à partir de produits de 

cliǀage rĠsultaŶt de l’actioŶ de deux ŵiA‘N de Ϯϭ Ŷt ou uŶ seul ŵiA‘N de ϮϮ Ŷt et d’AGOϭ et AGOϳ 

(Fig. 27) (Allen et al., 2005; Yoshikawa et al., 2005; Axtell et al., 2006). “uite au cliǀage d’uŶ A‘Nŵ par 

un miARN, les produits de clivage servent de brin matrice à la protéine RDR6 associée à son cofacteur 

SGS3 pour synthétiser un brin complémentaire générant ainsi un précurseur double brin qui est 

ensuite clivé par DCL4 et DCL2 en duplex de petits ARN de 21 et 22 nt respectivement. Il existe 

plusieurs catégories de siARN secondaires : les siARN phasés (« phased-siARNs ») ou phasiARN qui 

intègrent les trans-acting siARN (tasiARN) et les « epigenetically activated » siARN (easiARN) (Borges 

& Martienssen, 2015). Les easiA‘N rĠgulaŶt l’expressioŶ de leur cible au niveau transcriptionnel 

seront détaillés dans un paragraphe ultérieur dédié au TGS.  

Les siARN secondaires sont phasés c'est-à-dire Ƌue l’eŶzǇŵe DCL cliǀe le traŶscrit ciďle du ŵiA‘N 

tous les 21 ou 22 nt générant des siARN phasés (Allen et al., 2005; Ronemus et al., 2006; Axtell et al., 

2006). LorsƋu’ils agisseŶt eŶ trans et ciblent les traŶscrits d’uŶ gğŶe diffĠreŶt de celui à partir duƋuel 

les siARN ont été générés, on parle de siARN actifs en trans (« trans-activated siRNA ») ou tasiARN. 

Chez A. thaliana, les phasiARN sont rares dans les cellules somatiques. Seules quatre familles de 

gènes TAS ont été identifiées chez A. thaliana. Les transcrits des gènes TAS1a, TAS1b, TAS1c et TAS2 

sont ciblés par miR173, alors que les gènes TAS3a, TAS3b et TAS3c sont ciblés par miR390 et TAS4 est 

ciblé par miR828 (Yoshikawa et al., 2005; Rajagopalan et al., 2006; Fei et al., 2013). Le gène TAS3 est 

le plus coŶserǀĠ puisƋu’il est prĠseŶt chez les gymnospermes et angiospermes (Fei et al., 2013). 

Contrairement à A. thaliana, d’autres gĠŶoŵes de plaŶtes tels Ƌue le riz, Medicago et le maïs 

contiennent des centaines de loci générateurs de phasiARN (Johnson et al., 2009; Zhai et al., 2011; 

Song et al., 2012; Liu et al., 2013). Dans ces plantes, les phasiARN ciblent différentes familles de 

gènes et en particulier les gènes de la famille NB-LRR (Fei et al., 2013) 

4.3.2 La régulation transcriptionnelle (TGS) 

 

Chez les plaŶtes, la ŵĠthǇlatioŶ des cǇtosiŶes de l’ADN gĠŶoŵiƋue ŵodifie la structure de la 

chroŵatiŶe et iŵpacte l’expressioŶ des gğŶes. Cette ŵéthylation peut intervenir dans différents 

contexte : CG, CHG, CHH ( ou H = A, C ou T) et dans les corps du gène comme dans les régions 

promotrices (Cokus et al., 2008; Lister et al., 2008). Le rôle priŶcipal de la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN est 

de ŵaiŶteŶir l’iŶtĠgritĠ du gĠŶoŵe eŶ eŵpġchaŶt l’actiǀatioŶ des ĠlĠŵeŶts transposables. Cette 

méthylation est décomposée en deux phases : uŶe phase d’ĠtaďlisseŵeŶt de la ŵĠthǇlatioŶ et uŶe 

phase de ŵaiŶteŶaŶce duraŶt laƋuelle les ŵĠthǇlatioŶs de l’ADN soŶt coŶserǀĠes duraŶt la 

rĠplicatioŶ de l’ADN et les diǀisioŶs cellulaires ;Fig. ϮϴͿ. La phase d’ĠtaďlisseŵeŶt de la ŵĠthǇlatioŶ 

reƋuiert l’actioŶ de siA‘N oŶ parle alors de ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN dirigĠ par l’A‘N ou "‘NA-directed 



Figure 2ϴ : La ŵéthylation de l’ADN ŵédiée par l’ARN ;RdDMͿ
A. EtaďlisseŵeŶt de la ŵéthǇlatioŶ de l’ADN.
DaŶs la voie PolV-RdDM, RDRϲ recoŶŶaît les traŶscrits dérivés d'éléŵeŶts traŶsposaďles produit par
PolII eŶtraiŶaŶt la ŶéosǇŶthğse d’uŶ ARN douďle ďriŶ Ƌui est ŵaturé par DCLϮ et DCLϰ eŶ petits ARN
de ϮϮ et Ϯϭ Ŷt respectiveŵeŶt. Ces petits ARN soŶt chargés daŶs AGOϲ, Ƌui guide DRMϮ ;et/ou
DRMϭͿ et iŶduit la ŵéthǇlatioŶ de novo au locus du TE, vraiseŵďlaďleŵeŶt d'uŶe ŵaŶiğre PolV
dépeŶdaŶte. Le locus partielleŵeŶt ŵéthǇlé est eŶsuite traŶscrit par PolIV et RDRϮ utilise ce
traŶscrit pour géŶérer uŶ ARN douďle ďriŶ. Cet ARN douďle ďriŶ est ŵaturé par DCLϯ eŶ petits ARN
de Ϯϰ Ŷt Ƌui soŶt eŶsuite chargés daŶs AGOϰ ;et/ou AGOϲ/9Ϳ pouriŶduire et staďiliser la ŵéthǇlatioŶ
de novo daŶs tous les coŶteǆtes de séƋueŶces ; e.g. CG, CHG, CHHͿ
B. MaiŶtieŶ de la ŵéthǇlatioŶ de l'ADN.
DaŶs le cas de TEs loŶgs et courts, les protéiŶes VARIANT IN METHYLATION ;VIMͿ recoŶŶaisseŶt les
cǇtosiŶes eŶ coŶteǆte CG héŵiŵéthǇlées et recruteŶt la ŵethǇltraŶsférase METϭ, Ƌui catalǇse
eŶsuite la ŵéthǇlatioŶ sur le ďriŶ ŶoŶ ŵéthǇlé lors la réplicatioŶ. La ŵéthǇlatioŶ des cǇtosiŶes eŶ
coŶteǆte CHG est déposée par CMTϯ lors de la liaisoŶ à la ŵarƋue HϯK9ŵeϮ. Ce ŵécaŶisŵe est
reŶforcé par les protéiŶes SUVH ;KYPͿ Ƌui se lieŶt auǆ cǇtosiŶes ŵéthǇlées CHG pour déposer la
ŵéthǇlatioŶ HϯK9. Pour les TE loŶg, CMTϮ catalǇse la ŵéthǇlatioŶ eŶ CHH, alors Ƌue chez les TE
courts ou les gğŶes codaŶt pour des protéiŶes, la ŵéthǇlatioŶ eŶ CHH est réalisée par la voie RdDM.
Les ŵarƋues HϯK9ŵeϮ recruteŶt la PolIV via SHHϭ. UŶ ARN douďle ďriŶ produit par RDRϮ à partir
d'uŶe traŶscriptioŶ dépeŶdaŶte de PolIV est eŶsuite ŵaturé par DCLϯ eŶ heterochroŵatic siARN ;hc-
siARNͿ de Ϯϰ Ŷt. Pour des TE courts, ces hc-siARN soŶt chargés daŶs AGOϰ ;et/ou AGOϲ/9Ϳ et
iŶteragisseŶt de ŵaŶiğre séƋueŶce spécifiƋue avec uŶ traŶscrit sǇŶthétisé par PolV pour recruter le
DRMϮ, Ƌui catalǇse la ŵéthǇlatioŶ des cǇtosiŶes eŶ CHH.
;D’aprğs Deleris et al. ϮϬϭϲͿ.

A.

B.

EtaďlisseŵeŶt de la ŵéthǇlatioŶ de l’ADN

MaiŶteŶaŶce de la ŵéthǇlatioŶ de l’ADN

IŶitiatioŶ

StaďilisatioŶ
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DNA methylation" (RdDM). De même, la RdDM est un des mécanismes intervenant dans la phase de 

ŵaiŶteŶaŶĐe de la ŵĠthǇlatioŶ. La ‘dDM ĐoŶstitue doŶĐ uŶ autre ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ des siA‘N 

cette fois au niveau transcriptionnel, on parle donc de TGS. Je présenterai ici le mécanisme de la 

RdDM chez A. thaliana l’espèĐe pour laƋuelle le mécanisme a été le mieux décrit.  

La phase d’ĠtaďlisseŵeŶt de la ŵĠthǇlatioŶ est elle-ŵġŵe dĠĐoŵposĠe eŶ uŶe Ġtape d’iŶitiatioŶ et 

uŶe Ġtape d’ĠtaďlisseŵeŶt. Au Đours de l’Ġtape d’iŶitiatioŶ, ‘D‘ϲ reĐoŶŶaît les traŶsĐrits aďerraŶts 

produits par la Polymérase II (Pol II) à partir des éléments transposables ou de séquences répétées et 

les utilisent comme brin matrice pour synthétiser un ARN double brin. Cet ARN double brin va être 

maturé par les enzymes DCL2 et DCL4 en petits ARN de 22 et 21 nt respectivement capables de 

rĠguler l’eǆpressioŶ des gèŶes ǀia la rĠgulatioŶ de tǇpe TG“ (Rigal et al., 2012; Nuthikattu et al., 2013; 

McCue et al., 2015). Pour la régulation de type TGS, les petits ARN de 21 et 22 nt appelés siARN 

épigénétiquement activés (« epigenetically activated siRNAs ») ou « easiARN », dérivés des produits 

de Đliǀage rĠalisĠ par uŶ ŵiA‘N, soŶt ĐhargĠs daŶs la protĠiŶe AGOϲ et s’hǇďrident par 

complémentarité de séquence à un ARN produit par la polymérase V (PolV). Ce processus aboutit à la 

ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN par l’aĐtioŶ de la de novo méthyltransferase DOMAINS REARRANGED 

METHYLASE 2 (DRM2); et potentiellement DRM1 dans tous les contextes de séquences (Eun et al., 

2011; Zhang & Zhu, 2012; McCue et al., 2015; Duan et al., 2015). Cette Ġtape d’iŶitiatioŶ de la phase 

d’ĠtaďlisseŵeŶt de la ŵĠthǇlatioŶ est aussi appelĠe ǀoie « PolV-RNA-directed DNA methylation » 

(PolV-RdDM) (Matzke & Mosher, 2014). Une fois initiée, la méthylation est ensuite stabilisée. Le 

loĐus partielleŵeŶt ŵĠthǇlĠ lors de l’Ġtape d’iŶitiatioŶ est eŶsuite traŶscrit par la Polymérase IV 

(PolIV ou NRPD1) générant un ARN simple brin. La protéine RDR2 utilise ce brin matrice pour 

synthétiser un ARN double brin qui ensuite est clivé par DCL3 en duplex de petits ARN de 24 nt 

appelés siARN hétérochromatiques (hc-siARN) (Matzke & Mosher, 2014). Les hc-siARN sont alors 

chargés dans AGO4, AGO6, ou AGO9 (Mi et al., 2008; Havecker et al., 2010) qui interagissent avec 

DRM2 (et potentiellement DRM1) induisant la méthylation les cytosines du locus qui a généré le 

transcrit ayant servi de matrice à PolV (Zhong et al., 2014). Cette voie de stabilisation est également 

appelée PolIV-RdDM. 

UŶe fois Ġtaďlie, les ŵarƋues de ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN soŶt ŵaiŶteŶues au Đours de la rĠpliĐatioŶ de 

l’ADN et de la diǀisioŶ Đellulaire ǀia diffĠreŶts ŵĠĐaŶismes certains indépendants de la RdDM : les 

méthylation CG sont maintenues par la méthyltransférase MET1, les méthylations CHG sont 

maintenues par les chromométhylases 1 (CMT1) et CMT3 et les méthylations CHH sont maintenues 

par les CMT2 ou par la RdDM et les hc-siARN. Les types de mécanismes de méthylations de 

ŵaiŶteŶaŶĐe iŵpliƋuĠs dĠpeŶdeŶt de la Điďle sur l’ADN gĠŶoŵiƋue. La ŵĠthǇlatioŶ des loŶgs 

éléments transposables (TE) riches en marques H3K9me2 est maintenue par un mécanisme 
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indépendant de la RdDM impliquant VARIANT IN METHYLATION (VIM) (Law & Jacobsen, 2010), CMT3 

(Stroud et al., 2013) et SUVH (KYP)(Du et al., 2015). En revanche la méthylation établie au niveau des 

bordures des éléments transposables ou dans les éléments transposables plus courts et moins riches 

en H3K9me2 est maintenue par CMT3 et le mécanisme PolIV-RdDM précédemment décrit. La 

découverte et la compréhension du mécanisme de la RdDM sont relativement récentes et restent 

eŶĐore uŶ sujet de reĐherĐhe eŶ Đours d’iŶǀestigatioŶ.  

Les hc-siARN (24 nt) sont des acteurs centraux de la RdDM. Des hc-siARN sont retrouvés dans de 

multiples espèces et la machinerie enzymatique de biosynthèse et fonction associée aux hc-siARN est 

conservée dans le règne végétal (Nobuta et al., 2008; Wu et al., 2010). Toutefois les hc-siARN sont 

absents de certains groupes comme les conifères (Morin et al., 2008; Dolgosheina et al., 2008) Les 

loci générant ces hc-siARN ne sont pas conserǀĠs. Par eǆeŵple, il Ŷ’Ǉ a auĐuŶ loĐus ĐoŵŵuŶ eŶtre les 

100 loci les plus abondants produisant des hc-siA‘N au seiŶ des feuilles et iŶfloresĐeŶĐes d’A. lyrata 

et d’A. thaliana (Ma et al., 2010).  

4.4. Rôle des petits ARN non codant dans le développement de la plante 

 

Les petits A‘N soŶt des rĠgulateurs ŵajeurs de l’eǆpressioŶ gĠŶiƋue ĐoŶtriďuaŶt à ou 

respoŶsaďles de l’iŶitiatioŶ, la diffĠreŶĐiatioŶ et la ĐroissaŶĐe de ĐertaiŶs orgaŶes Đoŵŵe les raĐiŶes 

et les feuilles (Palatnik et al., 2003; Marin et al., 2010). Les mutants « perte de fonction » dans des 

gènes codant des protéines clés de la voie des miARN et tasiARN, tels que ago1 ou dcl1, présentent 

des phénotypes développementaux drastiques avec une perte de la fertilité (Errampalli et al., 1991; 

Castle et al., 1993; Bohmert et al., 1998; Morel et al., 2002). Dans ces cas-là, l’Ġtude de l’iŵpliĐatioŶ 

de Đes gèŶes daŶs les diffĠreŶts proĐessus ďiologiƋues ŶĠĐessite aiŶsi l’utilisatioŶ de ŵutants 

hypomorphes et non perte de fonction.  

Les miARN sont impliqués dans la prolifération et dans la différenciation cellulaire chez les plantes, 

deuǆ proĐessus ŵajeurs iŶterǀeŶaŶt daŶs la forŵatioŶ d’uŶ Ŷouǀel orgaŶe (Rubio-Somoza & Weigel, 

2011). Je dĠtaillerai partiĐulièreŵeŶt l’iŵpliĐatioŶ des ŵiA‘N et des tasiA‘N daŶs les Ġtapes Đlefs du 

développement de la plante : la formation du méristème racinaire et des racines et des parties 

aériennes incluant les organes reproducteurs et les feuilles.  
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4.4.1 Développement de la feuille : méristème foliaire et architecture de la feuille 

 

Le dĠǀeloppeŵeŶt de la feuille se dĠroule à partir d’uŶ tissu ŵĠristĠŵatiƋue appelĠ 

méristème apical caulinaire ou SAM pour « shoot apical meristem ». Il est ĐoŵposĠ d’uŶ groupe de 

cellules souches totipotentes qui se différencient en divers types cellulaires nécessaires pour 

l’orgaŶogĠŶèse. UŶe fois le méristème apical caulinaire  mis en place, le développement foliaire est 

décomposé en 3 phases : l’iŶitiatioŶ du priŵordiuŵ foliaire à partir des ĐouĐhes pĠriphĠriƋues du 

méristème apical caulinaire (Byrne, 2005), la ŵorphogĠŶèse priŵaire aǀeĐ l’ĠtaďlisseŵeŶt de la 

polarité et la phase finale de formation de la feuille. Chez Arabidopsis, différents miARN sont 

impliqués dans chacune de ces étapes. 

Le méristème apical caulinaire est organisé en plusieurs couches de cellules : la couche externe L1 

(protoderme), la couche sous épidermique L2 et la couche la plus interne L3 qui contient le centre 

d’orgaŶisatioŶ (Satina et al., 1940). Six miARN (miR167, miR390, miR164, miR165/miR166 and 

miR394) régulent au niveau post-transcriptionnel les gènes clefs du développement du méristème 

apical caulinaire et agissent comme des signaux mobiles pour la maintenance des cellules 

méristématiques (Zhang & Zhang, 2012; Knauer et al., 2013; Baumann, 2013; Zhou et al., 2015). Par 

exemple, miR394 est exprimé dans le protoderme (L1) et confère au méristème sa totipotence en 

répriŵaŶt l’eǆpressioŶ du gèŶe LEAF CURLING RESPONSIVENESS (LCR) dans les trois couches 

cellulaire du méristème caulinaire L1, L2 et L3 (Knauer et al., 2013) (Fig. 29). La répression de LCR est 

cruciale dans la maintenance du méristème apical caulinaire car elle permet au facteur de 

transcription WUSCHEL d’iŶduire l’eǆpressioŶ du gèŶe ĐodaŶt pour le peptide CLAVATA3 qui lui-

ŵġŵe restreiŶt l’eǆpressioŶ de WUSCHEL au niveau du méristème apical caulinaire. Cette boucle de 

rĠgulatioŶ dĠfiŶit l’ideŶtitĠ du ŵĠristèŵe aiŶsi Ƌue la dĠliŵitatioŶ de soŶ eǆpaŶsioŶ eŶ ĐoŶtriďuaŶt à 

ŵaiŶteŶir l’Ġtat iŶdiffĠreŶĐiĠ des Đellules ŵĠristĠŵatiƋues (Schoof et al., 2000).  

Le dĠǀeloppeŵeŶt de la feuille dĠŵarre aǀeĐ l’iŶitiatioŶ d’uŶ priŵordiuŵ foliaire sur les bordures 

opposées du méristème apical caulinaire et reƋuiert uŶ ĐoŶtrôle de la diǀisioŶ Đellulaire aiŶsi Ƌu’uŶ 

ĐoŶtrôle de l’eǆpaŶsioŶ Đellulaire. La forŵatioŶ du priŵordiuŵ ŶĠĐessite au dĠpart, uŶe sĠparatioŶ 

des cellules à la périphérie du méristème apical caulinaire qui vont se différencier (Byrne, 2005; 

Takeda et al., 2011). AiŶsi l’eǆpressioŶ des gèŶes CUP-SHAPED COTYLEDON1 (CUC1) et CUC2 qui 

participent à la délimitation des bordures du méristème apical caulinaire est régulée par miR164 

(Laufs et al., 2004). La mise en place de la polarité de la feuille est déterminée rapidement après 

l’iŶitiatioŶ du priŵordiuŵ foliaire. La faĐe aďaǆiale et adaǆiale de la feuille soŶt dĠterŵiŶĠes par 

miR165/miR166 qui régulent la famille de gènes "class III HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER" (HD-

)IPIIIͿ et ŵi‘ϯϵϬ/TA“ϯ Ƌui rĠguleŶt les faĐteurs de traŶsĐriptioŶ rĠpoŶdaŶt à l’auǆiŶe ARF3/ARF4 (Fig. 



Figure 29 : Rôle de ŵiR394 dans la régulation du développeŵent du ŵéristğŵe apical caulinaire.
ŵiRϯ9ϰ est forteŵeŶt eǆpriŵé daŶs le protoderŵe ;LϭͿ et répriŵe LCR daŶs les cellules voisiŶes
perŵettaŶt au facteur de traŶscriptioŶ WUSCHEL ;WUSͿ de réguler l’ideŶtité ŵéristéŵatiƋue eŶ
iŶduisaŶt l’eǆpressioŶ du geŶe CLAVATϯ ;CLVϯͿ.
;D’aprğs KŶauer et al. ϮϬϭϯͿ

Figure 30 : Le rôle des ŵicroARN dans la polarité et la prolifération cellulaire de la feuille.
A. La polarité de la feuille est déterŵiŶée par la régulatioŶ des gğŶes HD-)IPIII par ŵiRϭϲ5/ŵiRϭϲϲ
et ARFϯ/ARF4 par ŵiRϯ9Ϭ/tasϯ-siARN.
B. Les ŵicroARN ŵiRϭϲϰ, ŵiRϯϭ9 et ŵiRϯ9ϲ Ƌui réguleŶt respectiveŵeŶt les gğŶes codaŶt pour
des facteurs de traŶscriptioŶ CUC, TCP et GRF iŶteragisseŶt eŶtre euǆ pour réguler la prolifératioŶ
cellulaire lors de la croissaŶce des feuilles.
;D’aprğs Ruďio-Soŵoza & Weigel, ϮϬϭϭͿ

A. B.
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ϯϬAͿ. L’eǆpressioŶ de ŵi‘ϭϲϱ/ŵi‘ϭϲϲ daŶs la partie aďaǆiale rĠpriŵe l’eǆpressioŶ des gèŶes HD-

ZIPIII comme PHAVOLUTA (PHV), PHABULOSA (PHB) et REVOLUTA (REV) confinant leur expression 

dans la face adaxiale alors que les tasiARN issus du clivage des transcrits du gène TAS3 par miR390 

daŶs la partie adaǆiale ĐoŶfiŶeŶt l’eǆpressioŶ de ARF3/ARF4 daŶs la faĐe aďaǆiale. L’iŶteraĐtioŶ de 

ces deux modules miARN-ARNm cibles définit la polarité de la feuille (Rubio-Somoza & Weigel, 2011). 

Enfin la taille et la forme du limbe sont également deux paramètres impliquant les miARN. La 

prolifération cellulaire détermine la complexité de la feuille avec des limbes dentelés, lobés ou 

multilobés. Trois miARN sont impliqués dans la forme et la taille du limbe : miR164 et ses cibles CUC1 

et CUC2, miR319 et ses cibles TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA, PCF 4 (TCP4) et miR396 et ses 

cibles GROWTH REGULATING FACTOR (GRF) (Fig. 30B). Un exemple est le rôle de miR396 et des GRF 

dans la régulation de la croissance de la feuille. La surexpression chez A. thaliana de MIR396a et 

MIR396b réprime au niveau post transcriptionnel six gènes GRF induisant la diminution de la taille 

des feuilles probablement en atténuant la division et la prolifération cellulaire durant la croissance de 

la feuille (Rodriguez et al., 2010). Ce mécanisme est conservé puisque chez Medicago truncatula 

miR396 régule six MtGRF (Bazin et al., 2013) et chez le riz, la surexpression de miR396 induit 

également des feuilles plus petites (Debernardi et al., 2012). 

 

4.4.2 Développement de la fleur ou la transition florale 

 

Le passage de l’Ġtat ǀĠgĠtatif à la phase de reproduĐtioŶ iŵpliƋue de Ŷoŵďreuǆ ŵiA‘N 

comme miR156, miR172, miR169, miR159, miR319, miR390, miR399, miR169, miR171, miR5200 ou 

miR824 (Teotia & Tang, 2015). MiR156 et miR172 ont été particulièrement étudiés car ils régulent la 

transition entre la phase dite « juvénile » et la phase « adulte » de la plante. MiR156 et miR172 ont 

des profils d’eǆpressioŶ et des aĐtiǀitĠs aŶtagoŶistes : lors de traŶsitioŶ florale l’eǆpressioŶ de 

miR156 diminue dans alors que celle de miR172 augmente (Aukerman & Sakai, 2003; Wu & Poethig, 

2006; Jung et al., 2007; Wang et al., 2009) (Fig. 31). La surexpression de miR156 chez le maïs, le tabac 

et A. thaliana retarde la floraison (Wu & Poethig, 2006; Chuck et al., 2007; Zhang et al., 2015) alors 

que la surexpression de miR172 accélère la floraison chez Arabidopsis (Aukerman & Sakai, 2003; Jung 

et al., 2007). MiR156 et miR172 sont les orchestrateurs principaux de la voie de régulation de la 

floraisoŶ iŵpliƋuaŶt l’âge de la plaŶte ǀia la rĠgulatioŶ de deuǆ faŵilles de faĐteurs de traŶsĐriptioŶ : 

APETALA2 (AP2) et SQUAMOSA PROMOTER BINDING LIKEs (SPLs). miR156 maintient la phase juvénile 

eŶ rĠpriŵaŶt l’eǆpressioŶ des gèŶes SPL qui activent la floraison alors que miR172 active la transition 

florale en réprimant AP2, qui code pour un répresseur de la floraison (Teotia & Tang, 2015).  



Figure 3ϭ : Interactions de ŵiRϭϱϲ, ŵiRϭϳ2 et ŵiR390 avec leurs ciďles dans la transition florale.
La phase de traŶsitioŶ eŶtre le stade juvéŶile et le stade adulte avec la forŵatioŶ de la fleur est
déterŵiŶée par ŵiRϭ5ϲ et ŵiRϭ7Ϯ Ƌui ciďleŶt respectiveŵeŶt les traŶscrits des gğŶes SPL et APϮ. Ces
deuǆ ŵicroARN et leurs ciďles oŶt des profils d’eǆpressioŶ aŶti-corrélés. Le passage de l’état juvéŶile à
la traŶsitioŶ florale s’accoŵpagŶe de la diŵiŶutioŶ de l’eǆpressioŶ de ŵiRϭ5ϲ et APϮ et de
l’augŵeŶtatioŶ de l’eǆpressioŶ de ŵiRϭ7Ϯ et SPL. UŶ troisiğŵe ŵicroARN; ŵiRϯ9Ϭ est égaleŵeŶt
iŵpliƋué daŶs la traŶsitioŶ florale. EŶ ciďlaŶt le traŶscript du gğŶe TASϯ, ŵiRϯ9Ϭ iŶduit la productioŶ
de ta-siARN Ƌui iŶduiseŶt à leur tour la repressioŶ post-traŶscriptioŶŶelle du gğŶe ARFϯ. ARFϯ active
l’eǆpressioŶ de SPL et favorise la traŶsitioŶ florale. MiRϯ9Ϭ est doŶc uŶ iŶhiďiteur de la traŶsitioŶ
florale.
;D’aprğs Ruďio-Soŵoza & Weigel, ϮϬϭϭͿ

juvéŶile adulte
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La régulation d’ARF3 et ARF4 par miR390 joue également un rôle dans la transition florale. La 

surexpression des cibles des siARN dérivés de TAS3, ARF3 et ARF4 induit la transition de la phase  

juvénile à la phase adulte alors que la surexpression de miR390 retarde la floraison en prolongeant la 

phase juvénile (Fahlgren et al., 2006; Rubio-Somoza & Weigel, 2011) (Fig. 31). De plus, les plantes 

exprimant des transcrits TAS3 insensibles au clivage par miR390 présentent un phénotype 

d’iŶduĐtioŶ florale prĠĐoĐe. ŵi‘ϯϵϬ rĠgule doŶĐ la traŶsitioŶ florale rĠpriŵaŶt iŶdireĐteŵeŶt ARF3 et 

ARF4 ǀia l’iŶduĐtioŶ de la produĐtioŶ de tasiA‘N proǀeŶaŶt du traŶsĐrit du gèŶe TAS3 (Montgomery 

et al., 2008; Garcia, 2008; Rubio-Somoza & Weigel, 2013; Endo et al., 2013). 

Bien que les miARN et des tasiARN sont les principales familles identifiées comme impliquées dans 

ces processus de développement, les hc-siARN jouent également un rôle régulateur. Chez A. thaliana 

uŶ ĠlĠŵeŶt traŶsposaďle est iŶsĠrĠ daŶs l’iŶtroŶ du gèŶe FLOWERING LOCUS C (FLC) et induit la 

ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN dirigĠe par les hĐ-siARN sur la région codante de FLC, réduisant son expression 

et retardant la floraison (Liu et al., 2004). Il est important de noter que ce gène FLC est également 

rĠgulĠ par la ŵĠthǇlatioŶ de la lǇsiŶe ϵ sur l’histoŶe Hϯ. Le faĐteur de traŶscription FWA également 

iŵpliƋuĠ daŶs la floraisoŶ est eǆpriŵĠ daŶs l’albumen. Dans les autres tissus, le promoteur de FWA 

est rĠpriŵĠ par la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN (Soppe et al., 2000). La perte de la méthylation du 

proŵoteur eŶtraiŶe l’eǆpressioŶ de FWA et uŶ retard de la floraisoŶ. Ce soŶt deuǆ rĠpĠtitioŶs eŶ 

tandeŵ prĠseŶtes daŶs Đette rĠgioŶ proŵotriĐe Ƌui eŶgeŶdreŶt la gĠŶĠratioŶ d’hĐ-siARN (Chan et 

al., 2006).  

 

4.4.3 Développement racinaire 

 

Le dĠǀeloppeŵeŶt du sǇstèŵe raĐiŶaire s’effeĐtue à partir du ŵĠristèŵe apiĐal raĐiŶaire 

appelé RAM pour « root apical meristem ». Le ‘AM est ĐoŵposĠ d’uŶ groupe de Đellules 

méristématiques appelé centre quiescent et est entouré de cellules souches appelées cellules 

initiales qui se divisent pour donner des types cellulaires différents (Couzigou & Combier, 2016). La 

coiffe protège le RAM et trois régions principales se distinguent dans la zone de transition: la zone 

d’iŶitiatioŶ, d’ĠloŶgatioŶ et de diffĠreŶĐiatioŶ. Chez A. thaliana plus de 60 miARN matures sont 

exprimés dans les racines (Breakfield et al., 2012) et la fonction de plusieurs miARN a été établie que 

ce soit dans le développement du méristème apical racinaire comme miR156, miR160 (Wang et al., 

2005c), miR396 (Rodriguez et al., 2010; Bazin et al., 2013), miR165/166 (Carlsbecker et al., 2010) ou 

dans le développement des racines latérales et adventives comme miR160 (Mallory et al., 2005; 

Wang et al., 2005c), miR390 (Marin et al., 2010), miR164 (Li et al., 2012a), miR393 (Parry et al., 



Figure 32 : Rôle des ŵicroARNs dans le contrôle de l’architecture racinaire chez A. thaliana.
Les flğches rouges et vertes ŵatérialiseŶt respectiveŵeŶt les iŵpacts Ŷégatifs et positifs sur
l’iŶitiatioŶ et le développeŵeŶt des raciŶes.
AFB, AUXIN SIGNALING F- BOX PROTEIN; ARF, AUXIN RESPONSE FACTOR; ďHLH, ďasic heliǆ-loop-
heliǆ; GRF, GROWTH-REGULATING FACTOR; HAMs, HAIRY MERISTEMs; HD )IP, hoŵeodoŵain
leucine zipper; IAR, IAA-Ala RESISTANT; NAC, NAM, ATAF, CUC ;NO APICAL MERISTEM, ARABIDOPSIS
TRANSCRIPTION ACTIVATION FACTOR, CUP-SHAPED COTYLEDONͿ; TIR,TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE.
;D’aprğs Couzigou & Coloŵďier ϮϬϭϲͿ
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traŶscriptioŶ. Mi‘ϭϲϱ/ϭϲϲ coŶtrôleŶt l’ideŶtitĠ raciŶaire du ŵĠristğŵe eŶ restreigŶaŶt au Ŷiǀeau 

apical l’expressioŶ de gğŶes codaŶt pour les facteurs de traŶscriptioŶ PHV et PHB permettant ainsi le 

développement correct du méristème racinaire (Grigg et al., 2009; Miyashima et al., 2013) (Smith & 

Long, 2010). Par ailleurs, la répression de PHB par miR165/166 contrôle également la différenciation 

du xylème racinaire (Carlsbecker et al., 2010). 

L’auxiŶe est uŶ ŵodulateur ŵajeur du dĠǀeloppeŵeŶt raciŶaire (Gutierrez et al., 2012; Orman-Ligeza 

et al., 2013; Bellini et al., 2014). L’auxiŶe actiǀe ses cascades de transduction principalement via les 

facteurs de transcription "AUXINE RESPONSE FACTORS" (ARF) (Gray et al., 2001; Zhao, 2010). Les 

miARN miR390, miR393, miR160, miR164, et miR847 interviennent dans la régulation du 

dĠǀeloppeŵeŶt des raciŶes latĠrales au traǀers de la rĠgulatioŶ des A‘F Ƌui ŵoduleŶt l’expressioŶ 

des gğŶes liĠs à l’auxiŶe ;Fig. ϯϮͿ. AiŶsi, la surexpressioŶ de ŵi‘ϭϲϬc iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ du 

nombre de racines latérales et un défaut du gravitropisme, un phénotype retrouvé chez le double 

mutant des cibles de miR160 ; arf10-2 arf16-2. Ce phénotype est également retrouvé chez les 

mutants surexpresseurs de miR160 chez Medicago truncatula et le riz (Meng et al., 2010; Bustos-

Sanmamed et al., 2013). MiR160 réprime également ARF17 qui inhibe le développement des racines 

latĠrales. L’ĠƋuiliďre eŶtre l’actiǀitĠ aŶtagoŶiste de ŵi‘ϭϲϬ et ŵi‘ϭϲϳ rĠgule le dĠǀeloppeŵeŶt des 

racines latérales: miR160 réprimant ARF17 et miR167 réprimant les activateurs des racines latérales 

ARF6 et ARF8 (Sorin et al., 2005; Gutierrez et al., 2009). Enfin miR169 qui a pour cible le transcrit de 

la sous unité A du facteur de transcription NF-Y a ĠtĠ ideŶtifiĠ coŵŵe iŵpliƋuĠ daŶs l’architecture 

racinaire (Sorin et al., 2014). La répression du gène NF-YA2 et NF-YA10 par miR169defg est impliquée 

daŶs le coŶtrôle de la croissaŶce des raciŶes latĠrales. L’expressioŶ spĠcifiƋue d’uŶe coŶstructioŶ 

« mimicry » MIM169defg (exprimant une séquence cible chimérique de miR169defg bloquant 

l’actiǀitĠ de ces ŵiA‘NͿ altğre la diŵeŶsioŶ du ŵĠristğŵe raciŶaire et l’iŶitiatioŶ de raciŶes latĠrales. 

Le développement racinaire est également régulé par des tasiARN (Fig. 32). Ainsi, la surexpression de 

TAS3 chez A. thaliana iŶduit l’ĠloŶgatioŶ des raciŶes latĠrales (Marin et al., 2010). MiR390 est 

spĠcifiƋueŵeŶt expriŵĠ au Ŷiǀeau de l’iŶitiatioŶ des raciŶes latĠrales où il iŶduit la ďiogĠŶğse des 

tasiARN. Ces tasiARN inhibent ARF2, ARF3, et ARF4, levant ainsi la répression de la croissance des 

racines latérales (Marin et al., 2010). 
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4.5. Les petits ARN non codant dans les interactions plantes-microorganismes 

 

Les iŶteractioŶs eŶtre les plaŶtes et les ŵicroorgaŶisŵes reƋuiğreŶt l’actiǀatioŶ et la 

rĠpressioŶ d’uŶ ǀaste paŶel de gğŶes daŶs les cellules ǀĠgĠtales. Les petits A‘N de la plaŶte joueŶt 

un rôle crucial daŶs la rĠgulatioŶ de l’expressioŶ de ces gğŶes. DaŶs uŶ preŵier teŵps, au traǀers de 

l’Ġtude des diffĠreŶts facteurs de la ǀoie de ďiosǇŶthğse et de foŶctioŶ des petits A‘N, j’aďorderai 

l’iŵplicatioŶ des ŵĠcaŶisŵes de PTG“ et TG“ daŶs la rĠpoŶse de la plante à ces différents micro-

organismes. Puis dans un deuxième temps je présenterai les fonctions connues des miARN et des 

siARN dans les différentes interactions plantes-microorganismes en me focalisant sur ceux pour 

lesquels des évidences fonctionnelles ont été établies.  

4.5.1. Interactions plantes-virus 

 

Les virus à ARN (e.g. Tobacco rattle virus ou TRV) et à ADN (e.g. geminivirus) parasites de 

plaŶtes oŶt ĠtĠ particuliğreŵeŶt ĠtudiĠs ŶotaŵŵeŶt daŶs le cadre de l’Ġtude du « gene silencing » 

chez les plantes. Les virus à ARN une fois dans la cellule végétale se multiplient grâce à une réplicase 

Ƌui ǀa rĠpliƋuer l’A‘N ǀiral gĠŶĠraŶt aiŶsi uŶ A‘N douďle ďriŶ. AfiŶ d’Ġǀiter Ƌue ce douďle ďriŶ Ŷe 

recrutent la machinerie du « gene silencing » de la plante, les virus à ARN produisent des 

suppresseurs de silencing. Les virus à ADN produisent également ce type de suppresseurs pour 

Ġchapper à la ‘dDM de la plaŶte Ƌui ŵĠthǇle l’ADN (Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009). Les facteurs de la 

voie des miARN et siARN sont impliqués dans la défense antivirale comme DCL1, DCL2, RDR1 et RDR6 

ou AGO1 (Blevins et al., 2006; Zhang et al., 2006; Csorba et al., 2007; Donaire et al., 2008; Havelda et 

al., 2008; Garcia-Ruiz et al., 2010). Toutefois, nous ne détaillerons pas ici les études des mutants de la 

ŵachiŶerie daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte-virus car elles reflètent le rôle de ces facteurs dans le traitement 

des ARN viraux plutôt que le rôle des petits ARN de la plante.  

L’expressioŶ daŶs des plaŶts de taďac ou d’A. thaliaŶa de miARN artificiels dirigés contre des régions 

du génome viral déclenchent une réaction antivirale et présentent une résistance au Cucumber 

mosaic virus (CMV), Turnip yellow mosaic virus (TYMV) et Turnip mosaic virus (TuMV) (Niu et al., 

2006; Qu et al., 2007; Lin et al., 2009). Des approches bioinformatiques permettent de prédire les 

miARN qui ciblent les virus, pour autant les miARN semblent cibler sans préférences des virus de 

plaŶtes autaŶt Ƌue des ǀirus d’aŶiŵaux (Pérez-Quintero et al., 2010). Par ailleurs, le TGS intervient 

également dans la réponse au virus. Ainsi A. thaliana a développé une résistance aux géminivirus en 

induisant la méthylation des cytosines et des histones du génome viral. Les mutants de cytosine 

méthyltransférases (drm1 drm2, cmt3, and met1Ϳ, d’histoŶe HϯKϵ ŵĠthǇltraŶsfĠrases ;kyp2), des 
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gğŶes iŵpliƋués daŶs la voie de ŵéthǇlatioŶ de l’ADN ;ago4, ddŵ1, aŶd nrpdϮAͿ, ou des eŶzǇŵes du 

cǇcle de ŵéthǇlatioŶ ;adk1 aŶd adkϮͿ soŶt hǇper seŶsiďles auǆ virus ;Raja et al., ϮϬϬϴͿ 

4.5.2. Interactions plantes-Champignons/oomycètes pathogènes 

 

Les ŵiARN et les siARN liés au PTGS soŶt iŵpliƋués daŶs la répoŶse auǆ chaŵpigŶoŶs et 

ooŵǇcğtes pathogğŶes. AiŶsi, les ŵutaŶts d’A. thaliana de la voie PTGS ŵutés pour les gğŶes DCL4, 

AGO7, RDRϮ et RDR6 préseŶteŶt uŶe seŶsiďilité accrue à Verticilliuŵ dahliae avec uŶ retard de 

croissaŶce et davaŶtage de Ŷécroses suggéraŶt Ƌue les siARN associés auǆ régulatioŶ de tǇpe PTGS 

soŶt Ŷécessaires pour les défeŶses aŶtifoŶgiƋues ;ElleŶdorff et al., ϮϬϬ9Ϳ. Par ailleurs, les ŵutaŶts 

dcl1-9 et dcl1-7 préseŶteŶt uŶe seŶsiďilité accrue à Botrytis cinerea ŵoŶtraŶt aiŶsi le rôle des ŵiARN 

daŶs la ŵodulatioŶ des défeŶses aŶtifoŶgiƋues ;Weiďerg et al., ϮϬϭϯͿ. EŶ revaŶche, les ŵutaŶts ago1 

préseŶteŶt uŶe résistaŶce accrue à B. cinerea et V. dahliae ;ElleŶdorff et al., ϮϬϬ9; Weiďerg et al., 

ϮϬϭϯͿ. CepeŶdaŶt le rôle d’AGOϭ daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte-chaŵpigŶoŶ est coŵpleǆe. La co-

iŵŵuŶoprécipitatioŶ d’AGOϭ révğle la préseŶce de petits ARN apparteŶaŶt à B. cinerea associés à la 

protéiŶe. La protéiŶe AGOϭ de la plaŶte est doŶc détourŶée par des siARN sécrétés par le 

chaŵpigŶoŶ daŶs la cellule végétale coŵŵe le ŵoŶtre l’eǆeŵple de B. cinerea ;Weiďerg et al., ϮϬϭϯͿ. 

Les régulatioŶs de tǇpe TGS iŶtervieŶŶeŶt égaleŵeŶt daŶs la régulatioŶ des gğŶes iŵpliƋués daŶs la 

répoŶse de la plaŶte auǆ plaŶtes-chaŵpigŶoŶs/ooŵǇcğtes. Les ŵutaŶts d’Araďidopsis aǇaŶt uŶe 

RdDM altérée, coŵŵe les ŵutaŶts ago4 et nrpr1 préseŶteŶt uŶe seŶsiďilité accrue à Fusariuŵ 

oǆysporuŵ ;Le et al., ϮϬϭϰͿ. UŶe deuǆiğŵe étude ŵoŶtreŶt égaleŵeŶt Ƌue des ŵutaŶts de la voie 

RdDM ;ago4, drd1, rdrϮ, drŵ1, drŵϮ et nprdϮͿ préseŶteŶt uŶe seŶsiďilité accrue auǆ chaŵpigŶoŶs 

Ŷécrotrophes B. cinerea et Plescopherella cucuŵerina ;Lſpez et al., ϮϬϭϭͿ. L’eŶseŵďle de ces études 

ŵoŶtreŶt l’iŵplicatioŶ des voies des petits ARN daŶs la répoŶse de la plaŶte auǆ chaŵpigŶoŶs aussi 

ďieŶ ďiotrophes Ƌue Ŷécrotrophes.  

La foŶctioŶ des ŵiARN et des siARN daŶs les iŶteractioŶs plaŶtes-chaŵpigŶoŶs a été priŶcipaleŵeŶt 

aŶalǇsée chez A. thaliana. Par eǆeŵple la sureǆpressioŶ de MIRϴ44 ou de MIR4ϬϬ provoƋue uŶe 

seŶsiďilité accrue d’ A. thaliana à B. cinerea alors Ƌue leur iŶhiďitioŶ provoƋue uŶe augŵeŶtatioŶ de 

la résistaŶce ;Park et al., ϮϬϭϰ; Lee et al., ϮϬϭ5Ϳ. La ciďle de ŵiRϴϰϰ prédite in silico est le traŶscrit du 

gğŶe CYTIDINEPHOSPHATE DIACYLGLYCEROL SYNTHASEϯ ;CDSϯͿ. Des aŶalǇses de profils d’eǆpressioŶ 

oŶt perŵis de ŵoŶtrer Ƌue la sureǆpressioŶ de MIRϴ44 est corrélée à uŶe diŵiŶutioŶ de l’eǆpressioŶ 

de CSDϯ. Il a égaleŵeŶt été ŵoŶtré Ƌue le rôle de ŵiRϴϰϰ daŶs la répoŶse aŶtifoŶgiƋue s’effectue 

par la répressioŶ de CSDϯ ;Lee et al., ϮϬϭ5Ϳ. De plus, ŵiRϰϬϬ coŶfğre uŶe résistaŶce à B. cinerea eŶ 

iŶduisaŶt le clivage des traŶscrits de deuǆ gğŶes codaŶt pour la protéiŶe PENTATRICOPEPTIDE 



Figure 33 : Rôle de ŵiR393 et du nat-siRNAATGB2 dans la réponse antiďactérienne à Pseudoŵonas
syringae pv. Toŵato.
A. Rôle de ŵiRϯ9ϯ. La productioŶ de ŵiRϯ9ϯ aŶd ŵiRϯ9ϯď* est iŶduite par Pseudoŵonas syringae pv.
Toŵato et ils soŶt respectiveŵeŶt pris eŶ charge par AGOϭ et AGOϮ. ŵiRϯ9ϯ via la répressioŶ de TIR1,
uŶ traŶsporteur d’auǆiŶe, suppriŵe l’eǆpressioŶ des gğŶes de répoŶse à l’auǆiŶe. ŵiRϯ9ϯď* via la
répressioŶ de MEMB1Ϯ ;iŵpliƋué daŶs le traŶsport vésiculaire golgieŶͿ iŶduit l’eǆocǇtose de protéiŶes
aŶti-ŵicroďieŶŶes coŵŵe la protéiŶe PRϭ.
B. Rôle de Ŷat-siRNAATGBϮ. Nat-siRNAATGBϮ est produit à partir d’uŶ précurseur douďle ďriŶ forŵé à
partir de la traŶscrits issus de deuǆ gğŶes chevauchaŶt ATGBϮ et PPRL. Les Ŷat-siARN ATGBϮ iŶduiseŶt
le clivage des traŶscrits du geŶe PPRL uŶ poteŶtiel régulateur Ŷégatif de la défeŶse aŶtiďactérieŶŶe.
;D’aprğs Ruiz-Ferre et VoiŶŶet, ϮϬϬ9Ϳ

A. B.
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REPEAT ϭ ;PPRϭͿ et PPRϮ ;Park et al., ϮϬϭϰͿ. Par ailleurs, des siARN seŵďleŶt égaleŵeŶt iŵpliƋués 

daŶs la répoŶse de la plaŶte à l’ooŵǇcğte Hyaloperonospora parasitica. Le locus RECOGNITION OF 

PERONOSPORA PARASITICA ϱ ;RPPϱͿ chez l’écotǇpe LaŶdsďerg d’A. thaliana est coŵposé de sept 

gğŶes de résistaŶce de tǇpe NBS-LRR iŶcluaŶt le gğŶe de résistaŶce à H. parasitica, SNC1. La 

découverte de traŶscrits aŶti-seŶs et chevauchaŶt aiŶsi Ƌue de siARN de Ϯϭ Ŷt correspoŶdaŶt auǆ 

gğŶes de ce locus suggğre uŶe régulatioŶ de tǇpe PTGS par des siARN de ces gğŶes de résistaŶce ;Yi 

& Richards, ϮϬϬ7Ϳ.  

4.5.3. Interactions plantes-bactéries pathogènes : 

 

Les ŵécaŶisŵes de PTGS et de TGS soŶt iŵpliƋués daŶs les défeŶses aŶtiďactérieŶŶes de la 

plaŶte et oŶt été particuliğreŵeŶt étudiés chez les ďactéries du geŶre Pseudoŵonas. L’iŶteractioŶ A. 

thaliana - Pseudoŵonas syringae pv. toŵato ;PstͿ est aiŶsi l’iŶteractioŶ la ŵieuǆ caractérisée, à 

l’heure actuelle, du poiŶt de vue des foŶctioŶs des ŵiARN et siARN daŶs les iŶteractioŶs plaŶtes-

ŵicroorgaŶisŵes. Ͷ.ͷ.͵.ͳ Pseudomonas et PTGS 
 

Chez A. thaliana, AGOϮ est forteŵeŶt iŶduit lors de l’iŶfectioŶ par les souches de Pst ;)haŶg 

et al., ϮϬϭϭͿ et les ŵutaŶt des gğŶes DCL1, RDR6, AGOϮ, préseŶteŶt uŶe seŶsiďilité accrue à Pst 

;Navarro et al., ϮϬϬϴ, KatiǇar-Agarǁal et al. ϮϬϬϲ, )haŶg et al., ϮϬϭϭ; Agorio & Vera, ϮϬϬ7Ϳ. Par 

ailleurs, le ŵutaŶt ago1 préseŶte uŶe répoŶse de tǇpe PTI attéŶuée avec uŶe diŵiŶutioŶ de la 

ƋuaŶtité de callose produite et uŶe diŵiŶutioŶ sigŶificative de l’eǆpressioŶ des gğŶes de répoŶses 

auǆ PAMP, FRK1 aŶd WRKYϮ9 ;Li et al., ϮϬϭϬďͿ. De ŵġŵe, chez le ŵutaŶt ago7, l’ETI décleŶchée par 

la souche Pst ;avrRptϮͿ est attéŶuée alors Ƌu’aucuŶe ŵodificatioŶ de la PTI Ŷ’est oďservée ;KatiǇar-

Agarǁal et al., ϮϬϬ7; Li et al., ϮϬϭϬď; )haŶg et al., ϮϬϭϭͿ. 

Chez A. thaliana, ŵiRϯ9ϯ est le preŵier ŵiARN Ƌui a été découvert coŵŵe jouaŶt uŶ rôle daŶs la 

défeŶse coŶtre les pathogğŶes ;Fig. ϯϯAͿ. L’eǆpressioŶ de MiRϯ9ϯ est iŶduite par uŶ PAMP, uŶ 

peptide dérivé de la flagelliŶe, FlgϮϮ aiŶsi Ƌue par uŶe souche de Pst iŶcapaďle d’iŶjecter des 

effecteurs ďactérieŶs daŶs les cellules végétales ;Navarro et al., ϮϬϬϲͿ. Alors Ƌue la sureǆpressioŶ de 

MIRϯ9ϯ chez A. thaliana restreiŶt le développeŵeŶt de la ďactérie, la sureǆpressioŶ d’uŶe des ciďles 

« AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN » ;AFB1Ϳ partielleŵeŶt résistaŶte au clivage par ŵiRϯ9ϯ 

augŵeŶte la seŶsiďilité de la plaŶte à l’iŶfectioŶ ďactérieŶŶe ;Navarro et al., ϮϬϬϲ; Roďert-SeilaŶiaŶtz 

et al., ϮϬϭϭͿ. MiRϯ9ϯ active les défeŶses ďasales eŶ iŶhiďaŶt la voie de sigŶalisatioŶ de l’auǆiŶe eŶ 

ciďlaŶt les traŶscrits des récepteurs auǆiŶiƋues TIRϭ ;TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE ϭͿ, AFBϮ et 
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AFBϯ ;Navarro et al., ϮϬϬϲͿ. EŶ effet l’auǆiŶe, Ƌui est uŶe horŵoŶe classiƋueŵeŶt liée au 

développeŵeŶt, répriŵe la voie de l’acide salicǇliƋue Ƌui est iŵpliƋuée daŶs la ŵise eŶ place des 

défeŶses ;WaŶg et al., ϮϬϬ7; CheŶ et al., ϮϬϬ7; Spoel & DoŶg, ϮϬϬϴͿ. Le cas de ŵiRϯ9ϯ est 

particuliğreŵeŶt iŶtéressaŶt et origiŶal car le ďriŶ coŵpléŵeŶtaire de ŵiRϯ9ϯ, Ŷoŵŵé ŵiRϯ9ϯ*, 

Ŷ’est pas dégradé coŵŵe géŶéraleŵeŶt pour les ŵiARN. MiRϯ9ϯ* ciďle les traŶscrits du gğŶe 

MEMBRIN 1Ϯ ;MEMB1ϮͿ, uŶ répresseur du gğŶe de défeŶse PATHOGENESIS RELATED 1 ;PR1Ϳ. La 

sureǆpressioŶ de ŵiRϯ9ϯ* iŶduit iŶdirecteŵeŶt uŶe augŵeŶtatioŶ de l’eǆpressioŶ de PR1 et aiŶsi 

uŶe augŵeŶtatioŶ de la résistaŶce à Pst ;)haŶg et al., ϮϬϭϭͿ. A l’iŶverse de ŵiRϯ9ϯ, FlgϮϮ et les 

souches aviruleŶtes de Pst répriŵeŶt l’eǆpressioŶ de ŵiRϯ9ϴ résultaŶt eŶ uŶe dé-répressioŶ de la 

ciďle CSD1 de ŵiRϯ9ϴ aǇaŶt pour résultat uŶe répressioŶ des défeŶses ďasales ;JagadeesǁaraŶ et al., 

ϮϬϬ9Ϳ.  

Le Ŷat-siRNAATGBϮ de ϮϮ Ŷt est le preŵier cis-Ŷat-siARN de plaŶte découvert coŵŵe iŵpliƋué daŶs 

les défeŶses aŶtiďactérieŶŶes ;Fig. ϯϯBͿ Ce Ŷat-siARN est géŶéré à partir d'uŶ précurseur coŶstitué 

des traŶscrits chevauchaŶt de deuǆ gğŶes aŶtiseŶs, l’uŶ codaŶt pour uŶe protéiŶe RABϮ-LIKE GTP-

BINDING ;ATGBϮͿ et l’autre pour uŶe protéiŶe PENTATRICOPEPTIDE-LIKE ;PPRLͿ. Nat-siRNAATGBϮ 

ciďle le gğŶe de résistaŶce "R" PPRL ;répoŶse de tǇpe ETIͿ ;KatiǇar-Agarǁal et al., ϮϬϬϲͿ. La 

productioŶ de Ŷat-siRNAATGBϮ est spécifiƋueŵeŶt iŶduite par Pst ;avrRptϮͿ et iŶduit le clivage du 

traŶscrit du gğŶe PPRL. La sureǆpressioŶ d’uŶ gğŶe PPRL possédaŶt uŶe ŵutatioŶ reŶdaŶt soŶ 

traŶscrit résistaŶt au clivage par Ŷat-siRNAATGBϮ iŶduit uŶ retard de la répoŶse hǇperseŶsiďle et uŶe 

résistaŶte attéŶuée. Ͷ.ͷ.͵.ʹ Pseudomonas et TGS 
 

La régulatioŶ de l’eǆpressioŶ des gğŶes iŵpliƋués daŶs les défeŶses aŶti ďactérieŶŶes repose 

égaleŵeŶt sur des régulatioŶs de tǇpe TGS. AiŶsi les ŵutaŶts préseŶtaŶt uŶe RdDM altérée coŵŵe 

ddc, drŵ1/drŵϮ, nrpϮ, ŵet1/nrpϮ, rdrϮ, drd1, nrpd1a, aŶd dclϮ/ϯ/4 préseŶteŶt uŶe résistaŶce accrue 

à Pst ;DoǁeŶ et al., ϮϬϭϮ; Yu et al., ϮϬϭϯͿ. Cette altératioŶ de la RdDM seŵďle liŵiter la propagatioŶ 

de la ďactérie à travers le ǆǇlğŵe. A l’iŶverse, le ŵutaŶt du gğŶe ROS1 codaŶt pour uŶe déŵéthǇlase 

préseŶte uŶe propagatioŶ accrue de la ďactérie ;Yu et al., ϮϬϭϯͿ. Par ailleurs, AGO4 et AGO6 soŶt 

répriŵés eŶ répoŶse à l’iŶfectioŶ ďactérieŶŶe, suggéraŶt le rôle Ŷégatif d’AGO4 et AGO6 daŶs 

l’iŵŵuŶité coŶtre les ďactéries ;Yu et al., ϮϬϭϯͿ. EŶfiŶ, il a été étaďli Ƌue chez A. thaliana le gğŶe de 

défeŶse aŶtiďactérieŶŶe RGM1, coŶteŶaŶt deuǆ séƋueŶces répétées dérivaŶt d’hélitroŶs ;éléŵeŶts 

traŶsposaďlesͿ daŶs sa régioŶ proŵotrice, est répriŵé par uŶ ŵécaŶisŵe de RdDM. La ŵéthǇlatioŶ 

de l’ADN résultaŶt de ce ŵécaŶisŵe iŶtervieŶt au Ŷiveau de l’eǆtréŵité proǆiŵale de ces séƋueŶces 

répétées iŶduisaŶt uŶe répressioŶ traŶscriptioŶŶelle du gğŶe RGM1. L’eǆpressioŶ de RGM1 
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ŶorŵaleŵeŶt rĠpriŵĠe par la ‘dDM eŶ l’aďseŶce de pathogğŶe est induite par flg22 grâce à la 

dĠŵĠthǇlatioŶ de la rĠgioŶ proŵotrice due à l’actioŶ de la DNA dĠŵĠthǇlase ROS1 (Yu et al. 2013). 

4.5.3.3 Agrobacterium tumefaciens 

 

Plusieurs Ġtudes oŶt ŵoŶtrĠ l’iŵplicatioŶ des rĠgulatioŶs de tǇpe PTG“ et du TG“ daŶs 

l’iŶteractioŶ eŶtre Arabidopsis et la bactérie gallifère Agrobacterium tumefaciens. D’uŶe part, 

l’accuŵulatioŶ de ŵi‘ϯϵϯ et ŵi‘ϭϲϳ est rĠduite daŶs les galles iŶduites par la souche gallifğre d’A. 

tumefaciens (Dunoyer et al., 2006). NĠaŶŵoiŶs l’iŶfiltratioŶ d’uŶe souche d’A. tumefaciens 

possédant les gènes liés au pouvoir pathogène de la bactérie dite « armée » dans les feuilles de tabac 

a ŵoŶtrĠ Ƌu’à des teŵps prĠcoces (68 hai) MIR393 est iŶduit, ce Ƌui Ŷ’est pas le cas aǀec la ǀersioŶ 

désarmée de la bactérie (Pruss et al., 2008). Par ailleurs, une forte augmentation de la croissance de 

la galle induite par A. tumefaciens a été montrée chez le triple mutant drm1-drm2-cmt3 (ddc) et le 

mutant ago4 indiquant que la RdDM inhibe la croissance de ces tumeurs (Gohlke et al., 2013). 

CepeŶdaŶt la restrictioŶ de la tuŵeur Ŷ’est probablement pas due à un mécanisme de TGS des gènes 

car un faible taux de méthylation a été détecté sur ces séquences dans les tumeurs des plantes 

sauǀages. L’hǇpothğse la plus proďaďle serait doŶc uŶe restrictioŶ de la croissaŶce de la tuŵeur ǀia 

un mécanisme de RdDM entraînant la méthylation de gènes régulant positivement de la croissance 

de la tumeur. 

4.5.4. Les miARN et siARN dans les interactions symbiotiques 

 

Les paragraphes précédents étaient principalement dédiés aux interactions plante-

microorganismes chez Arabidopsis qui constitue la plante pour laquelle ces mécanismes sont le 

ŵieux dĠcrits à ce jour. Toutefois, d’autres plaŶtes prĠseŶteŶt des spĠcificitĠs iŶtĠressaŶtes 

concernant le rôle des miARN et siARN dans les interactions plantes-microorganisŵes Ƌui Ŷ’existeŶt 

pas chez A. thaliana. Ainsi les interactions avec des microorganismes symbiotiques sont spécifiques 

de certaiŶes faŵilles de plaŶtes coŵŵe la sǇŵďiose fixatrice d’azote chez les lĠguŵiŶeuses ou 

l’iŶteractioŶ aǀec les chaŵpigŶoŶs ŵǇcorhiziens. Je consacrerai donc le chapitre suivant à la 

description des régulations impliquant des miARN et siARN dans les mycorhizes et dans les symbioses 

bactériennes chez les légumineuses. 

  



A. B. 

Figure 34: microARN impliqués dans la symbiose bactérienne (A) et dans la mycorhization (B). 

Les flèches rouges et vertes matérialisent respectivement les impacts négatifs et positifs sur la 

mycorhization (A) ou sur  (B) le développement des nodules déterminés (avec une activité méristématique 

cessant tôt) et indéterminés (activité méristématique maintenue). 

(D’après Couzigou & Colombier 2016). 
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4.5.4.1 miARN et siARN dans les symbioses mycorhiziennes 

 

Les interactions mycorhiziennes font partie des endosymbioses. La mycorhization consiste en 

la colonisation par les champignons des cellules racinaires corticales avec un échange de molécules 

au bénéfice des deux partenaires. Ces cellules racinaires corticales se spĠĐialiseŶt daŶs l’iŶteraĐtioŶ 

et certains miARN ont été montrés comme jouant un rôle dans cette différenciation. Parmi ces 

miARN, miR396 cible les transcrits des gènes de la famille de facteurs de transcription GROWTH 

REGULATING FACTOR (GRF) et sa surexpression engendre une diminution du taux de colonisation 

alors que son inhibition provoque un effet opposé (Bazin et al., 2013) (Fig.34A). Par ailleurs, la 

mycorhization chez Medicago, la tomate et le riz est stimulée par de faibles concentrations en auxine 

et s’aĐĐoŵpagŶe d’uŶe diŵiŶutioŶ de l’aĐĐuŵulatioŶ du prĠĐurseur pre-miR393 (Etemadi et al., 

2014). Le gène NODULATION SIGNALING PATHWAY 2 (NSP2) code pour un facteur de transcription 

régulé par une isoforme particulière de miR171 intervenant dans la nodulation (Oldroyd & Long, 

2003) et qui est également requis pour la colonisation mycorhizienne chez M. truncatula (Maillet et 

al., 2011; Devers et al., 2011; Lauressergues et al., 2012) (Fig.34A). Les mutants de M. truncatula 

perte de fonction pour NSP2 ou surexprimant MIR171h présentent un défaut de colonisation par le 

champignon suggérant que la régulation de NPS2 par miR171h est cruciale pour la restriction de la 

croissance de Rhizophagus irregularis aussi bien quantitativement que spatialement (Lauressergues 

et al., 2012).  

4.5.4.2 miARN et siARN dans les symbioses bactériennes 

 

La fiǆatioŶ de l’azote Đhez les lĠguŵiŶeuses est le rĠsultat de l’assoĐiatioŶ aǀeĐ des ďaĐtĠries 

sǇŵďiotiƋues et repose sur la ŶĠoforŵatioŶ d’uŶe struĐture spĠĐialisĠe fiǆatriĐe d’azote : le nodule. 

De nombreux miARN sont différentiellement exprimés lors de la nodulation, et on dispose 

d’ĠǀideŶĐes foŶĐtioŶŶelles pour plusieurs ŵiA‘N Đoŵŵe: ŵi‘ϭϱϲ, ŵi‘ϭϲϬ, ŵi‘ϭϲϰ, ŵi‘ϭϲϲ, 

miR169, miR167, miR172, miR393, miR482, miR1512, miR1515, miR2606b et miR4416 (Li et al., 

2010a; Bustos-Sanmamed et al., 2013; Turner et al., 2013; Mao et al., 2013; Wang & Chua, 2014; 

Wang et al., 2015; Nova-Franco et al., 2015; Yan et al., 2015) ;Fig.ϯϰBͿ. Je dĠtaillerai l’iŵpliĐatioŶ 

ƋuelƋues ŵiA‘N daŶs l’iŶitiatioŶ, le dĠǀeloppeŵeŶt et le foŶĐtioŶŶeŵeŶt du Ŷodule pour eǆeŵples. 

Chez Medicago truncatula, miR166 cible les transcrits des gènes codant pour la famille de facteurs de 

transcription de classe III HD ZIP et la surexpression de MIR166 a un impact négatif sur le nombre de 

nodules et la densité des racines latérales avec une organisation anormale des vaisseaux du xylème 

(Boualem et al., 2008). De plus, chez M. truncatula, la surexpression de MIR169 provoque un retard 

de la croissance du nodule et un arrêt du développement du méristème aboutissant à la formation 
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d’uŶ Ŷodule ŶoŶ foŶctioŶŶel pour la fiǆatioŶ d’azote ;Coŵďier et al., ϮϬϬϲaͿ. MiRϭϲ9 régule les 

traŶscrits du gğŶe HAPϮ-1 codaŶt pour facteur de traŶscriptioŶ iŵpliƋué daŶs la redifféreŶciatioŶ des 

cellules corticales eŶ priŵordiuŵ Ŷodulaire. L’eǆpressioŶ d’uŶ traŶscrit du gğŶe HAPϮ-1 aǇaŶt uŶe 

ŵutatioŶ lui coŶféraŶt uŶe résistaŶce au clivage par ŵiRϭϲ9 provoƋue le développeŵeŶt de Ŷodules 

plus petits avec uŶ défaut de croissaŶce de la partie apicale suggéraŶt Ƌue HAPϮ-1 est iŵpliƋué daŶs 

l’orgaŶogéŶğse du Ŷodule ;Coŵďier et al., ϮϬϬϲďͿ. Au-delà de la léguŵiŶeuse ŵodğle M. truncatula, 

plusieurs ŵiARN oŶt été décrits chez le soja ;Glycine ŵaǆͿ coŵŵe iŵpliƋués daŶs la régulatioŶ de la 

ŶodulatioŶ ;Li et al., ϮϬϭϬa; TurŶer et al., ϮϬϭϯ; WaŶg & Chua, ϮϬϭϰ; WaŶg et al., ϮϬϭ5; YaŶ et al., 

ϮϬϭ5Ϳ. Chez le soja, la sureǆpressioŶ de MIR167c, MIR17Ϯc, MIR4ϴϮ, MIR1ϱ1Ϯ, MIR1ϱ1ϱ et MIRϮ6Ϭ6 

a uŶ effet positif sur la forŵatioŶ du Ŷodule alors Ƌue la sureǆpressioŶ de MIR1ϱ6, MIR16Ϭ et 

MIR4416 a uŶ effet opposé. AiŶsi, ŵiRϰϴϮ ciďle uŶ gğŶe codaŶt pour récepteur kiŶase de tǇpe NBS-

LRR et préseŶte uŶ pic d’eǆpressioŶ à ϲ jai suggéraŶt uŶe iŵplicatioŶ daŶs les stades précoces du 

développeŵeŶt du Ŷodule. La répressioŶ de MIR4ϴϮ eŶtraiŶe eŶ uŶe diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďre de 

Ŷodules suggéraŶt Ƌue la ŵodulatioŶ des défeŶses via ce ŵiARN pourrait ġtre cruciale pour 

l’étaďlisseŵeŶt de la sǇŵďiose.  

L’eŶseŵďle des Ŷoŵďreuǆ eǆeŵples Ƌue Ŷous avoŶs cité ŵoŶtre doŶc claireŵeŶt le rôle clef des 

petits ARN daŶs les iŶteractioŶs eŶtre les plaŶtes et les ŵicroorgaŶisŵes sǇŵďiotiƋue et daŶs la ŵise 

eŶ place de structures Ŷéoforŵées iŶduites par ces ŵicroorgaŶisŵes sǇŵďiotiƋues. Plusieurs études 

oŶt ŵoŶtré Ƌue la ŶéoforŵatioŶ de structures raciŶaires iŶduites par les ďactéries sǇŵďiotiƋues 

partage des ŵécaŶisŵes ŵoléculaires avec la forŵatioŶ des galles iŶduites par les Ŷéŵatodes 

phǇtoparasites chez Medicago truncatula ;DaŵiaŶi et al., ϮϬϭϮ; Baldacci-Cresp et al., ϮϬϭϮͿ. 

 

4.5.5. Les petits ARN dans les interactions plantes –nématodes phytoparasites 

 

Coŵŵe Ŷous l’avoŶs vu daŶs les chapitres précédeŶts, l’iŶteractioŶ eŶtre les plaŶtes et les 

Ŷéŵatodes phǇtoparasites iŵpliƋue la ŶéoforŵatioŶ d’uŶe structure Ŷourriciğre daŶs la raciŶe 

iŶfectée aiŶsi Ƌu’uŶe répressioŶ des ŵécaŶisŵes de défeŶse de la plaŶte. Le développeŵeŶt du site 

Ŷourricier iŶduit par les Ŷéŵatodes à galles et à kǇstes s’accoŵpagŶe d’uŶe vaste reprograŵŵatioŶ 

traŶscriptioŶŶelle. AfiŶ d’étudier l’iŵplicatioŶ des petits ARN daŶs la régulatioŶ de l’eǆpressioŶ 

géŶiƋue de ces processus, des études oŶt été développées sur A. thaliana, la toŵate ;Solanuŵ 

lycopersicuŵͿ et le soja ;Glycines ŵaǆͿ eŶ iŶteractioŶ avec les Ŷéŵatodes à galles et à kǇstes. 
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4.5.5.1. Interactions plante - nématodes à kystes 

 

L’aŶalǇse des petits A‘N daŶs la réponse des plantes aux nématodes phytoparasites a été 

principalement étudiée dans le cadre des interactions plantes-nématodes à kystes. En 2008, la 

preŵiğre Ġtude rĠalisĠe sur le rôle des petits A‘N daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte-nématodes à kystes a 

dans un premier temps évalué chez A. thaliana la sensibilité de mutants de la voie des petits ARN à 

l’iŶfectioŶ par H. schachtii (Fig.35) (Hewezi et al., 2008). Ces expériences ont permis de déterminer si 

les ŵodificatioŶs de l’expressioŶ gĠŶiƋue respoŶsaďle de la forŵatioŶ du sǇŶcǇtia ĠtaieŶt coŶtrôlĠes 

par des mécanismes de type PTGS ou TGS. Les mutants des gènes RDR1, RDR2, RDR6 et DCL2, DCL3, 

DCL4 codant pour des enzymes de biosynthèse des différentes voies des petits ARN ainsi que des 

douďles et triples ŵutaŶts oŶt ĠtĠ iŶoculĠs aǀec des larǀes d’ H. schachtii. BieŶ Ƌu’uŶe teŶdaŶce 

globale à la résistance soit soulignée par les auteurs de cette étude, cette teŶdaŶce Ŷ’est pas 

supportĠe par les aŶalǇses statistiƋues à l’exceptioŶ des ŵutaŶts dcl2-1, dcl2-1/dcl3-1 et dcl2-1/dcl3-

1/dcl4-2 qui présentent une diminution significative de la sensibilité à H. schachtii dans deux réplicats 

sur trois. Par la suite le séƋueŶçage par la techŶologie ϰϱϰ des petits A‘N issus des sǇŶcǇtia d’A. 

thaliana induits par H. schachtii à ϰ et ϳ jai a perŵis d’ideŶtifier au total ϯϬ ŵiA‘N ŵatures expriŵĠs 

dans les syncytia appartenant à 19 familles (miR156, miR157, miR158, miR159, miR160, miR161, 

miR164, miR165, miR166, miR167, miR168, miR169, miR171, miR172, miR390, miR396, miR398, 

miR403 and miR775) à 4 et 7 jai. Les analyses statistiques basées sur les comptages de séquences 

correspondant à ces miARN entre racines infestées et racines saines ont identifiés 16 miARN 

appartenant à 13 familles comme différentiellement exprimés dans les kystes en réponse à 

l’iŶfectioŶ par H. schachtii à ϰ et ϳ jai. DaŶs ce tǇpe d’Ġtudes, le terŵe de « différentiellement 

exprimés » est utilisé pour indiquer une différence de quantité des miARN matures. Des analyses par 

PC‘ ƋuaŶtitatiǀe de l’expressioŶ des ϭϱ ciďles de ϲ faŵilles de ŵiA‘N diffĠreŶtielleŵeŶt expriŵĠs 

(miR160, miR164, miR167, miR171, miR396, et miR398) dans des racines inoculées et non inoculées 

ont montré des profils anti-corrĠlĠs eŶtre les ŵiA‘N et leurs traŶscrits ciďles. L’aŶalǇse des doŶŶĠes 

de sĠƋueŶçage a ĠgaleŵeŶt ideŶtifiĠ ϯ tasiA‘N, et ϭϮϱ siA‘N putatifs doŶt la catĠgorie Ŷ’est pas 

spĠcifiĠe ŵais doŶt Ϯ à ϯ % s’aligŶeŶt sur des traŶsposons à 4 et 7 jai. Parmi les 125 séquences de 

siARN putatifs, 15 séquences montrent une complémentarité parfaite avec des gènes codant pour 

des protéines et 18 séquences ont été identifiées comme identiques aux séquences sens ou antisens 

de transposons ou retro-transposons (Hewezi et al., 2008).  

A la suite de cette première étude, une analyse fonctionnelle a été réalisée sur un miARN réprimé 

dans les racines infestées par H. schachtii à 4 jai, miR396, afin de déterminer son rôle dans cette 

iŶteractioŶ ;Fig. ϯϲͿ. L’Ġtude du profil d’expressioŶ de six gğŶes codaŶt pour des facteurs de 



Figure 3ϱ : Sensiďilité des ŵutants d’ Araďidopsis thaliana affectés dans les gğnes DCL et RDR à 
l’infection par Heterodera schachtii en coŵparaison avec l’écotype sauvage Col-0.
La seŶsiďilité relative a été déterŵiŶée par le coŵptage de Jϰ feŵelles à ϭ5 jours aprğs iŶoculatioŶ
des ŵutaŶts et des plaŶtes sauvages. Trois réplicats iŶdépeŶdaŶts soŶt représeŶtés par les trois
sǇŵďoles différeŶts. Les sǇŵďoles « pleiŶs » iŶdiƋueŶt les ligŶées ŵutaŶtes Ƌui soŶt sigŶificativeŵeŶt
différeŶtes de l’iŶdividu sauvage seloŶ le test statistiƋue t-test ;P < Ϭ.Ϭ5Ϳ.
;D’aprğs Heǁezi et al. ϮϬϬϴͿ
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traŶscriptioŶ de tǇpe « GROWTH REGULATING FACTORS͟ ;GRFͿ, prédits coŵŵe étaŶt ciďlés par 

ŵiRϯ9ϲ ;JoŶes-Rhoades & Bartel, ϮϬϬϰͿ, a ŵoŶtré la sureǆpressioŶ de GRF1, GRFϯ et GRFϴ à ϭ et ϯ jai 

daŶs les sǇŶcǇtia d’A. thaliana iŶduits par H. schachtii ;Heǁezi et al., ϮϬϭϮͿ. Des aŶalǇses de 

proŵoteurs pMIRϯ96a et pMIRϯ96ď fusioŶŶés au gğŶe rapporteur GUS oŶt coŶfirŵé l’aďseŶce 

d’activité de ces proŵoteurs au déďut de la forŵatioŶ du sǇŶcǇtiuŵ correspoŶdaŶt au stade JϮ-Jϯ du 

Ŷéŵatode et ŵoŶtré leur activatioŶ lors des étapes plus tardives de forŵatioŶ du sǇŶcǇtiuŵ ;stade 

Jϯ ŵature et JϰͿ. A l’iŶverse, l’aŶalǇse de ligŶées possédaŶt les proŵoteurs de GRF1 et GRFϯ 

fusioŶŶés au gğŶe GUS oŶt coŶfirŵé l’activatioŶ du proŵoteur de GRF1 et GRFϯ daŶs les étapes 

précoces de forŵatioŶ du sǇŶcǇtiuŵ ;jusƋu’à ϯ jaiͿ et uŶe répressioŶ daŶs les étapes tardives ;eŶtre ϴ 

et ϭϰ jaiͿ. De plus, les ŵutaŶts d’A. thaliana sureǆpriŵaŶt MIRϯ96 ou possédaŶt uŶe ciďle GRF 

résistaŶte au clivage par ŵiRϯ9ϲ préseŶteŶt des sǇŶcǇtia plus petits et uŶe seŶsiďilité réduite par 

rapport auǆ iŶdividus sauvages suggéraŶt Ƌue la répressioŶ de GRF1 et GRFϯ par ŵiRϯ9ϲ est reƋuise 

pour le ďoŶ développeŵeŶt du sǇŶcǇtiuŵ. Ces résultats suggğreŶt doŶc Ƌue l’hoŵéostasie eŶtre 

ŵiRϯ9ϲ et ses ciďles est cruciale pour le développeŵeŶt du sǇŶcǇtiuŵ. Ces résultats oŶt aŵeŶé les 

auteurs à proposer le ŵodğle suivaŶt : à l’iŶitiatioŶ du sǇŶcǇtiuŵ l’iŶactivatioŶ de MIRϯ96 eŶtraiŶe 

uŶe augŵeŶtatioŶ de l’eǆpressioŶ de GRF1 et GRFϯ. Ces facteurs de traŶscriptioŶ pourroŶt aiŶsi 

activer les gğŶes iŵpliƋués daŶs le processus de différeŶciatioŶ et de forŵatioŶ du sǇŶcǇtiuŵ. UŶe 

fois le sǇŶcǇtiuŵ étaďli, la répressioŶ de MIRϯ96 est levée eŶtraîŶaŶt la productioŶ de ŵiRϯ9ϲ 

ŵature iŶduisaŶt la répressioŶ post-traŶscriptioŶŶelle des ciďles GRF1 et GRFϯ coŶstituaŶt aiŶsi le 

sigŶal de l’eŶtrée daŶs la phase de ŵaiŶteŶaŶce du sǇŶcǇtiuŵ ;Heǁezi et al., ϮϬϭϮͿ. 

Par la suite, cette ŵġŵe éƋuipe a réalisé uŶe aŶalǇse foŶctioŶŶelle d’uŶ ŵiARN chez A. thaliana Ƌui 

Ŷ’avait pas été ideŶtifié par les aŶalǇses de séƋueŶçage : ŵiRϴϮ7 Ƌui ciďle les traŶscrits du gğŶe 

NITROGEN LIMITATION ADAPTATION ;NLAͿ ;Heǁezi et al., ϮϬϭϲͿ. MiRϴϮ7 est coŶŶu pour iŶhiďer la 

répoŶse iŵŵuŶitaire chez le riz lors de l’iŶfectioŶ par le chaŵpigŶoŶ Magnaporthe oryzae ;Li et al., 

ϮϬϭϰͿ. L’aŶalǇse de l’activité des proŵoteurs des gğŶes MIRϴϮ7 et NLA fusioŶŶés au gğŶe rapporteur 

GUS révğleŶt Ƌue iͿ le proŵoteur de MIRϴϮ7 est activé au cours des étapes de développeŵeŶt et de 

ŵaiŶtieŶ du sǇŶcǇtiuŵ et Ƌue iiͿ cette eǆpressioŶ de MIRϴϮ7 s’accoŵpagŶe de la répressioŶ de NLA 

tout au loŶg du développeŵeŶt du sǇŶcǇtiuŵ. De plus, les ŵutaŶts d’A. thaliana sureǆpriŵaŶt 

ŵiRϴϮ7 préseŶteŶt uŶe seŶsiďilité accrue à H. schachtii. EŶ revaŶche, les ŵutaŶts ďloƋuaŶt l’activité 

de ŵiRϴϮ7 par ŵiŵétisŵe de la ciďle ;stratégie « target ŵiŵicrǇ » ; ŵutaŶts eǆpriŵaŶt uŶe séƋueŶce 

ciďle artificielle résistaŶte au clivage ŵais pour laƋuelle le ŵicroARN a uŶe affiŶité supérieure à la 

ciďle eŶdogğŶeͿ préseŶteŶt uŶe diŵiŶutioŶ de la seŶsiďilité à H. schachtii. BieŶ Ƌue la sureǆpressioŶ 

de NLA Ŷ’affecte pas la seŶsiďilité à H. schachtii, la sureǆpressioŶ d’uŶe ciďle NLA ŵutée et résistaŶte 

au clivage par ŵiRϴϮ7 eŶtraîŶe uŶe réductioŶ de la seŶsiďilité. MiRϴϮ7 foŶctioŶŶerait doŶc coŵŵe 



Figure 3ϲ : Le ŵodule régulateur ŵiR39ϲ-GRFϭ/3 contrôle la phase de transition entre l’initiation/ 
la forŵation du syncytiuŵ et son ŵaintien. 
EŶ coŶditioŶ « ŶoŶ iŶfectée », ŵiRϯ9ϲ est forteŵeŶt eǆpriŵé daŶs les tissus vasculaires. Suite à
l'iŶfectioŶ par H. schachtii, ŵiRϯ9ϲ est forteŵeŶt répriŵé lors des phases d’iŶitiatioŶ/forŵatioŶ du
sǇŶcǇtiuŵ et cette répressioŶ est corrélée à l’augŵeŶtatioŶ de l'eǆpressioŶ de GRF1 et GRFϯ jusƋu’à
uŶ seuil spécifiƋue Ƌui perŵet à ces facteurs de traŶscriptioŶ de réguler les évéŶeŵeŶts liés à la
reprograŵŵatioŶ de l'eǆpressioŶ géŶiƋue Ƌui pourraieŶt ġtre Ŷécessaire à la rediffereŶtiatioŶ des
cellules raciŶaires ŵatures eŶ sǇŶcǇtiuŵ. UŶe fois Ƌue la forŵatioŶ du sǇŶcǇtiuŵ est terŵiŶée,
l'eǆpressioŶ de ŵiRϯ9ϲ augŵeŶte forteŵeŶt daŶs le sǇŶcǇtia et répriŵe post-traŶscriptioŶŶelleŵeŶt
l'eǆpressioŶ de GRF1 et GRFϯ. La répressioŶ de l’eǆpressioŶ de GRF1 et de GRFϯ ŵet fiŶ à la phase
d'iŶductioŶ/forŵatioŶ du sǇŶcǇtiuŵ et coŶditioŶŶe le sǇŶcǇtiuŵ à eŶtrer daŶs la phase de
ŵaiŶteŶaŶce.
;D’aprğs Heǁezi et al. ϮϬϭϮͿ
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un régulateur négatif de l’iŵŵuŶitĠ de la plaŶte eŶ rĠpoŶse à H. schachtii eŶ suppriŵaŶt l’actiǀitĠ de 

NLA dans le syncytium grâce à une régulation post-transcriptionnelle contribuant ainsi au succès du 

parasitisme.  

Le rôle des petits A‘N daŶs l’iŶteractioŶ plaŶtes-nématodes à kystes a également été étudié chez le 

soja (Glycine max) infecté par le nématode H. glycines. Dans une première étude, les petits ARN de 

racines infestées et des racines saines de soja ont été séquencés par la technologie Illumina à partir 

d’uŶ cultiǀar rĠsistaŶt et d’uŶ cultiǀar seŶsiďle à H. glycines (Li et al., 2012b). Des séquences 

correspondant à 364 miARN répertoriés dans la base de données de référence miRBase ont ainsi été 

détectées dans au moins une banque mais plus de la moitié des miARN présentaient de faible niveau 

d’expressioŶ ;ŵoiŶs de ϭϬϬ sĠƋueŶcesͿ. De plus, 101 miARN appartenant à 40 familles ont été 

identifiés comme différentiellement exprimés entre les racines saines et les racines infestées dans au 

moins un des deux cultivars analysés. La majorité de ces miARN sont réprimés en réponse à H. 

glycines, seuls six sont surexprimés (miR171c, miR319, Mir390b, miR862, miR5372 et 4 membres de 

la famille miR169). Une étude similaire a été réalisée en séquençant les populations de petits ARN 

exprimés dans les racines saines de deux autres cultivars de soja, un résistant et un sensible à 

l’iŶfectioŶ par H. glycines (Xu et al., 2014). Des séquences correspondant à 420 miARN connus et 258 

nouveaux miARN de soja ont été détectées. Parmi ces nouveaux miARN, gma-miR393, gma-miR1507, 

gma-miR1510, gma-miR1515, gma-miR171 et gma-miR2118 ont été identifiés comme inducteur de la 

production de phasiARN. De plus, 34 miARN sont différentiellement exprimés dans les deux types de 

cultiǀars. EŶfiŶ, l’expressioŶ diffĠreŶtielle lors de la rĠpoŶse à l’iŶfectioŶ par H. glycines a été établie 

par qPCR pour sept miARN (gma-miRC6, gma-miRC46, gma-miRC18, gma-miRC38, gma-miRC31, gma-

miRC32, gma-miRC58).  

Enfin une étude très récente a mis en évidence de nouvelles cibles potentielles de miARN dans les 

syncytia 3 et 7 jai par G. rostochiensis chez la tomate ;”ǁięcicka et al., 2017). Le transcriptome des 

syncytia a ainsi permis de caractériser des transcrits différentiellement régulés dans les syncytia, par 

comparaison avec les racines non inoculées, et correspondant à une cible prédite de miARN. 

L’aŶalǇse de l’expressioŶ par PC‘ ƋuaŶtitatiǀe de couples ŵiA‘N/ciďle prĠdite codaŶt pour des 

protéines NB-L‘‘ iŵpliƋuĠes daŶs la ŵise eŶ place de dĠfeŶse a perŵis d’ideŶtifier 9 couples 

ŵoŶtraŶt uŶe corrĠlatioŶ ŶĠgatiǀe eŶtre l’expressioŶ du ŵiA‘N et leur ciďle, doŶt MIR167 et MIR396 

réprimés dans les galles et MIR159 surexprimé dans les syncytia ;”ǁięcicka et al., 2017). 

Deux Ġtudes de la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN oŶt ĠtĠ rĠalisĠes sur les sǇŶcǇtia de soja et d’A. thaliana 

induits par Heterodera glycines et H. schachtii respectivement (Rambani et al., 2015; Hewezi et al., 

2017). Rambani et al. ;ϮϬϭϱͿ oŶt ŵoŶtrĠ Ƌue l’iŶfectioŶ par les ŶĠŵatodes à kǇstes iŶduit uŶe 
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hǇpoŵéthǇlatioŶ du géŶoŵe daŶs des proportioŶs supérieures à l’hǇperŵéthǇlatioŶ. AiŶsi Ϯϰϲ5 

régioŶs soŶt hǇperŵéthǇlés et ϰϲ9Ϯ soŶt hǇpoŵéthǇlés daŶs les raciŶes iŶfectées eŶ coŵparaisoŶ 

avec les raciŶes ŶoŶ iŶfectées. De plus, 7Ϭϯ et ϭϯϰϲ gğŶes uŶiƋues soŶt ideŶtifiés coŵŵe colocalisés 

avec des régioŶs hǇper- ou hǇpoŵéthǇlées respectiveŵeŶt. Ϯ7ϴ gğŶes oŶt été ideŶtifiés coŵŵe 

différeŶtielleŵeŶt ŵéthǇlés daŶs les sǇŶcǇtia. Ces gğŶes soŶt associés auǆ régulatioŶs épigéŶétiƋues, 

à la sigŶalisatioŶ horŵoŶale, à l’architecture de la paroi, à la traŶsductioŶ de sigŶal et à 

l’uďiƋuitiŶatioŶ. UŶe secoŶde étude de la ŵéthǇlatioŶ de l’ADN vieŶt d’ġtre réalisée chez A. thaliana 

eŶ répoŶse à H. schachtii. Heǁezi et al., ;ϮϬϭ7Ϳ oŶt réalisé uŶ séƋueŶçage ďisulfite de l’ADN eǆtrait à 

partir des sǇŶcǇtia 5 et ϭϬ jai et de raciŶes ŶoŶ iŶoculées. L’iŶfectioŶ par H. schachtii iŶduit uŶe 

hǇpoŵéthǇlatioŶ géŶérale sur les gğŶes codaŶt pour des protéiŶes ou sur les éléŵeŶts traŶsposaďles 

préféreŶtielleŵeŶt situés à proǆiŵité de gğŶes codaŶt pour des protéiŶes. Parŵi les gğŶes 

différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés eŶtre le sǇŶcǇtiuŵ et la raciŶe saiŶe, il Ǉ a uŶ eŶrichisseŵeŶt eŶ gğŶes 

différeŶtielleŵeŶt ŵéthǇlés ;Ϯ5% du total des gğŶes différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵésͿ et plus 

particuliğreŵeŶt ceuǆ liés au ŵétaďolisŵe et à la répoŶse auǆ stiŵuli. Ces résultats suggğreŶt uŶ rôle 

de la ŵéthǇlatioŶ de l’ADN daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte – Ŷéŵatode à kǇstes.  

 Ͷ.ͷ.ͷ.ʹ. Interactions plantes - nématodes à galles 
 

L’étude du rôle des petits ARN daŶs l’iŶteractioŶ plaŶtes- Ŷéŵatodes à galles Ŷ’a été iŶitiée 

Ƌue réceŵŵeŶt et aucuŶ article sur ce sujet Ŷ’avait été puďlié au coŵŵeŶceŵeŶt de ŵoŶ travail de 

thğse. La preŵiğre étude des petits ARN eŶ répoŶse à l’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes à galles décrit 

l’étude de la répoŶse sǇstéŵiƋue de la plaŶte eŶtiğre lors des étapes précoces de l’iŶteractioŶ ;)hao 

et al. ϮϬϭ5Ϳ. EŶ se ďasaŶt sur le coŶstat Ƌue l’acide jasŵoŶiƋue est efficace pour lutter coŶtre les 

Ŷéŵatodes à galles chez la toŵate ;Cooper et al., ϮϬϬ5; Fujiŵoto et al., ϮϬϭϭ; Nahar et al., ϮϬϭϭͿ, les 

auteurs oŶt adopté uŶ approche sǇstéŵiƋue eŶ ideŶtifiaŶt par séƋueŶçage IlluŵiŶa les populatioŶs 

de petits ARN eǆpriŵés daŶs des plaŶtes eŶtiğres de Solanuŵ lycopersicuŵ iŶoculés avec M. 

incognita à des étapes précoces de l’iŶfectioŶ : ϲ, ϭϮ, Ϯϰ, aŶd 7Ϯ heures aprğs iŶoculatioŶ. Pour 

chaƋue poiŶt de ciŶétiƋue, deuǆ ďaŶƋues de petits ARN oŶt été séƋueŶcées : l’uŶe à partir de plaŶtes 

sauvages ;Solanuŵ lycopersicuŵ var. CastleŵartͿ, l’autre à partir d’uŶ ŵutaŶt affecté daŶs la voie de 

ďiosǇŶthğse de l’acide jasŵoŶiƋue sprϮ. Au total Ϯϲϯ ŵiARN déjà répertoriés chez la toŵate et ϰϰϭ 

Ŷouveauǆ ŵiARN soŶt apparus coŵŵe différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés eŶtre le cultivar sauvage et le 

ŵutaŶt sprϮ lors de l’iŶfectioŶ par M. incognita. Aprğs avoir validé les résultats de séƋueŶçage par 

PCR ƋuaŶtitative pour ciŶƋ ŵiARN ;ŵiRNAϭ5ϲa, ŵiRNAϭ59a, ŵiRNAϭ7Ϯa, ŵiRϯϭ9ď et ŵiRϯ9ϲďͿ, les 

auteurs oŶt ŵis eŶ évideŶce uŶ profil d’eǆpressioŶ aŶti-corrélé pour les ŵiARN différeŶtielleŵeŶt 
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eǆpriŵĠs et leurs traŶsĐrits Điďles lors de l’iŶfeĐtioŶ pour les couples: miR156a/SPL, miR319/TCP4 et 

miR159a/MYB. Les auteurs se sont ensuite focalisés sur le couple miR319/TCP4 en raison de son rôle 

décrit dans la réponse des plantes aux stress biotiques(Palatnik et al., 2003; Ori et al., 2007; Koyama 

et al., 2010). Dans les racines de tomate infectées, l’eǆpressioŶ de TCP4, la cible principale de miR319 

(Palatnik et al., 2003; Ori et al., 2007; Koyama et al., 2010) diminue entre 0 et 72 hai alors que 

l’eǆpressioŶ de MIR319 au ĐoŶtraire augŵeŶte. La sureǆpressioŶ daŶs des plaŶts de toŵate d’uŶe 

forme de TCP4 mutée au niveau du site de clivage de miR319 dont le transcrit est résistant au clivage 

induit par miR319 présentent une diminution du nombre de galles et donc une résistance accrue à 

M. incognita. A l’iŶǀerse, les ligŶĠes de toŵates sureǆpriŵaŶt Ath-MIR319 présentent un niveau de 

sensibilité supérieur aux plantes sauvages. Ces résultats suggèrent donc que miR319 réprime 

l’expression de TCP4 Ƌui est uŶ rĠgulateur positif de la ǀoie de sigŶalisatioŶ de l’aĐide jasŵoŶiƋue 

rĠsultaŶt eŶ uŶe diŵiŶutioŶ du Ŷiǀeau eŶdogèŶe d’aĐide jasŵoŶiƋue et ŵodulaŶt ŶĠgatiǀeŵeŶt la 

réponse de défense systémique à une infection par les nématodes à galles.  

La seconde étude du rôle des petits ARN dans les interactions plantes-nématodes à galles a été 

puďliĠe eŶ ϮϬϭϲ et dĠĐrit l’Ġtude des Ġtapes prĠĐoĐes de l’iŶteraĐtioŶ eŶtre A. thaliana et M. javanica 

(Cabrera et al. 2016 ; Annexe 1. Cette étude a ĠtĠ rĠalisĠe eŶ ĐollaďoratioŶ aǀeĐ Ŷotre ĠƋuipe et j’ai 

contribué à l'obtention de certains résultats présentés dans cet article. A la diffĠreŶĐe de l’Ġtude 

précédente réalisée sur plante entière, Cabrera et al., ont ciblé leur étude sur les galles en 

sĠƋueŶçaŶt spĠĐifiƋueŵeŶt les petits A‘N daŶs des galles d’A. thaliana induites par M. javanica à 3 

dpi et daŶs des eŶtre Ŷœuds raĐiŶaires issus de raĐiŶes ŶoŶ iŶfeĐtĠes (tronçon racinaire compris 

entre l’ĠŵergeŶĐe de deuǆ raĐiŶesͿ. L’aŶalǇse des sĠƋueŶĐes aiŶsi oďteŶues ŵoŶtreŶt d’uŶe part uŶ 

nombre accru de séquences de 24 nt dans les galles par rapport aux racines et localisées pour la plus 

part au Ŷiǀeau d’ĠlĠŵeŶts traŶsposaďles. Les siARN de 24 nt qui ciblent les éléments transposables 

sont majoritairement associés au mécanisme de la RdDM. Cette surreprésentation des séquences de 

24 nt dans les galles suggère donc que la RdDM pourrait être impliquée dans la régulation de 

l’eǆpressioŶ des gèŶes lors des Ġtapes prĠĐoĐes de la forŵatioŶ de la galle. D’autre part, Đette Ġtude 

a identifié au total 62 miARN différentiellement exprimés entre galles et racines saines dont 11 

miARN surexprimés et 51 miARN réprimés dans les galles. Cette majorité de miARN réprimés 

rappelle les résultats obtenus dans les syncytia à 4 jai (Hewezi et al., 2008). La plupart des 51 miARN 

réprimés dans les galles ont déjà été décrits pour avoir un rôle dans la réponse au stress ou aux 

changements de statut nutritionnel (e.g. miR169, miR391, miR399 et miR780) ou dans le 

développement comme miR165/166 impliqués dans le méristème apical racinaire et dans la 

floraison. Les auteurs se sont ensuite focalisés sur miR390 qui est fortement surexprimés dans les 

galles à ϯ jai. L’aĐtioŶ de ŵi‘ϯϵϬ iŵpliƋue la produĐtioŶ de petits A‘N seĐoŶdaires issus du Đliǀage du 
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des gènes de la famille des ARF (ARF2, ARF3, ARF4). Ce module très fortement conservé du point de 

vue évolutif est notamment impliqué dans la polarité de la feuille ainsi que dans le contrôle de la 

formation des racines latérales secondaires (Hunter et al., 2006; Marin et al., 2010). Une approche 

gène rapporteur chez A. thaliana a permis de montrer que les promoteurs de miR390a et TAS3 sont 

coactivés dans les galles, et plus particulièrement dans les tissus vasculaires et dans les cellules 

géantes. De plus, les mutants A. thaliana perte de fonction de MIR390 et TAS3 présentent un nombre 

de galles rĠduit et des galles plus petites Ƌue chez l’ĠcotǇpe sauǀage reflĠtaŶt uŶe rĠsistaŶce accrue 

à M. javanica.  

Ces études apportent les premiers éléments pour coŵpreŶdre l’iŵplicatioŶ des petits A‘N daŶs la 

rĠpoŶse sǇstĠŵiƋue de la plaŶte à l’iŶfectioŶ par les ŶĠŵatodes à galles aiŶsi Ƌue daŶs la forŵatioŶ 

des galles. Toutefois, ces Ġtudes couǀreŶt les trois preŵiers jours de l’iŶfectioŶ et soŶt doŶc 

focalisĠes sur les Ġtapes prĠcoces du dĠǀeloppeŵeŶt de la galle. A ce jour, aucuŶe iŶforŵatioŶ Ŷ’est 

disponible sur le rôle des petits ARN dans les étapes de développement et de maintien du site 

nourricier. De même, ces études se sont focalisées sur les miARN et à ce jour nous disposons de peu 

d’iŶforŵatioŶs sur les siA‘N daŶs l’iŶteractioŶ plaŶtes – nématode à galles et notamment sur les 

rĠgulatioŶs TG“ et PTG“ associĠes aux siA‘N daŶs la rĠgulatioŶ de l’expressioŶ des gğŶes 

différentiellement exprimés lors de la formation de la galle. 

  



Objectifs de la thèse 
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Objectifs de la thèse : Caractérisation des petits ARN régulateurs 

impliqués dans la formation des galles induites par les nématodes 

phytoparasites du genre Meloidogyne. 
 

L’iŶtroductioŶ de ce ŵaŶuscrit de thğse a perŵis de ŵoŶtrer que de nombreux mécanismes 

moléculaires sont ainsi manipulés, directement ou indirectement, par les nématodes à galles afin de 

transformer les cellules racinaires en cellules géantes nourricières. Différentes approches, en 

particulier d’aŶalǇses traŶscriptoŵiƋues à l’Ġchelle gloďale et de gĠŶĠtiƋue ŵolĠculaire, oŶt perŵis 

de caractériser de très nombreux gènes différentiellement exprimés dans les galles et/ou dans les 

cellules géantes et de démontrer le rôle essentiel de quelques-uns dans ce processus. Ces gènes dont 

l’expressioŶ est ŵodulĠe au cours de la forŵatioŶ des cellules gĠaŶtes soŶt associĠs à diffĠreŶts 

processus biologiques comme le cycle cellulaire, le cytosquelette, les voies de signalisation 

hormonales, les modifications de la paroi ou la réponse immunitaire. Cependant peu de données 

soŶt dispoŶiďles sur les acteurs de cette reprograŵŵatioŶ de l’expressioŶ gĠŶiƋue lors de la 

formation de la galle. L’expressioŶ gĠŶiƋue peut ġtre ŵodulĠe par les petits A‘N rĠgulateurs, les 

facteurs de transcriptioŶs et les ŵodificatioŶs de l’Ġtat de la chroŵatiŶe. Lors de mon travail de 

thèse, j’ai choisi de ŵe focaliser sur l’Ġtude du rôle de ces petits A‘N rĠgulateur daŶs la forŵatioŶ de 

la galle induite par les nématodes à galles chez la plante modèle A. thaliana.  

L’oďjectif de ŵoŶ projet de thğse Ġtait doŶc de caractĠriser les petits A‘N diffĠreŶtielleŵeŶt 

expriŵĠs daŶs les galles d’A. thaliana induites par M. incognita à 7 et 14 jours après infection (jai). 

Ces deux points de cinétiques correspondent à deux étapes importantes de la formation de la galle : 

une phase active de mise en place des cellules géantes avec des divisions nucléaires sans cytokinèse 

et une phase de croissance et de maintien du site nourricier associé à des phénomènes 

d’eŶdorĠduplicatioŶs ŶuclĠaires. Cette Ġtude Ġtait coŵplĠŵeŶtaire de projets dĠǀeloppĠs eŶ 

parallğle par d’autres ĠƋuipes pour caractĠriser les Ġtapes plus prĠcoces de la forŵatioŶ de la galle (3 

jai) au niveau de la galle (Cabrera et al., 2016) ou de la réponse systémique de la plante aux 

nématodes à galles (Zhao et al., 2015). 

UŶe stratĠgie de sĠƋueŶçage NG“ de l’ensemble des petits ARN – dont la taille est comprise entre 17 

et 50 nt - des galles et des raciŶes ŶoŶ iŶoculĠes d’A. thaliana a ainsi été développée à ces deux 

points de cinétique. Dans un premier temps, je ŵe suis coŶceŶtrĠe sur l’aŶalǇse des ŵiA‘N, des 

petits ARN non codants issus de la transcription de gènes MIR endogènes qui régulent post-

transcriptionnellement l’expressioŶ des gğŶes ǀia la dĠgradatioŶ du traŶscrit ou la rĠpressioŶ 

traductioŶŶelle. J’ai Ġtaďli uŶ catalogue des ŵiA‘N ŵatures expriŵĠs dans les galles et les racines 

saines et identifié les miARN différentiellement exprimés dans les galles. Afin de valider ces profils 
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d’expression et de caractériser le rôle de ces miARN et de leurs cibles dans la formation de la galle, 

une analyse fonctionnelle a été développée. Cette analyse fonctionnelle comprenait l’analyse de 

lignées d’Arabidopsis exprimant un gène rapporteur sous contrôle des promoteurs de miARN ou de 

leurs cibles, des analyses d’hybridation in situ afin de détecter le miARN mature dans les cellules 

géantes et les galles ainsi que des analyses de mutants d’Arabidopsis dans ces miARN ou de gènes 

clés de la machinerie de ces miARN.  

Dans un deuxième temps j’ai étudié la famille des siARN dont le rôle est de réguler l’expression des 

gènes au niveau post-transcriptionnel et transcriptionnel. J’ai identifié les régions du génome 

accumulant différentiellement les siARN entre les conditions galles (7 et 14 jai) et racines saines dans 

l’objectif d’avoir une vue pangénomique des régions (gènes, régions promotrices, éléments 

transposables) qui pourraient être régulés par les petits ARN en réponse à l’infection par les 

nématodes à galles. 

Au travers de l’identification des petits ARN impliqués dans la formation de la galle, ces résultats 

permettront également d’aborder les aspects fondamentaux de la différenciation cellulaire, du cycle 

cellulaire, de la signalisation hormonale chez les végétaux. A plus long terme, l’analyse fonctionnelle 

des petits ARN différentiellement régulés et de leurs cibles permettra de proposer des pistes 

innovantes afin de développer de nouveaux moyens de lutte contre ces ravageurs.  



Chapitre 1 :  

Caractérisation des microARN  

d’A. thaliana dans les galles induites 

par les nématodes Meloidogyne spp. 



Figure 3ϳ : Technologie de séƋuençage haut déďit SOLiD.
Suite à l’hǇďridatioŶ d’uŶe aŵorce uŶiverselle, uŶ set d’aŵorces est ajouté. Ces aŵorces oŶt la particularité
d’avoir eŶ ϯ’OH uŶ preŵier Ŷucléotide ;ǆͿ et uŶ deuǆiğŵe Ŷucléotide ;ǇͿ ;ǆ et Ǉ = A,T,G ou CͿ. Les autres
ďases soŶt des ďases dégéŶérées ou uŶiverselles. Il eǆiste aiŶsi ϭϲ coŵďiŶaisoŶs d’associatioŶs ǆ et Ǉ Ƌui
soŶt eŶcodées par ϰ couleurs, aiŶsi uŶe couleur correspoŶd a ϰ coŵďiŶaisoŶs de ǆ et Ǉ. Les soŶdes
ŵarƋuées au fluorochroŵe ;ďleu, jauŶe, vert ou rougeͿ seloŶ la coŵďiŶaisoŶ des deuǆ preŵiers Ŷucleotides
eŶ ϯ’OH s’hǇďrideŶt seloŶ la coŵpléŵeŶtarité de séƋueŶce. Aprğs la lecture des fluorochroŵes uŶe partie
de la séƋueŶce est clivée puis éliŵiŶée et uŶe autre soŶde ŵarƋuée est ajoutée. Les cǇcles SOLiD soŶt
répétés diǆ fois eŶsuite le priŵer uŶiversel est chaŶgé ϰ fois pour uŶe aŵorce coŵpléŵeŶtaire de la
séƋueŶce Ŷ-ϭ. DaŶs ce processus chaƋue ďase est iŶterrogée daŶs deuǆ réactioŶs de ligatioŶ iŶdépeŶdaŶtes
par deuǆ différeŶtes aŵorces. SeloŶ le code couleur, chaƋue ďase est associée a deuǆ couleurs.
L’aligŶeŵeŶt s’effectue eŶ espace couleur et est retraŶscrit eŶ séƋueŶce ADN. ;D’aprğs Metzker et al. ϮϬϬϴͿ
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Les résultats de mon travail sont présentés sous la forme de deux chapitres, composés 

principalement de deux articles scientifiques. Le 1
er

 chapitre traite de la caractérisation des miARN 

d’A. thaliana dans les galles induites par les nématodes à galles du genre Meloidogyne. Il est 

complété avec un second chapitre qui présente les résultats de l’analyse de la famille des siARN 

différentiellement régulés lors de la formation de la galle. 

Chapitre 1 : Caractérisation des miARN d’A. thaliana dans les galles 

induites par les nématodes à galles du genre Meloidogyne spp. 
 

Cette première étude vise d’une part à identifier les miARN dont l’expression est modifiée 

lors de la formation des galles d’A. thaliana et d’autre part à étudier leur fonction. Afin d’analyser le 

rôle global des miARN dans l’interaction, des mutants hypomorphes ago1-25, ago1-27, ago2-1 et le 

double mutant ago1-27/ago2-1 affectés dans les régulations PTGS associées aux petits ARN, ont été 

infectés par les larves de M. incognita. La diminution du nombre de masses d’œufs observée chez ces 

mutants par rapport aux plantes de l’écotype sauvage suggère un rôle de la voie PTGS et des petits 

ARN associés dans la formation des galles induites par M. incognita. Afin d’étudier le rôle des miARN 

dans l’interaction plante - nématodes à galles plus en détail, les petits ARN de racines non inoculées 

d’A. thaliana et des galles 7 jai et 14 jai par M. incognita ont été séquencés avec la technologie SOLiD 

(Fig 37). Les séquences s’alignant sur les positions des miARN matures répertoriées dans le génome 

d’A. thaliana ont été comptées et une analyse statistique a permis d’identifier les miARN 

différentiellement régulés entre la condition « galles » et « racines non infectées ». Au total 10 et 20 

miARN ont été identifiés comme différentiellement exprimés à 7 et 14 jai respectivement. L’analyse 

de lignées portant des constructions de promoteurs de gènes MIR fusionnés au gène GUS (MIR167, 

MIR164, MIR394, MIR390 et MIR408) ont permis de confirmer l’activité de ces cinq promoteurs dans 

les galles. Les profils d’expression des constructions pMIR390b::GUS, pMIR408::GUS, pMIR167d::GUS 

et pMIR394b::YFP ont permis de confirmer les résultats de séquençage. Ces analyses désignent les 

miARN des familles miR167, miR390 et miR394 comme des candidats prometteurs pour intervenir 

dans la formation de la galle. De plus, la réponse à l’infection par M. incognita des mutants 

« mimicry », perte de fonction ou surexpresseurs a été testée pour 7 miARN différentiellement 

exprimés afin de déterminer le rôle de ces gènes dans la formation des cellules géantes. Ces résultats 

ont permis de mettre en évidence le rôle important des miARN de la famille miR159 dont les formes 

matures ont pu être localisées, par une expérience d’hybridation in situ, dans les cellules géantes et 

les cellules voisines de la galle. Enfin l’analyse de l’expression d’une fusion traductionnelle de MYB33, 
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une des cibles des miR159, montre que la surexpression de miR159a et miR159c observée à 14 jai 

par séquençage est corrélée à une diminution de l’expression de MYB33.  

L’ensemble de ces résultats font l’objet d’un article soumis à la revue internationale à comité de 

lecture The New Phytologist et qui est actuellement en révision.  

 

Article 1: Characterisation of microRNAs from Arabidopsis galls highlights a role for miR159 in the 

plant response to the root-knot nematodes Meloidogyne incognita. 

Clémence Medina, Martine da Rocha, Marc Magliano, Alizée Ratpopoulo, Benoît Revel, Nathalie 

Marteu, Virginie Magnone, Kevin Lebrigand, Javier Cabrera, Marta Barcala, Ana Cláudia Pereira da 

Silva, Anthony Millar, Carolina Escobar, Pierre Abad, Bruno Favery & Stéphanie Jaubert-Possamai. 

En révision 

 

J’ai contribué à cet article en participant à la collecte du matériel nécessaire au séquençage, en 

réalisation les analyses bio-informatiques permettant l’identification des miARN exprimés dans les 

galles et les racines saines ainsi que l’identification des miARN différentiellement exprimés entre les 

deux conditions. J’ai également contribué à la localisation de l’expression des promoteurs des gènes 

MIR pour les miARN différentiellement régulés miR408, miR167a/b/c/d, miR164c et miR394b et à la 

rédaction de l’article. 
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 34 

•� Root knot nematodes are root parasites that induce the genetic reprogramming of 35 

vascular cells into giant feeding cells and the development of root galls. MicroRNAs 36 

regulate gene expression during development and plant responses to various stresses.  37 

•� Disruption of post transcriptional gene silencing in Arabidopsis ago1 or ago2 mutants 38 

decrease the infection rate of RKN suggesting a role for this mechanism in the plant/39 

nematode interaction.  40 

•� By sequencing small RNAs from uninfected Arabidopsis roots and from galls seven and 41 

14 days post infection with Meloidogyne incognita, we identified 24 miRNAs 42 

differentially expressed in gall as putative regulators of gall development. Moreover, 43 

strong activity within galls was detected for five miRNA promoters. 44 

•� Analyses of nematode development in an Arabidopsis miR159abc mutant had a lower 45 

susceptibility to RKN, suggesting a role for the miR159 family in the plant response to 46 

M. incognita. Localization of mature miR159 within the giant and surrounding cells 47 

suggested a role in giant cell and gall. Finally, overexpression of miR159 in galls at 14 48 

dpi was associated with the repression of the miR159 target MYB33 which expression is 49 

restricted to the early stages of infection.  50 

Overall, these results implicate the miR159 in plant responses to RKN. 51 

'�-�5
��	�52 

gall, giant cell, microRNA, root/knot nematode, small RNA, transcriptome, Arabidopsis�53 

 54 

 55 
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 58 

Small RNAs are non/coding RNAs of 20 to 24 nucleotides in length. In plants, they act as key 59 

transcriptional and post/transcriptional regulators of gene expression in diverse biological 60 

processes (Chen, 2009; Bologna & Voinnet, 2014;Matzke & Mosher, 2014). Plant small 61 

RNAs are classified into two predominant classes, according to their biogenesis: microRNAs 62 

(miRNAs) and small interfering RNAs (siRNAs) (Axtell, 2013). MiRNAs are generated by 63 

the transcription of miRNA genes by RNA polymerase II to produce an RNA precursor that 64 

forms a double stranded RNA hairpin structure, known as the pri/miRNA. This is then 65 

processed by DICER to firstly generate a shorter secondary RNA precursor called the pre/66 

miRNA, and a 20/22 nt/long miRNA:miRNA* duplex.  The mature miRNA of the duplex is 67 

then incorporated into the RNA/induced silencing complex (RISC) and guides the major 68 

protein of the RISC, ARGONAUTE1 (AGO1), to the targeted messenger RNA (mRNA) on 69 

the basis of sequence complementarity. The AGO1/bound miRNA hybridizes with the target 70 

mRNA, inducing its degradation or inhibiting its translation (Bologna and Voinnet, 2014). 71 

Most plant miRNA genes are members of gene families, where mature miRNAs of each 72 

family may differ from one another by several nucleotides. Despite this, most miRNAs from a 73 

given family are predicted to regulate the same mRNA targets, as shown for the miR159 74 

family (Palatnik et al., 2007). 75 

. Plant miRNAs play a key role in regulating gene expression in various processes, 76 

including development (Lelandais/Brière et al., 2010; Chitwood et al., 2014), metabolism 77 

(Liang et al., 2015; Paul et al., 2015), responses to abiotic stresses (Barciszewska/Pacak et al., 78 

2015), hormone signalling (Curaba et al., 2014), and plant responses to pathogens or 79 

symbiotic micro/organisms (Pumplin & Voinnet, 2013; Weiberg & Jin, 2015). For example, 80 

Arabidopsis thaliana miR393 was the first miRNA shown to play a role in plant immunity to 81 

bacteria. This miRNA, induced by a bacterial PAMP peptide, flg22, represses auxin signalling 82 

by targeting the mRNAs encoding the auxin receptor responsible for restricting the growth of 83 

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Navarro et al., 2006). Furthermore, miR396 has 84 

been shown to be involved in successful interactions between Medicago truncatula and the 85 

symbiotic fungus Rhizophagus irregularis, and in root growth (Bazin et al., 2013). Plants 86 

overexpressing miR396 display lower levels of fungal colonisation than wild/type plants and 87 

have a lower root biomass and weaker expression of six growth factor genes (MtGRF) and 88 

two bHLH79(like target genes. 89 
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Root/knot nematodes (RKN) Meloidogyne spp. are highly polyphagous sedentary plant 90 

parasites capable of infesting most crop species (Blok et al., 2008; Abad & Williamson, 91 

2010). After penetrating host roots, RKN larvae migrate toward the vascular cylinder and 92 

reprogram gene expression in several vascular root cells, to induce their development into 93 

hypertrophied multinucleate giant feeding cells (GCs). These GCs are metabolically 94 

overactive, and serve as the sole source of the nutrients required for RKN development. The 95 

growth of the GCs and divisions of the surrounding cells lead to a root deformation known as 96 

a knot or gall. GCs are initiated during the first three days after infection and they endure 97 

successive nuclear divisions coupled with cell expansion, during the first 10 days post 98 

infection (dpi) in Arabidopsis (Jones & Payne, 1978; Caillaud et al., 2008). By 21 dpi, 99 

differentiated giant cells have formed and have undergone extensive endoreduplication 100 

(Wiggers et al., 1990; de Almeida Engler & Gheysen, 2013a). The redifferentiation of 101 

vascular cells into GCs results from the extensive reprogramming of gene expression in root 102 

cells, in response to RKN signals (Escobar & Fenoll, 2015). The expression of genes 103 

encoding proteins involved in metabolism, the cytoskeleton, cell cycle, cell rescue, defence, 104 

hormones, cellular communication and cellular transport are modified in galls and giant cells 105 

from various plant species (Favery et al., 2016). We started to decipher the genetic pathways 106 

that are modified in infected roots, leading to the formation of GCs, but little is known about 107 

the regulators of this reprogramming of gene expression.  108 

Changes in the root miRNA repertoire in response to infection with sedentary plant parasitic 109 

nematodes have been reported. The first studies focused on plant responses to cyst nematodes 110 

(CN). Cyst nematodes are another subgroup of sedentary parasitic nematodes that induce a 111 

multinucleate feeding structure, the syncytium, in plant roots. GCs and syncytia differ in 112 

terms of their biogenesis, with the syncytium resulting from the induction of an initial 113 

syncytial cell within the root parenchyma that then integrates several hundred of the 114 

surrounding cells through cell wall dissolution (Sobczak & Golinowski, 2008). Sequencing 115 

approaches identified 30 miRNAs in A. thaliana and 40 miRNAs in soybean that are 116 

differentially expressed in response to CN infection (Hewezi et al., 2008; Li et al., 2012). 117 

Functional analyses then revealed key roles for two of these miRNAs, miR396 and miR827, 118 

in the reprogramming of root cells to form syncytial cells and the suppression of plant 119 

defences respectively, in A. thaliana (Hewezi et al. 2012; 2012; Hewezi et al., 2016). The 120 

expression profile of miRNAs during RKN infection has been investigated more recently. 121 

Zhao et al., 2015 described the expression profiles of five miRNA genes (MIR156, MIR159, 122 

MIR172, MIR319 and MIR396) during the systemic response to RKN infection. They 123 
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provided evidence for very early regulation of miR319b and its target, TCP4, in the root, 124 

within the first 24 h, and showed that TCP4/overexpressing mutants were more resistant to 125 

RKNs, whereas miR319/overexpressing plants were more susceptible to RKNs. They showed 126 

that miR319b acts as a systemic signal modulating the systemic defence response to RKN via 127 

jasmonic acid. The only study reported so far on the global sRNAs profiles within the RKN 128 

feeding sites is the sequencing of small RNAs from hand dissected M. javanica galls at early 129 

infection times, 3 dpi in A. thaliana  (Cabrera et al., 2016).  62 miRNAs were identified as 130 

differentially expressed between the uninfected roots and early developing galls. Furthermore, 131 

a role of the miR390/TAS3 regulatory module in plant responses to RKN was demonstrated, 132 

with miR390 KO mutant lines infected with Meloidogyne javanica displaying significantly 133 

lower rates of infection. Gall formation requires miR390/TAS3, through the effects of auxin/134 

responsive factors. In this paper, we have aimed to obtain a complete miRNA profile 135 

throughout gall development, by sequencing the population of A. thaliana small RNAs 136 

expressed in galls induced by the model RKN species M. incognita at two key points during 137 

giant cell/gall development: 7 dpi, corresponding to the phase of successive nuclear divisions 138 

without cytokinesis; and 14 dpi, corresponding to an increase of DNA levels through 139 

endoreduplication without nuclear divisions (de Almeida Engler & Gheysen, 2013b) . This 140 

analysis adds also crucial data to understand the global changes on sRNA population along 141 

RKN infection. We identified 24 miRNAs as differentially expressed in galls 7 and/or 14 dpi 142 

as compared to uninfected roots, and established a role for miR159 in the plant/nematode 143 

interaction. 144 

 145 

146 
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Biological material, growth conditions and nematode inoculation 149 

Seeds of A. thaliana (ecotype Wassilewskija) or Solanum lycopersicum cv. “Saint Pierre” 150 

were surface/sterilised and sown on Murashige & Skoog (Duchefa) medium agar plates (0.5 x 151 

MS, 1% sucrose, 0.8% agar, pH 6.4). Plates were kept at 4°C for two days, and then 152 

transferred to a growth chamber (20°C with 8 h light and 16 h darkness). M. incognita strain 153 

“Morelos” was multiplied on tomato plants in a growth chamber (25°C, 16 h light and 8 h 154 

darkness). For in vitro nematode infection, J2 larvae were surface/sterilised with HgCl2 155 

(0.01%) and streptomycin (0.7%) as described elsewhere (Caillaud & Favery, 2016). We 156 

inoculated 25/day/old seedlings grown in vitro individually with 200 sterilised J2s each, 157 

resuspended in Phytagel. Seven and 14 days post inoculation (dpi), galls were hand dissected 158 

from the infected roots. We also dissected internodes from uninfected roots (without apical 159 

and lateral root meristems) at the same time point than gall samples for use as a negative 160 

control. Samples were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at /80°C. Three 161 

independent biological replicates were established for each set of conditions.  162 

Meloidogyne javanica population was maintained in vitro on cucumber (Cucumis 163 

sativus cv Hoffmanns Giganta) and egg masses hatching according to Díaz/Manzano et al., 164 

2016.  165 

All mutant and transgenic lines tested for susceptibility assays with RKNs are listed 166 

in table S1 with references.  167 

 168 

Construction and sequencing of small RNA libraries 169 

Total RNA, including small RNAs (less than 200 nt long), was isolated from galls or 170 

uninfected roots at 7 and 14 dpi. Approximately 150 galls or internode fragments from 171 

uninfected roots were independently ground into powder in liquid nitrogen, with a mortar. 172 

Total RNA was extracted from these samples with the miRNeasy Mini Kit (Qiagen), 173 

according to the manufacturer’s instructions, with three additional washes in RPE buffer. The 174 

quality and integrity of the RNA were assessed with a Bioanalyzer (Agilent). Small RNA 175 

libraries were generated by ligation, reverse transcription and amplification (11 cycles) from 176 

total RNA (2 µg), with the reagents of the NEBNext Small RNA Library Prep Set for SOLiD. 177 

Libraries were then quantified with the Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kit (Agilent) and 178 

sequenced on a SOLiD 5500 wildfire sequencer (Life Technologies) at the Nice/Sophia 179 
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Antipolis functional genomics platform (France Génomique, IPMC, Sophia Antipolis, 180 

France).  181 

 182 

Bioinformatic miRNA analysis 183 

For each library, adapters were trimmed and reads matching ribosomal RNA, mitochondrial 184 

RNA and repeat sequences were removed by performing Blast analyses with the sequences 185 

listed in the Rfam database (Nawrocki et al., 2015). The Bowtie aligner was then used to align 186 

the trimmed reads (Langmead et al., 2009) on a virtual concatenated genome generated from 187 

the A. thaliana genome (TAIR10.21) and the M. incognita genome (Abad et al., 2008). Each 188 

read was attributed to the A. thaliana and/or M. incognita genome on the basis of the best 189 

alignment obtained (2 colour mismatches allowed). Reads with identical best alignment hits 190 

for the two genomes were attributed to both the nematode and the plant. If one read aligned to 191 

multiple genomic locations, a single read was attributed to each locus. 192 

Low/quality mapped reads were removed (more than four colour mismatches, zero 193 

sequence mismatches and zero unknown nucleotides “N”), and reads corresponding to 194 

molecules of between 20 and 24 nt in size were retained for further analysis. The htseq/count 195 

package (Anders et al., 2014) was used to count reads mapping perfectly onto the predicted A. 196 

thaliana mature miRNA sequence (TAIR10). Reads mapping to multiple loci were counted 197 

for each of the loci concerned. The counts for mature miRNAs from each replicate were used 198 

for differential expression analysis with the R package EdgeR (Robinson et al., 2010). 199 

Differentially expressed miRNAs, identified with a false discovery rate of 5% (adjusted 200 

pvalue<0.05; Benjamini/Hochberg adjustment), were retrieved.  201 

 202 

Infection assays 203 

For infection assays, 20 to 29 A. thaliana plants for each line (mutants and wild/type) were 204 

grown in a mixture of 50% sand and 50% soil, in a growth chamber. We inoculated each plant 205 

with 200 M. incognita J2s 21 days after germination. Six weeks after infection, the roots were 206 

collected, washed and stained with eosin. Stained roots were weighed and galls and egg 207 

masses were counted for each root under a binocular microscope. Mann and Whitney tests 208 

(α=5%) were performed to determine the significance of the differences in the numbers of 209 

egg masses and galls per root observed between mutants and the wild type. 210 

 211 

Localisation of miRNA expression 212 
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We localised miRNA promoter activity in A. thaliana lines expressing various reporter genes 213 

(GUS, VENUS or YFP) fused to the promoter of one of the selected miRNA genes: MIR167a, 214 

MIR167b, MIR167c, MIR167d, MIR408, MIR164c and MIR394b (Table S1). We inoculated 215 

21/day/old seedlings in soil and in vitro, as described above. We collected inoculated roots 216 

and washed them in water 7, 14 and 21 dpi. GUS staining was performed as previously 217 

described (Favery et al., 1998), and the roots were observed under a Zeiss Axioplan 2 218 

microscope. For promoter activity of pMYB33::MYB33::GUS, GUS expression analysis was 219 

performed as described in Cabrera et al., (2014). VENUS/YFP/expressing whole galls and 220 

primary and secondary uninfected roots were observed with a Zeiss LSM880 confocal 221 

microscope. For GUS lines, stained galls were dissected, fixed in 1% glutaraldehyde and 4% 222 

formaldehyde in 50 mM sodium phosphate buffer pH 7.2, dehydrated, and embedded in 223 

Technovit 7100 (Heraeus Kulzer, Wehrheim, Germany) as described by the manufacturer. 224 

Sections were cut and mounted in DPX (VWR International Ltd, Poole, UK), and observed 225 

under a Zeiss Axioplan 2 microscope (Zeiss, Jena, Germany). For YFP/ and VENUS/226 

expressing lines, galls and root fragments were dissected, embedded in 6% agarose and sliced 227 

(100 µm) with a HM560V vibratome (Microm), as described by Caillaud & Favery (2016). 228 

 229 

In situ hybridisation of miRNAs 230 

Plant miRNAs were localised in galls in situ, by applying a published protocol (Díaz/231 

Manzano et al., 2016) to tomato galls. “Saint Pierre” tomato plants were grown in vitro on 232 

Murashige & Skoog (Duchefa) medium agar plates (0.5 x MS, 1% sucrose, 0.8% agar, pH 233 

6.4). Tomato roots were inoculated with 200 sterilised J2 10 days after germination, as 234 

described above for Arabidopsis. Galls were dissected out by hand 14 days after infection and 235 

fixed by incubation in 2.5% glutaraldehyde (Sigma) in 0.1% Tween in PBS for seven days at 236 

4°C. The galls were dehydrated through ethanol bath and Histo/Clear II then embedded in 237 

Paraplast (Sigma) for the cutting of sections. The paraffin was then removed and the 10 µM 238 

sections were prehybridised as described by Diaz/Manzano et al. (2016), before being 239 

hybridised overnight at 55°C with labelled miR159/LNA probes (Exiqon) at a concentration 240 

of 10 nM. Digoxigenin let/7 LNA probes (Exiqon) were used as a negative control, because 241 

this miRNA has no orthologue within the tomato genome.  242 

 243 

244 
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Post(Transcriptional Gene Silencing disruption alters plant(RKN interaction   247 

We first investigated a possible role for miRNAs in the plant/RKN interaction, by analysing 248 

the response to RKN of A. thaliana plants with mutations of genes encoding two of the main 249 

components of the post/transcriptional gene silencing machinery (PTGS): the ARGONAUTE 250 

(AGO) 1 and 2 proteins. AGO1, the main component of the RISC complex, plays an essential 251 

role in the miRNA/mediated regulation of development and stress responses (Zhang et al., 252 

2011), but it also binds 21nt siRNAs. AGO1 mutants have highly impaired PTGS (Carbonell 253 

et al., 2012). In Arabidopsis, AGO2 also binds miRNAs, but with a bias for 5′ adenosine 254 

residues and functions in antibacterial and antiviral immunity (Zhang et al., 2011). We 255 

selected the hypomorphic mutants ago1(27 and ago1(25, which have been reported to lack 256 

PTGS but to display few developmental defects (Morel et al., 2002), the ago2(1 mutant, and 257 

the ago1(27 ago2(1 double mutant. These mutants have dark, highly serrated leaves (Morel et 258 

al., 2002), but they have well/developed root systems (Fig. 1a). We quantified the infection 259 

rate by RKN of these mutants by counting the number of mature females with egg masses per 260 

root, as an indicator of the complete development and reproduction of the nematode, 261 

comparing the results obtained with those for wild/type plants, used as a control. The two 262 

ago1 mutants, ago1(27 and ago1(25 (Fig. 1b and Fig. S1), had 55 to 76.5% fewer egg masses 263 

than the wild type. The ago2(1 mutant shown also a decreased infection rate, but this decrease 264 

was not as strong as that of the ago1 mutants (Fig. 1b and Fig. S1). Finaly, the ago1(27/ago2(265 

1 double mutant had fewer egg masses than the wild/type, the decrease in the number of egg 266 

masses being similar to that for the single ago1(27 mutant (Fig. 1b and Fig. S1). The decrease 267 

of infection rate induced by hypomorphic ago1 mutations clearly supports a role for PTGS in 268 

the plant/RKN interaction.  269 

�270 

Overview of the miRNAs detected in galls and control roots 271 

We sequenced the small RNAs expressed in roots and galls at different time points in the 272 

plant/RKN interaction. Twelve small RNA libraries corresponding to three independent 273 

replicates of galls at 7 and 14 dpi and uninfected roots were sequenced (Fig. 2). Between 31 274 

and 70 million reads were obtained for gall and root libraries at 7 and 14 dpi (Fig. S2). 275 

Filtering reads against adaptors, ribosomal RNA, mitochondrial RNA and repeat sequences 276 

removed only 0.09% to 0.4% of the total number of reads, demonstrating the high quality of 277 

Page 9 of 38

Manuscript submitted to New Phytologist for review



F
o
r P

eer R
eview

 10

the sequenced libraries (Fig. S2). Galls consist of a mixture of plant and nematode tissues and 278 

therefore contain a mixture of A. thaliana and M. incognita reads. Between 67.2% and 80.2% 279 

of the filtered reads in all samples mapped to the concatenated genome constructed from the 280 

A. thaliana and M. incognita genomes, indicating a high degree of homogeneity between the 281 

replicate samples (Fig. S2). An analysis of the size distribution of the sequenced reads 282 

revealed a major peak at 24 nucleotides corresponding to the canonical size of 283 

heterochromatic/siRNAs (Fig. 2 and Fig. S3). Of the 427 predicted mature miRNAs and the 284 

325 precursors of miRNAs from A. thaliana listed by miRbase version 21 (Kozomara & 285 

Griffiths/Jones, 2014), 235 precursors and 215 mature miRNAs were identified in at least one 286 

library at 7 and 14 dpi, respectively (Table S2 and Table S3). Between 5 to 10% of filtered 287 

gall reads mapped to the genome of M. incognita (Table S2). Within M. incognita genome, a 288 

significant number of gall reads mapped to eight loci that were previously predicted as 289 

putative MiRNA genes on M. incognita genome V1 (Abad et al. 2008) (Table S3). Among 290 

these eight MiRNA genes, four were conserved in other organisms as the free/living nematode 291 

Caenorhabditis elegans or the lepidopteran Bombyx morii and four had no homology with 292 

MiRNA genes listed in miRBase version 21 (Kozomora and Griffiths/Jones 2014). 293 

 294 

Identification of miRNAs differentially expressed in galls 295 

Statistical analyses performed with EdgeR (Robinson et al., 2010) identified 10 miRNAs 296 

differentially expressed (DE) in galls at 7 dpi from eight miRNA families. Five of these 297 

miRNAs were more abundant and the other five were less abundant in galls (Table 1). At 14 298 

dpi, 20 DE miRNAs from 15 miRNA families were identified: 16 DE miRNAs were more 299 

abundant and the other four were less abundant. Six DE miRNAs (miR164c, miR319c, 300 

miR390a, miR390b, miR398a, miR408) had similar expression profiles at 7 and 14 dpi (Table 301 

1). Galls are complex organs composed of a mixture of plant and nematode tissues. To limit 302 

counting errors due to miRNAs conserved between M. incognita and plants, only reads 303 

strictly identical to mature Arabidopsis miRNA sequence were counted. We checked the 304 

conservation of the 24 DE Arabidopsis miRNAs in M. incognita and none had sequences 305 

identical to a sequence from Meloidogyne, excluding the possibility of differences in read 306 

counts due to the inclusion of nematode reads. These DE miRNA belonged to 12 miRNA 307 

families including 18 miRNA genes that are strongly conserved in the plant kingdom 308 

(miRBase 21; Kozomara & Griffiths/Jones, 2014). Most of the DE miRNAs identified were 309 

well supported by a significant number of reads with an average read number superior to 25 in 310 

at least one condition. However, five DE miRNAs (miR156h, miR163, miR2111a/3p, 311 
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miR831, miR861/5p) were eliminated from further analyses because of their very low 312 

coverage. Based on conservation and expression support, we selected 10 of the 18 families of 313 

miRNAs DE in galls for further functional analysis. These families contained 16 miRNA 314 

genes that are conserved and display robust expression: MIR159a(c, MIR164c, MIR167d, 315 

MIR319c, MIR390a(b, MIR394a(b, MIR398a(b(c, MIR399b(c and MIR408.  316 

We investigated expression pattern of biologically validated targets for the miRNAs that were 317 

shown as differentially expressed in galls at 7 and or 14 dpi by screening results from 318 

previous transcriptomic analyses (Jammes et al. 2005). Among the 49 genes listed as targeted 319 

by the DE miRNA in plants (Table S4) eight are differentially expressed galls according to 320 

microarrays (Table S5). Among these eight genes, four displayed an anticorrelated expression 321 

profile with their corresponding miRNAs supporting a gene regulation by these miRNAs. 322 

 323 

Temporal and spatial expression profiles for miRNAs differentially expressed in galls and 324 

roots 325 

Previous analyses of pMIR390a activity showed this promoter to be highly active in galls 326 

induced by RKNs (Cabrera et al., 2016), consistent with our sequencing results. We 327 

investigated the tissue/specific expression of miRNA genes DE in gall and root, by analysing 328 

the pattern of promoter activation in A. thaliana reporter lines. Seven lines carrying the 329 

miRNA promoter fused to various reporter genes were tested (Table S1). The activation 330 

patterns of the promoters of the miR167, miR408, miR394 and miR164 families clearly 331 

showed activity in roots and/or galls.  332 

The miR167 family includes four miRNA genes in A. thaliana: MIR167a, MIR167b, MIR167c 333 

and MIR167d. We followed the activity of the four MIR167 promoters in the A. thaliana lines 334 

described by Wu et al (2006). We found that pMIR167b and pMIR167c had no detectable 335 

activity in galls (Fig. S5), whereas pMIR167a and pMIR167d were highly active in uninfected 336 

roots and in galls at 7 dpi, but weakly active in galls at 14 dpi (Fig. 3a/h). The pMIR167a and 337 

pMIR167d promoters were both highly active in galls at 7 dpi, but these two promoters had 338 

different expression profiles in uninfected roots: pMIR167a was strongly expressed in 339 

secondary roots (Fig. 3a), whereas pMIR167d activity was restricted to the root tip (Fig. 3d). 340 

These expression patterns are consistent with our sequencing results, which showed MIR167d 341 

to be the only MIR167 gene significantly more abundant in galls, but with a time lag, as 342 

statistical analyses of sequenced reads identified a specific over/expression of mature 343 

miR167d at 14 dpi. We further investigated the cellular distribution of pMIR167a and 344 

pMIR167d activity in semi/thin 7 dpi gall sections, by GUS staining (Fig. 3g and 3h). GUS 345 
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activity was observed in the whole central part of galls for pMIR167a, whereas it was 346 

restricted to the giant cells and neighbouring cells for pMIR167d.  347 

Unlike the other miRNAs analysed to date, miR408 is encoded by a single MIR408 348 

gene. Analysis of the pMIR408::GUS line showed that this promoter was highly active in 349 

galls on 7 and 14 dpi (Fig. 3i and 3j). In uninfected root, pMIR408 was activated specifically 350 

in secondary roots (Fig. 3k). 351 

A. thaliana has two miR394 genes, MIR394a and MIR394b, with identical mature 352 

sequences, and therefore both were identified, by sequencing, as more abundant in galls. The 353 

distribution of MIR394b expression was investigated in an A. thaliana line carrying the ~3 kb 354 

promoter region of MIR394b fused to NLS(YFP (Knauer et al., 2013). We detected 355 

pMIR394b in galls and in the vascular cylinder of both infected and uninfected roots. In 356 

uninfected roots, the nuclear YFP signal was observed in root vascular cylinder cells of both 357 

primary and secondary roots (Fig. 4a/c). Only a few YFP/stained nuclei were observed in 7 358 

dpi galls (Figure 4d), but larger numbers of YFP/stained nuclei were observed at 14 dpi (Fig. 359 

4e) and 21 dpi, when numerous stained nuclei were observed throughout the gall (Fig. 4f).  360 

The miR164 family has three genes in A. thaliana: MIR164a, MIR164b and MIR164c. 361 

However, only miR164c was found to be less abundant at 7 and 14 dpi, according to 362 

sequencing data. We investigated the activation of pMIR164c in A. thaliana plants carrying 363 

the promoter of MIR164c fused to the VENUS reporter gene and the N7 nuclear localisation 364 

signal (Sieber et al., 2007). In uninfected roots, a strong nuclear VENUS signal was detected 365 

in vascular cylinder cells, with a stronger signal in secondary roots than in primary roots (Fig. 366 

5a/c). In infected roots, we observed a clear nuclear VENUS signal within galls at 7, 14 and 367 

21 dpi, and in surrounding roots (Fig. 5d/f). The pattern of pMIR164c activation was not 368 

consistent with the repression of miR164c suggested by statistical analysis of the sequencing 369 

reads. 370 

We identified five promoters of miRNA genes (MIR167a, MIR167d, MIR164c, 371 

MIR394b and MIR408) as activated within galls at 7 and/or 14 dpi. The activation patterns of 372 

these promoters in galls and uninfected roots confirmed the upregulation of MIR167d, 373 

MIR394b and MIR408 highlighted by sequencing analyses.  374 

�375 

A role for miR159 in the plant response to RKN  376 

We investigated the role of five conserved DE miRNA families (miR408, miR159, miR398, 377 

miR319 and miR399) in gall development, using available transgenic mutant lines. Given the 378 

redundancy between miRNA family members, wherever possible, we chose to use mutants in 379 

Page 12 of 38

Manuscript submitted to New Phytologist for review



F
o
r P

eer R
eview

 13

which all the members of a miRNA family were affected: overexpressing (OE) lines or 380 

multiple knockout (KO) lines. Wild/type, KO and OE lines were inoculated with M. incognita 381 

J2s and the susceptibility of these lines was quantified by counting the galls and egg masses 382 

produced by the adult females at the root surface. OE and KO miR408, OE miR398, OE 383 

miR319 and OE miR399 mutants had similar numbers of egg masses to wild/type plants (Fig. 384 

S6 and Fig. S7). By contrast, a strong and significant (p<0.05) decrease, of between 40 and 385 

50%, in the number of galls and egg masses was observed for the miR159abc triple mutant 386 

(Allen et al., 2010) relative to the wild type (Fig. 6).  387 

Infection assays suggested a role for the miR159 family in the plant response to RKN 388 

infection. We further investigated the role of miR159 in plant responses to RKNs, by 389 

analysing the cellular distribution of the mature forms within galls by in situ hybridisation. As 390 

the miR159 family has been conserved throughout evolution in the plant kingdom (Axtell & 391 

Bartel, 2005), we were able to perform in situ hybridisation studies on sections of 14 dpi 392 

tomato galls. Hybridisation were performed on tomato instead of Arabidopsis gall sections 393 

since preservation of tomato galls tissues after sectioning and hybridisation is enhanced as 394 

compared to Arabidopsis and therefore resolution is improved. Hybridisation with the 395 

miR159 LNA probe corresponding to the tomato miR159 sequence gave an intense specific 396 

signal within the giant cells and in the neighbouring cells (Fig. 7a), whereas a very faint signal 397 

was detected in any other part of the infected roots (Fig. 7b), and no signal was detected with 398 

the negative control probe, miRNA let(7 (Fig. 7c). This distribution suggests with a role for 399 

miR159 in gall development during the plant response to RKN. The members of the miR159 400 

family control several transcription factors of the MYB family, by inducing the cleavage of 401 

their mRNA (Palatnik et al., 2007). We investigated the expression profile of the transcription 402 

factor MYB33, one of two major miR159 targets, in Arabidopsis lines expressing a 403 

pMYB33::MYB33::GUS translational fusion (Millar & Gubler, 2005). This construct was 404 

susceptible to post/transcriptional gene silencing by miR159. MYB33::GUS expression was 405 

clearly observed within galls at early stages of gall development, at 3 and 7 dpi (Fig. 8a/b), at 406 

14 dpi no signal was observed (Fig. 8c). This gradual decrease in MYB33::GUS expression 407 

during gall development was correlated with the significant overexpression of miR159a and /408 

c in galls observed at 14 dpi in sequencing analyses (Table 1). Overall, these results suggest 409 

that the miR159 family is involved in plant responses to RKN, at medium/late infection 410 

stages, probably through the repression of MYB33 transcription.  411 

 412 

413 
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Plant parasitic nematodes have a striking ability to manipulate normal parenchyma root cells 417 

and turn them into hypermetabolic feeding cells. Multiple transcriptomic analyses have been 418 

carried out and we are now beginning to decipher the massive reprogramming of transcription 419 

underlying the formation of these feeding structures. By contrast, the molecular mechanisms 420 

regulating this reprogramming of gene expression are still poorly understood. Two recent 421 

analyses identified nematode/responsive miRNAs very early (3 dpi) in the plant/RKN 422 

interaction in tomato and Arabidopsis revealing a role for tomato miR319 and its target TCP4 423 

and for the Arabidopsis miR390/TAS3 module in response to RKNs  (Zhao et al., 2015; 424 

Cabrera et al., 2016). Initial functional analyses revealed a role for the Arabidopsis 425 

miR390/TAS3 module and for tomato miR319 and its target TCP4 in response to nematodes. 426 

In this study, we aimed to extend these findings by identifying miRNAs expressed in 427 

Arabidopsis galls and roots at key later stages of giant cell formation: 7 and 14 dpi. 428 

Expression studies were also performed in three time points that correspond to different 429 

phases of gall formation: 3 dpi corresponds to the first nuclear divisions without cytokinesis; 430 

the polyploidy of giant cells then increases due to successive divisions, until 7 dpi (Starr, 431 

1993), and, by 14 dpi, nuclear division has stopped but the nuclei and giant cells continue to 432 

increase in size, due to endoreduplication. By sequencing whole small RNAs from 433 

Arabidopsis galls and uninfected roots, we identified 24 miRNAs as differentially expressed 434 

in galls at 7 and/or 14 dpi. We established the expression profiles of five of these miRNAs in 435 

galls and provided evidences supporting a role for miR159 in galls.  436 

Repressed miRNAs were overrepresented among the 62 miRNAs DE at 3 dpi (Cabrera et al., 437 

2016), whereas the proportions of overexpressed/ and repressed miRNAs in galls were similar 438 

at 7 dpi and overexpressed miRNAs were overrepresented (16/20) at 14 dpi. A similar switch 439 

in miRNA expression profile between early and later stages of feeding site formation was 440 

observed in Arabidopsis, in the syncytia induced by the cyst nematode H. schachtii, in which 441 

a global repression of miRNAs was observed at 4 dpi whereas overexpressed miRNAs were 442 

more numerous in syncytia at 7 dpi (Hewezi et al., 2008). Compared to miRNAs DE at 3 dpi 443 

in galls (Cabrera et al., 2016), only two miRNA families, miR390 and miR319, displayed 444 

significant differential expression with the same profile at the three time points of gall 445 

development considered (Fig. S5). The other miRNA families were differentially expressed at 446 
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a specific single time point or at only two time points, as for miR399, which was differentially 447 

regulated at 3 and 7 dpi, miR408, miR398 and miR164, which were differentially regulated at 448 

7 dpi and 14 dpi, and miR167 and miR159, which were differentially regulated at 3 and 14 449 

dpi. Most of the miRNAs differentially expressed in galls (19/24) have been conserved 450 

throughout evolution and have orthologs in multiple plant species. As RKNs induce similar 451 

galls and giant cells in a wide range of plant species, conserved miRNAs are of particular 452 

interest as possible regulators of the gene networks underlying gall formation. 453 

Thirteen miRNA families in Arabidopsis have been identified as differentially 454 

expressed at 4 or 7 dpi in syncytia induced by the cyst nematode Heterodera schachtii 455 

(Hewezi et al., 2008). Four miRNA families — miR157, miR164, miR167 and miR398 — 456 

were differentially expressed in galls and syncytia at 7 dpi, but, with the exception of miR164, 457 

these miRNAs had opposite expression profiles in galls and syncytia. This finding highlights 458 

the differences in biogenesis between these two structures, despite their morphological 459 

similarities. 460 

We analysed expression pattern of 71 genes that were defined as biologically validated 461 

targets of the miRNAs DE in galls. We identified five genes with an expression profile in 462 

galls anti/correlated with their corresponding miRNAs. This result also underlines that the use 463 

of microarrays is not the best approach to investigate mRNA targeted by miRNAs partly 464 

because of its lack of sensitivity for transcription factors and also because RNA cleavage 465 

products may hybridize with arrays. Analysis of cleavage product resulting from miRNA 466 

activity by high throughput sequencing, also named “degradome” method would represent an 467 

accurate approach to identify miRNA targets that needs to be developed for the plant/468 

nematode interaction.    469 

�470 
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The in vivo expression patterns of the DE miRNAs in galls were investigated in Arabidopsis 472 

lines carrying reporter genes fused to the miRNA promoters. The expression patterns we 473 

observed are consistent with the strong expression in galls suggested by the sequencing results 474 

obtained for miR394b, miR408 and miR167d. However, there was a time lag between 475 

promoter activity and the detection of mature miRNA for miR167d, with strong promoter 476 

activity observed in galls at 7 dpi that subsequent decreased, eventually disappearing at 14 477 

dpi, whereas sequencing analyses identified the mature form of miR167d as statistically more 478 

abundant only in galls at 14 dpi. The expression profiles obtained for the four different genes 479 

of the miR167 family were consistent with the sequencing results, which showed only 480 
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miR167d to be overexpressed in galls, with miR167a strongly expressed in both galls and 481 

roots. Surprisingly, we observed strong miR164c promoter activity in galls and uninfected 482 

roots, whereas sequencing identified miR164c as less abundant in galls. In uninfected roots, 483 

the miR164c promoter was much more active in secondary roots than in primary roots. Most 484 

of the gall samples were collected from primary roots, whereas healthy internodes were 485 

collected from both primary and, mostly, secondary roots. Thus, the repression in galls 486 

suggested by sequencing analysis for miR164c may thus be due to differences in expression 487 

between primary and secondary roots, rather than a difference in expression specific to galls. 488 

We investigated the susceptibility to RKNs of plants with modified patterns of expression for 489 

several miRNAs. There is only one copy of MIR408 in the Arabidopsis genome, but the 490 

miR398, miR319 and miR159 multi/miRNA gene families each contain several genes with 491 

mature sequences differing by one or a few nucleotides, often targeting the same mRNAs 492 

(Palatnik et al., 2007; Bouché, 2010). Hence, we overcame the issue of redundancy due to 493 

multigene families, by selecting Arabidopsis lines in which the whole miRNA family was 494 

affected: multiple insertion mutant (miR159abc) or OE lines. No change in susceptibility was 495 

observed for miR408, miR398c, miR319a or miR399c lines. Thus, these miRNAs, may not be 496 

essential for the Arabidopsis/RKN interaction although overexpression of MIR319a in tomato 497 

increased susceptibility to RKN infection (Zhao et al., 2015).  498 

 499 
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The miR319 and miR159 families are both ancient and closely related, with 17/21 nucleotides 501 

in common (Palatnik et al., 2007). These two families have different targets, with miR159 502 

regulating MYB transcription factors and miR319 guiding the cleavage of TCP transcription 503 

factors. However, some of these mRNAs may be targeted by members of both families. For 504 

example, MYB33 and MYB65 can also be targeted by miR319 (Palatnik et al., 2007; Zhao et 505 

al., 2015). Strong resistance to RKNs was observed in the miR159abc triple mutant, 506 

indicating a role for the miR159 family in the formation of galls induced by RKN in 507 

Arabidopsis. The miR159 family contains three genes in A. thaliana, in which miR159a and 508 

miR159b are the most abundant forms, with very low levels of miR159c expression observed 509 

in flowers, in a narrow range of cell types (Allen et al., 2010).�Results of in situ hybridization 510 

confirmed the expression of the miR159 family within galls and giant cells. However this 511 

technique does not discriminate between the different members of the miR159 family that 512 

have highly similar mature sequences. Production and analysis of A. thaliana lines expressing 513 

reporter gene fused to the promoters of MIR159a, MIR159b and MIR159c and infected with 514 
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M. incognita should complete our in situ hybridization results and shed light on the 515 

member(s) of this family expressed within gall cells. Most analyses of the miR159 family 516 

have been performed in flowers, in which, miR159c was considered obsolete due to its very 517 

weak expression, the apparently low level of selection pressure on this gene and the absence 518 

of phenotypic defects and target deregulation in miR159c mutants (Allen et al., 2010; Alonso/519 

Peral et al., 2012). Whereas miR159b has been shown to be repressed in galls at 3 dpi 520 

(Cabrera et al., 2016), miR159a and c were more abundant in galls at 14 dpi. Comparisons of 521 

the normalised abundances of the various members of the miR159 family (Table S2 and Table 522 

S3) showed miR159c to be the most abundant form in roots and galls, at both 7 and 14 dpi. 523 

This finding suggests that miR159c may play a specific role in roots. Our infection assays on 524 

the miR159abc triple mutant demonstrated that miR159 played a key role in the plant 525 

response to RKN, but further specific functional analyses for each individual gene of the 526 

miR159 family are now required to determine the specific role of miR159c in the plant/527 

nematode interaction. The observation of gall sections and measurement of giant cell size in 528 

the various miR159 mutants are required to determine if these microRNAs are involved in the 529 

giant cell formation. Predicted miR159 cleavage sites have been identified in 7 gibberellin/ 530 

and abscisic acid (ABA)/regulated MYB, GAMYB/like, transcription factors (Palatnik et al., 531 

2007), with MYB33 and MYB65 identified as the major targets. Gibberellic acid (GA) has 532 

been implicated in plant response to RKN. GA promotes cell division and elongation, and a 533 

general induction of genes involved in GA biosynthesis and response was observed in galls 534 

and/or giant cells from tomato (Bar/Orl et al., 2005) and rice (Kyndt et al., 2012; Ji et al., 535 

2013). In galls, MYB33 expression has been shown to be inversely correlated with the 536 

expression of miR159 family members, as assessed by sequencing. Whereas miR159 was 537 

repressed at 3 dpi and overexpressed at 14dpi, MYB33 was strongly expressed and translated 538 

at 3 dpi, and its MYB33::GUS protein level decreased to undetectable levels at 14 dpi. While 539 

MYB33 transcripts have been detected by microarrays in galls at 7 and 14 dpi (Jammes et al. 540 

2005), the undetectable level of MYB33 protein at 14 dpi showed by our results suggest an 541 

inhibition of MYB33 translation at 14 dpi. Altogether, these results suggest that miR159 may 542 

play a role during gall development by inhibiting MYB33 translation as it was previously 543 

demonstrated (Li et al. 2014). However, identification of miR159 cleavage products by 544 

degradome sequencing (Addo Quaye 2008) is required to identify the various targets of 545 

miR159 in galls. The members of the miR159 family also target several other MYB 546 

transcription factors. Further functional analyses are now required to investigate the other 547 
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targets of miR159 in galls, to decipher the miR159 pathway involved in the plant/nematode 548 

interaction and the role of miR159 in root development. 549 

Despite the strong resistance to RKN observed in hypomorphic ago1 mutants, 550 

suggesting a role for small RNAs and PTGS in plant/nematode interactions, most of the 551 

miRNAs, except miR159, we have investigated to date were found to have no effect on the 552 

plant response to Meloidogyne. AGO1 is a key protein of the RISC, a multiprotein complex 553 

involved in both miRNA and siRNA pathways that is targeted by pathogens (Weiberg et al., 554 

2013). In plants, siRNAs regulate gene expression at the transcriptional and post/555 

transcriptional levels, and siRNA involvement in plant responses to pathogens is increasingly 556 

being reported (Cabrera et al., 2016; Katiyar/Agarwal, Gao, Vivian/Smith, & Jin, 2007; 557 

Pumplin & Voinnet, 2013). The sequencing results obtained in this work should now be 558 

processed with a dedicated algorithm to identify siRNAs produced in galls and to investigate 559 

siRNA/mediated regulation pathways and their role in gall formation. 560 

� �561 
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�759 

 7 dpi  14 dpi  

 

average of 

normalised reads    

average of 

normalised reads   Conservation  

miRNA gall root logFC P-value  gall root logFC P-value 

miR156h 3 0 3,94 3,813E-02   1 0 - ns Yes 

miR157d 28 10 - ns  144 21 2,12 2,552E-03 Yes 

miR159a 327 75 - ns   211 37 1,87 5,576E-03 Yes 

miR159c 754 149 - ns   653 99 2,21 8,196E-03 Yes 

miR163 17 15 - ns  0 6 -5,09 1,062E-05 No 

miR164c 78 163 -2,09 1,637E-03   92 185 -1,61 1,378E-02 Yes 

miR167d 17991 4753 - ns  29188 4111 2,26 6,772E-05 Yes 

miR319c 15 29 -2,06 2,152E-02   7 17 -2,02 3,130E-03 Yes 

miR390a/b 12866 1185 2,50 1,637E-03  14336 1706 2,52 2,552E-03 Yes 

miR394a/b 401 176 - ns   341 79 1,55 2,093E-02 Yes 

miR398a 578 61 2,26 4,136E-03  641 92 2,30 2,552E-03 Yes 

miR398b/c 10267 1011 - ns  19894 1491 3,29 6,772E-05 Yes 

miR399b/c 90 168 -2,08 4,136E-03   223 211 - ns Yes 

miR408 9029 1087 2,04 4,164E-02  9184 1220 2,41 1,022E-03 Yes 

miR822 2385 1422 - ns   397 1302 -2,17 1,181E-02 No 

miR831 6 2 - ns  6 0 2,97 3,130E-03 No 

miR833b 106 26 - ns   126 25 1,78 2,552E-03 No 

miR861-5p 0 1 -5,79 1,410E-02  0 1 - ns No 

miR2111a-3p 0 1 - ns   4 0 3,85 1,533E-02 Yes 

miR2934-5p 22 10 - ns  30 6 1,77 5,369E-03 No 

           

miRNAs differentially expressed between galls and uninfected roots are shown, with the 

mean numbers of reads for the three gall and root libraries at 7 or 14 dpi. Gall/root 

expression fold change (FC) and statistical significance (P/value) for the differentially 

expressed miRNAs are indicated. The presence of miRNA in others species than 

Arabidopsis is also mentioned. ns: no significant (pval>0,05). Conservation: 'yes' 

indicated that the miRNA is conserved in Arabidopsis and in at least one other plant 

species based on plant miRNAs repertoire available in miRbase version 21 (Kozomara 

& Griffiths/Jones, 2014).  
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1��!���������	�762 

 763 

1���� �� ���
��!��� �!����	� ��
����
�� �		�-	�� Phenotype of A. thaliana ago1(25, ago1(764 

27/ago2(1 at 18 days after germination and ago1(27 at 23 days after germination compared to 765 

the wild type ecotype Col0 (a). Susceptibility of mutants is indicated as relative susceptibility 766 

of the mutants compared to the wild type A. thaliana ecotype Col0, as shown by the average 767 

percentage of the number of females with egg masses per plant. Three independent tests were 768 

performed and are represented by three different colors. Solid symbols indicate test in which 769 

mutant lines are significantly different from the wild type based on Mann/Whitney (P < 0.05).   770 

Scale bars : 1cm. 771 

 772 

1����&�,��������������	������
��

�����-	�	���������� Sampling (a) : galls (G) induced by 773 

M. incognita and uninfected roots (R) were sampled from A. thaliana plants at 7 and 14 dpi in 774 

three independent biological replicates (G or R, 7 or 14, .1 to .3). RNA sequencing (b) RNAs, 775 

including small RNAs, were extracted, sequenced and mapped on a concatenated A .thaliana 776 

and M. incognita genome. Size distribution of mapped reads on the A. thaliana genome (c), 777 

with three peaks, at 21, 23, and 24 nt. Standard deviations were calculated for the mean of the 778 

three biological replicates. Mapping and statistical analysis (d) : reads mapped on predicted A. 779 

thaliana miRNA sequences were counted and a statistical analysis (Edge R, pval <0.05) 780 

identified miRNAs differentially expressed in galls.  781 

 782 

 783 

1���� +� /8���		�
�� �������	� 

�� ��6��4>��� ��6��4>�� ���� ��6�.:;� ��� ����	� ����784 

!���
������ �

�	� Activity of pMIR167a was observed in uninfected roots (a) and galls 785 

induced by Meloidogyne incognita 7 dpi (b) and 14 dpi (c). Activity of pMIR167d was 786 

observed in uninfected roots (d) and in galls 7 dpi (e) and 14 (f). Activity of pMIR167d (g) 787 

and pMIR167a (h) was observed within galls section of 10µm. Activity of pMIR408 was 788 

observed in uninfected roots (k) and in galls induced by Meloidogyne incognita 7 dpi (i) and 789 

14 dpi (j). Scale bars: 20 µm 790 

 791 

1���� .� /8���		�
�� �������� 

� ��6�+�.)GG�(,G@10� ��� ����	� ���� !���
������ �

�	��792 

Expression pattern of pMIR394b in uninfected primary roots (a and b) and in uninfected 793 
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secondary roots (c). We found that pMIR394b was also activated in galls induced by M. 794 

incognita 7 dpi (d), 14 dpi (e) and 21 dpi (f). Scale bars: 50 µm. 795 

 796 

1���� �� /8���		�
�� �������� 

� ��6��4.�GG%/�H,G�>� ��� ����	� ���� !���
������ �

�	� 797 

Activity of pMIR164c was observed in uninfected primary roots (a) and in uninfected 798 

secondary roots (b). General view of the pattern of expression of pMIR164c in uninfected 799 

roots (c). Activity of pMIR164c was also observed in galls induced by M. incognita, 7 dpi (d), 800 

14 dpi (e) and 21 dpi (f). Scale bars: 50 µm.  801 

 802 

1���� 4� 6�
����
�� �		�-	� 5���� �������)�� �!����	� Phenotype of the miR159abc mutant 803 

compared to the wild type ecotype Col0 23 days after germination (a). The miR159abc triple 804 

mutant infected with Meloidogyne incognita J2 had a significant lower susceptibility to RKNs 805 

than the wild type Col0 as shown by the smaller mean number of egg masses and galls per 806 

root in the two infection assays (b). Box plots were realized with the results of infection 807 

assays. A decrease between 38 and 50% of egg masses and 44% and 50% of galls per root 808 

was observed in miR159abc mutant. Mann/Whitney tests were performed for statistical 809 

analysis in each experiment; significant differences relative to Col/0: *, P < 0.05. Number of 810 

plant per test: Test 1 (Col0 n=24 ; miR159abc n= 21); Test 2 (Col0 n=16 ; miR159abc n= 11) 811 

Scale bars : 1cm. 812 

 813 

1���� >� (
����	���
�� 

� ���!��� ������� )-� ��
 	���
 �������	������ Mature miR159 was 814 

localised in giant and neighbouring cells in tomato 14 dpi gall sections (a) but no signal was 815 

detected in other parts of infected roots (b). A probe corresponding to the nematode 816 

microRNA let(7, that has no ortholog in tomato genome, was used as a control (c). Scale bars: 817 

µm. 818 

 819 

 820 

1���� ;� /8���		�
�� �������� 

� ��@"++GG�@"++GG9H,� ��� ����	� Expression pattern of 821 

pMYB33::MYB33::GUS in galls. Expression of MYB33 was followed in Arabidopsis lines 822 

expressing a pMYB33::MYB33::GUS translational fusion. MYB33::GUS expression was 823 

observed within galls at early stages of gall development, at 3 and 7 dpi (a/b), and GUS 824 

expression was observed seldom at 14dpi (c). Scale bars: 200 µm. 825 

 826 
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�����3 Expression patterns for pMIR167a, pmIR167d and pMIR408 in galls and uninfected roots. Activity of 
pMIR167a was observed in uninfected roots (a) and galls induced by Meloidogyne incognita 7 dpi (b) and 14 
dpi (c). Activity of pMIR167d was observed in uninfected roots (d) and in galls 7 dpi (e) and 14 (f). Activity 

of pMIR167d (g) and pMIR167a (h) was observed within galls section of 10µm. Activity of pMIR408 was 
observed in uninfected roots (i) and in galls induced by Meloidogyne incognita 7 dpi (j) and 14 dpi (k). Scale 

bars: 20 µm  
 

160x199mm (300 x 300 DPI)  
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Fig. 4 Expression pattern of pMIR394b::NLS:YFP in galls and uninfected roots. Expression pattern of 
pMIR394b in uninfected primary roots (a and b) and in uninfected secondary roots (c). We found that 

pMIR394b was also activated in galls induced by M. incognita 7 dpi (d), 14 dpi (e) and 21 dpi (f). Scale bars: 

50 µm.  
 

114x79mm (300 x 300 DPI)  
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�����5 Expression pattern of pMIR164c::VENUS:N7 in galls and uninfected roots. Activity of pMIR164c was 
observed in uninfected primary roots (a) and in uninfected secondary roots (b). General view of the pattern 
of expression of pMIR164c in uninfected roots (c). Activity of pMIR164c was also observed in galls induced 

by M. incognita, 7 dpi (d), 14 dpi (e) and 21 dpi (f). Scale bars: 50 µm.  
 

99x83mm (300 x 300 DPI)  
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Fig. 7 Localisation of mature miR159 by in situ hybridisation. Mature miR159 was localised in giant and 
neighbouring cells in tomato 14 dpi gall sections (a) but no signal was detected in other parts of infected 

roots (b). A probe corresponding to the nematode microRNA let$7, that has no ortholog in tomato genome, 
was used as a control (c). Scale bars: µm.  
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Fig. 8 Expression pattern of pMYB33::MYB33::GUS in galls. Expression pattern of pMYB33::MYB33::GUS in 
galls. Expression of MYB33 was followed in Arabidopsis lines expressing a pMYB33::MYB33::GUS 

translational fusion. MYB33::GUS expression was observed within galls at early stages of gall development, 
at 3 and 7 dpi (a'b), and GUS expression was observed seldom at 14dpi (c). Scale bars: 200 µm.  
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Résultats complémentaires  

du chapitre 1. 



Taďle 2 : Expression profiles of genes targeted ďy differentially expressed ŵiRNA and displaying
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Taďle 3: Percentage of ŵapped reads of gall liďraries on A. thaliana and M. incognita genoŵes
at ϳ and ϭ4 dpi.

Taďle 4 : Reads of gall liďraries ŵapping on M. incognita ŵiRNA ŵature prediction at ϳ and ϭ4 dpi
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Résultats complémentaires à l’article ͳ : Characterisation of microRNAs 
from Arabidopsis galls highlights a role for miR159 in the plant response to 

the root-knot nematode Meloidogyne incognita. 

 

Suite à la soumission du papier « Characterisation of microRNAs from Arabidopsis galls highlights a 

role for miR159 in the plant response to the root-knot nematodes MeloidogyŶe iŶĐogŶita” dans le 

jourŶal Neǁ PhǇtologist, l’Ġditeur a deŵaŶdĠ trois poiŶts supplĠŵeŶtaires : 1/ fournir des 

iŶforŵatioŶs sur l’eǆpressioŶ des cibles des microARN différentiellement exprimés dans les galles à 

partir des aŶalǇses de traŶsĐriptoŵe eǆistaŶtes, Ϯ/ dĠǀelopper l’aŶalǇse des sĠƋueŶĐes de galles Ƌui 

pourraieŶt proǀeŶir du ŶĠŵatode et eŶfiŶ ϯ/ ĐoŵplĠter Ŷotre aŶalǇse de l’eǆpressioŶ de MYB33 par 

uŶe aŶalǇse de PC‘ ƋuaŶtitatiǀe afiŶ d’apporter des preuǀes d’uŶe rĠpressioŶ post-

transcriptionnelle. J’ai rĠpoŶdu auǆ deuǆ preŵiers poiŶts Ƌui soŶt dĠǀeloppĠs Đi-dessous, le 

troisièŵe est eŶ Đours d’aŶalǇse. 

 

•  Quel est le profil d’eǆpressioŶ des cibles des miARN différentiellement exprimés ? 

Chez A. thaliana les cibles des miARN ont été prédites bioinformatiquement et certaines cibles ont 

ĠtĠ ǀalidĠes ďiologiƋueŵeŶt. AiŶsi les profils d’eǆpressioŶ daŶs les galles de ϲϲ Điďles des ŵiA‘N 

différentiellement exprimés dans la galle, toutes validées biologiquement, ont été déterminés en se 

rĠfĠraŶt à l’aŶalǇse de traŶsĐriptoŵe de galles à ϳ et ϭϰ dpi rĠalisĠe à l’aide de puĐes à ADN puďliĠe 

par Jammes et al. (2005). Quatre cibles présentent des profils d’eǆpressioŶ aŶtiĐorrĠlĠs aǀeĐ les 

miARN différentiellement exprimés dans les galles: (TEOSINTE BRANCHED 1, CYCLOIDEA, AND PCF 

FAMILY) TCP10, (COPPER ZINC SUPEROXIDE DISMUTASE 1) CSD1, (BLUE COPPER BIDING PROTEIN) 

BCBP et (PROTEASOME ALPHA SUBUNIT C1) PAC1 (Table 2). La régulation dans les galles de ces 4 

gènes pourrait donc être due à une régulation post-traŶsĐriptioŶŶelle due à l’aĐtioŶ des ŵiA‘N 

correspondant : ŵi‘ϯϵϴ et ŵi‘ϰϬϴ au Đours de l’iŶteraĐtioŶ A. thaliana – M. incognita.  

• Les lectures s’alignant sur le génome de M. incognita. 

La galle ĠtaŶt ĐoŶstituĠe d’uŶ ŵĠlaŶge de tissus de la plaŶte et du ŶĠŵatode, le sĠƋueŶçage des 

petits ARN des galles a généré des séquences appartenant à la plante mais également au nématode. 

Le taďleau ϯ ŵoŶtre Ƌu’eŶtre 90% et 95% des lectures (ou « reads »Ϳ de la galle s’aligŶeŶt sur le 

gĠŶoŵe de la plaŶte et Ƌu’eŶtre ϯ et ϭϬ % de Đes « reads » de la galle s’aligŶeŶt sur le gĠŶoŵe de M. 

incognita (Table 3). Parŵi les sĠƋueŶĐes s’aligŶaŶt sur le gĠŶoŵe de M. incognita, nous avons 

reĐherĐhĠ les sĠƋueŶĐes s’aligŶaŶt sur les positioŶs ĐorrespoŶdaŶt auǆ ŵiA‘N ŵatures 



ϴϴ 
 

précédeŵŵeŶt prédits daŶs le géŶoŵe de M. incognita ;Aďad et al. ϮϬϬϴͿ. Nous avoŶs aiŶsi pu 

ŵettre eŶ évideŶce l’eǆpressioŶ de huit ŵiARN de M. incognita daŶs les Ŷéŵatodes auǆ stades 

parasitaires coŶteŶus daŶs les galles ;Taďleau ϰͿ. 
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Données complémentaires: “Differentially expressed small RNAs in 

Arabidopsis galls formed by Meloidogyne javanica: a functional role for 

miR390 and its TAS3-derived tasiRNAs”. 

 

Au cours de ma thèse, une collaboration a été établie avec l’équipe de Carolina Escobar de 

l’Université de Tolède en Espagne. Ce groupe travaille sur les mécanismes moléculaires liés à la 

reprogrammation transcriptionnelle lors de l’interaction A. thaliana – M. javanica. Ils ont ainsi 

développé des travaux très similaires aux nôtres avec le séquençage de petits ARN de racines non 

infectées et de galles d’A. thaliana 3 jai par M. javanica. En ciblant une étape précoce d’initiation des 

cellules géantes, cette étude s’est révélée complémentaire à la nôtre et permet d’avoir une vue 

d’ensemble des miARN différentiellement régulés lors de la formation de la galle. Ils ont ainsi pu 

identifier 62 miARN différentiellement exprimés à 3 jai dont miR390 qui est surexprimé dans les 

galles. miR390 et ses cibles ARF2, ARF3 et ARF4 sont connus pour être impliqués dans la croissance 

des racines latérales (Hunter et al., 2006; Marin et al., 2010). Une étude approfondie de la fonction 

du module miR390/TAS3/ARF3 a été réalisée avec tout d’abord une analyse de type « gène 

rapporteur » qui montre que les profils d’expression des promoteurs des gènes MIR390 et TAS3 sont 

similaires dans les cellules géantes et les cellules voisines de la galle. La répression d’ARF3 est médiée 

par les tasiARN car le signal GUS persiste à 3 dpi dans les galles de plantes portant la construction 

d’une cible ARF3 résistante au clivage des tasiARN fusionnée au gène rapporteur GUS. Cette analyse 

gène rapporteur a été complétée par l’étude de la sensibilité des mutants KO mir390 et tas3 à 

l’infection par M. incognita. La diminution du nombre de galles de 23 et 40% respectivement par 

rapport aux plantes sauvages chez ces mutants indiquent un rôle important de ces gènes dans la 

réponse de la plante à l’infection (Cabrera et al., 2016). 

Afin de confirmer les données de séquençage que j’avais obtenu au cours de mon étude, j’ai réalisé 

l’analyse de l’activité du promoteur pMIR390a dans les galles et racines saines au cours d’une 

cinétique d’infection par M. incognita. J’ai pu montrer que, comme lors de l’interaction avec M. 

javanica, le promoteur de MIR390a est activé dans les galles induites par M. incognita 5 et 7 jai (Fig 

38). Ce promoteur est également actif dans les apex racinaires des racines infectées et non infectées. 

J’ai également suivi l’expression du promoteur du gène TAS, ciblé par miR390, en montrant la 

présence de signal dans les galles d’A. thaliana induites par M. incognita à 5 et 7 jai (Fig 38). Mes 

résultats ont été intégré à l’article de Cabrera et al. (2016) (présenté in extenso en annexe) et ont 

permis de montrer que le rôle de MIR390a dans l’interaction A. thaliana - M. javanica était conservé 

dans l’interaction avec d’autres espèces de Meloidogyne. 

 



Figure 3ϴ: Profils d’expression de pMIR390::GUS et pTAS3a::GUS dans les galles d’A. thaliana 
induites par M. incognita.
A. Galles pMIRϯ9Ϭ::GUS à 7 jai ;Caďrera et al. ϮϬϭϲͿ
B. Galles pMIRϯ9Ϭ::GUS à ϭϰ jai ;Caďrera et al. ϮϬϭϲͿ
C. Galles pTASϯ::GUS à 5 jai ;ŶoŶ puďliéͿ
D.   Galles pTASϯ::GUS à 7 jai ;ŶoŶ puďliéͿ
Barre : Ϭ,5 ŵŵ. Les flğches Ŷoires poiŶteŶt les galles. 
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Chapitre 2 : Caractérisation des siARN d’A. thaliana dans les galles 

induites par M. incognita. 
 

Le premier chapitre a permis de caractériser la population de miARN variant lors de la 

forŵatioŶ des galles d’A. thaliana induites par M. incognita. Néanmoins la famille des petits ARN 

comprend une deuxième grande sous famille : les siA‘N. Ce deuǆièŵe Đhapitre s’artiĐule doŶĐ autour 

de la ĐaraĐtĠrisatioŶ de Đes siA‘N daŶs les galles d’A. thaliana induites par M. incognita à 7 et 14 jai. 

A la différence des miARN, il est impossible de prédire quels loci sont susceptibles de produire des 

siARN. Ainsi une approche à l’ĠĐhelle du gĠŶoŵe a ĠtĠ dĠǀeloppĠ iĐi aǀeĐ l’utilisatioŶ du prograŵŵe 

Shortstack (Axtell, 2013b; Shahid & Axtell, 2014) et a perŵis l’ideŶtifiĐatioŶ de « clusters », définis ici 

comme des régions du génome qui ĐorrespoŶdeŶt à des zoŶes d’accumulation des petits ARN, dans 

les banques de galles 7 et 14 jai et de racines non infectées correspondantes. Plusieurs filtres ont 

ensuite été appliqués afin de générer une liste robuste de ces régions dans les galles et les racines. A 

partir de cette liste, un comptage des lectures (« reads »Ϳ a ĠtĠ effeĐtuĠ aiŶsi Ƌu’uŶe aŶalǇse 

statistique identifiant les « clusters » accumulant différentiellement les petits ARN entre les 

conditions « galles » et «racines non infectées ». Au total entre 68 000 et 80 000 clusters environ ont 

été identifiés dans les galles à 7 et 14 jai respectivement et entre 26 000 et 40 000 clusters détectés 

dans les racines à 7 et 14 jai respectivement. Il est intéressant de noter que les séquences de 23-24 

Ŷt soŶt surreprĠseŶtĠes daŶs toutes les ďaŶƋues. AfiŶ d’ideŶtifier les gèŶes doŶt l’eǆpressioŶ 

pourrait ġtre rĠgulĠe par les siA‘N, j’ai ĠtudiĠ si Đes Đlusters diffĠreŶtielleŵeŶt eǆpriŵĠs ĠtaieŶt 

localisés sur des gènes ou dans la région promotriĐe de Đes gèŶes. Les profils d’eǆpressioŶ de Đes 

gèŶes oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠs grâĐe auǆ doŶŶĠes traŶsĐriptoŵiƋues de puĐes à ADN des galles d’A. thaliana 

à ϳ et ϭϰ jai oďteŶues aŶtĠrieureŵeŶt au laďoratoire. Il a aiŶsi ĠtĠ possiďle d’ideŶtifier des gèŶes 

dont l’eǆpressioŶ est aŶti-corrélée avec celle du cluster qui le « cible » ou qui « cible » sa région 

promotrice. 

La rĠgulatioŶ des ĠlĠŵeŶts traŶsposaďles par la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN iŶduite par les petits A‘N, ou 

‘dDM, pouǀaŶt iŵpaĐter l’eǆpressioŶ des gèŶes eŶ aǀal lors d’uŶ stress (Yu et al., 2013a; Matzke & 

Mosher, 2014), j’ai reĐherĐhĠ et ideŶtifiĠ les Đlusters loĐalisĠes sur des ĠlĠŵeŶts traŶsposaďles situĠs 

en amont de gènes. Enfin une analyse détaillée de certaines familles, comme les nat-siARN, a été 

réalisée en recherchant des clusters localisés sur les gènes connus chez A. thaliana comme 

générateurs de nat-siARN.  

UŶe Ġtude Đoŵparatiǀe a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ rĠalisĠe aǀeĐ Đelle de Yu et al. ;ϮϬϭϯͿ afiŶ d’ideŶtifier des 

gènes communs de réponse de la PTI. Les gènes ciblés par des clusters différentiellement exprimés et 



92 

 

dont l’eǆpressioŶ est aŶti-corrélée dans notre étude ont ainsi été comparés aux gènes induits en 

réponse à la flagelline flg22 et ciblés dans leur région promotrice par des petits ARN. De manière 

intéressante 11 gènes communs ont été identifiés comme surexprimés en réponse à la flg22 mais 

réprimés dans les galles. Ce résultat suggère que la réponse de type PTI qui entraine la dé-répression 

de ĐertaiŶs gèŶes ǀia la rĠgulatioŶ des petits A‘N pourrait ġtre altĠrĠe lors de l’iŶfeĐtioŶ par les 

nématodes.  

Cette étude a aiŶsi perŵis d’aǀoir d’uŶe part uŶe ǀisioŶ gloďale des ŵodifiĐatioŶs de la populatioŶ 

des petits A‘N de tǇpe siA‘N daŶs les galles d’A. thaliana induites par M. incognita et d’autre part 

d’ideŶtifier uŶe liste de gèŶes doŶt l’eǆpressioŶ ǀarie daŶs les galles induites par les nématodes à 

galles proďaďleŵeŶt suite à l’aĐtiǀitĠ rĠgulatriĐe des petits A‘N. L’eŶseŵďle de ces résultats est 

présenté daŶs l’artiĐle suiǀaŶt eŶĐore eŶ prĠparatioŶ et Ƌui sera souŵis proĐhaiŶeŵeŶt à uŶe reǀue 

internationale à comité de lecture, après rédaction de la partie discussion. 

 

Article 2: Characterisation of siRNAs from Arabidopsis galls induced by the root-knot nematode 

Meloidogyne incognita. 
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INTRODUCTION 

Small RNAs (sRNA) are 20 to 24 nucleotides non-coding RNA that regulate gene expression at the 

transcriptional and post transcriptional level in eukaryotes. Plant small RNAs are classified into two 

predominant classes, according to their biogenesis: microRNAs (miRNAs) and small interfering 

RNAs (siRNAs) (Axtell, 2013a; Borges & Martienssen, 2015). MiRNAs are 21-22 nt long that are 

produced from one strand RNA precursor folded in a hairpin structure. In plants, miRNAs are well 

characterized, they induce post-transcriptional gene silencing (PTGS) mainly by inducing degradation 

of messenger RNA (mRNA) but they can also induce translational repression (Rogers & Chen, 2013). 

SiRNA are 21-24 nt long that are produced from dsRNA precursors resulting from (i) hybridization of 

two distinct and complementary RNA strands or (ii) from the neosynthesis from a single stranded 

RNA of a new complementary strand by RNA-dependent RNA polymerases (RDR) (Brodersen & 

Voinnet, 2006; Bologna & Voinnet, 2014). siRNAs mediate gene repression either at the 

transcriptional or at the post-transcriptional level and can be subdivided into several categories with 

different predominant sizes (Borges & Martienssen, 2015). Transcriptional Gene Silencing (TGS) is 

composed of two phases with different specific actors. The pre-establishment phase involves DNA-

dependent RNA polymerase (Pol) II aberrant transcripts, RDR6 to produce dsRNAs that are processed 

by Dicer-Like Protein 2 (DCL2) and DCL4 to produce 21-22 nt easiRNAs that induce DNA 

methylation by DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE (DRM) 2 and probably 

DRM1 through AGO6-RISC complex and PolV transcripts (Matzke et al., 2009; Deleris et al., 2016). 

After establishment of RNA-directed DNA methylation (RdDM) the stabilization phase involves 

single strand RNA transcripts produced by PolIV from intergenic or repetitive regions of the genome 

that are double stranded by RDR2 and processed by DCL3 to produce 24 nt heterochromatic siRNAs 

(hc-siRNAs). Hc-siRNAs are loaded into AGO4-RISC to initiate RdDM through DRM2 and probably 

DRM1 proteins at the hc-siRNA-generating loci, using other transcripts produced by the DNA-

dependent Pol V (Deleris et al., 2016). One of the main functions of RdDM is to maintain genome 

integrity, by maintenance of suppressive levels and types of DNA methylation on transposable 

elements. RdDM may also affect expression of neighboring protein-coding genes through spreading of 

DNA methylation (Vaistij et al., 2002; Daxinger et al., 2009; Ahmed et al., 2011; Dowen et al., 2012). 

SiRNAs are also involved in PTGS. They are loaded into AGO1 or AGO2-RISC and induce mainly 

either cleavage or translational suppression of target transcripts. PTGS inducing siRNAs are 

subdivided into several sub-families according to their precursor’s origin. Natural anti-sense siRNAs 

(nat-siRNAs) are processed from dsRNA precursors derived from endogenous RNA that share 

complementary sequences, through the action of DCL4 or DCL2, producing respectively 21 and 22 nt 

siRNA. Phased, secondary, small interfering RNAs (phasiRNAs) are predominantly 21nt siRNAs that 

derived from an RNA converted to dsRNA by RDR6 and processed by DCL4, exemplified by the 

category of Arabidopsis trans-acting siRNAs (tasiRNAs) (Vazquez et al., 2004; Fei et al., 2013). 
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Production of phasiRNA double stranded precursors is stimulated by one or more upstream miRNAs, 

like the TAS3-derived tasiRNAs in Arabidopsis thaliana that are generated from non-coding TAS3 

transcripts by miR390 triggers (Peragine et al., 2004; Allen et al., 2005).  

In plants, siRNAs were shown to regulate gene expression in various biological processes like growth, 

development (Peragine et al., 2004; Rubio-Somoza & Weigel, 2011), cell differentiation (Knauer et 

al., 2013), and in plant response to abiotic and biotic stress  (Vaucheret, 2006; Padmanabhan et al., 

2009; Khraiwesh et al., 2012; Matzke & Mosher, 2014). Various PTGS inducing siRNAs (21-22nt) 

are related to plant immunity such as the nat-siRNA nat-siRNAATGB2 from Arabidopsis thaliana 

that is induced by Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000 and play positive role in disease 

resistance by repressing the gene pentatricopeptide repeats protein–like (PPRL). Moreover, the largest 

gene family in plants known to be regulated by miRNAs that trigger secondary siRNAs, is the 

nucleotide-binding leucine-rich repeat (NB-LRR) gene family (Fei et al., 2013, 2015), phasiRNAs 

produced from NBS-LRRs play a main role in regulating plant immunity. For example in Arabidopsis, 

miR472 and its RDR6-mediated gene silencing help to modulate both PTI and ETI (Boccara et al., 

2014). TGS mediating hc-siRNAs emerged also as major regulators of plant immunity by guiding 

DNA methylation and/or histone modification. The function of hc-siRNA-mediated TGS in plant 

immunity has also come to light as fungal elicitors induce alterations in the accumulation of certain 

hc-siRNAs (Dowen et al., 2012). Moreover, RdDM machinery was shown as involved in plate 

response to several pathogen i.e. B. cinerea, P. syringae, A. tumefaciens (López et al., 2011; Yu et al., 

2013a; Gohlke et al., 2013).  

Root-knot nematodes (RKN) Meloidogyne spp. are highly polyphagous sedentary plant parasites 

capable of infesting most crop species (Blok et al., 2008; Abad & Williamson, 2010). After 

penetrating host roots, RKN larvae migrate toward the vascular cylinder and reprogram gene 

expression in several vascular root cells, to induce their development into hypertrophied multinucleate 

giant feeding cells (GCs) (Favery et al., 2016). These GCs are metabolically overactive, and serve as 

the sole source of the nutrients required for RKN development. The growth of the GCs and divisions 

of the surrounding cells lead to a root deformation known as a knot or gall. The redifferentiation of 

vascular cells into GCs results from the extensive reprogramming of gene expression in root cells, in 

response to RKN signals (Escobar & Fenoll, 2015). The expression of genes encoding proteins 

involved in metabolism, the cytoskeleton, cell cycle, cell rescue, defence, hormones, cellular 

communication and cellular transport are modified in galls and giant cells from various plant species 

(Jammes et al., 2005; Barcala et al., 2010; Damiani et al., 2012; Kyndt et al., 2012; Favery et al., 

2016). We started to decipher the genetic pathways that are modified in infected roots, leading to the 

formation of GCs, but little is known about the regulators of this reprogramming of gene expression.  
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sRNAs open a new field of investigation in the study of molecular mechanisms involved in the plant 

response to parasitic nematode. Most of the studies about the role of sRNAs in plant-nematode 

interaction were focused on microRNAs that compose the best functionally characterized sRNAs 

category. The first studies about miRNAs and plant response to nematodes were developed in the 

frame of plant response to cyst nematodes (CN). Cyst nematodes are another subgroup of sedentary 

parasitic nematodes that induce a multinucleate feeding structure, the syncytium, in plant roots. GCs 

and syncytia differ in terms of their biogenesis, with the syncytium resulting from the induction of an 

initial syncytial cell within the root parenchyma that then integrates several hundred of the 

surrounding cells through cell wall dissolution (Sobczak & Golinowski, 2008). Sequencing 

approaches identified 30 miRNAs in A. thaliana and 40 miRNAs in soybean that are differentially 

expressed in response to CN infection (Hewezi et al., 2008; Li et al., 2012). Comparison of two 

soybean sister lines resistant and susceptible to SCN identified 7 miRNAs that are differentially 

expressed in response to SCN infection (Xu et al. 2014). Functional analyses then revealed key roles 

for two of these miRNAs, miR396 and miR827, in the reprogramming of root cells to form syncytial 

cells and the suppression of plant defences respectively, in A. thaliana (Hewezi et al. 2012; 2012; 

Hewezi et al., 2016). Transcriptome analysis on tomato roots infected by CN revealed that 11 genes 

belonging to NB-LRR and receptor-like kinase families have opposite expressions patterns by miRNA 

(Święcicka et al., 2017). The expression profile of miRNAs during RKN infection has been 

investigated more recently. Zhao et al., 2015 described the expression profiles of five miRNA genes in 

tomato (MIR156, MIR159, MIR172, MIR319 and MIR396) during the systemic response to RKN 

infection and provided evidence for very early regulation of miR319b and its target, TCP4, in the root, 

within the first 24 h. In Arabidopsis, two sequencing approaches identified 62 and 24 miRNAs as 

differentially expressed between the uninfected roots and root galls induced by M. javanica and M. 

incognita respectively at various keys step of galls formations (Cabrera et al., 2016)(Medina et al. 

submitted). Furthermore, functional analyses highlighted a role for the miR390/TAS3 regulatory 

module (Cabrera et al., 2016) and miR159 family (Medina et al. submitted) in plant responses to 

RKN.  

So far, siRNAs were poorly investigated during the role of plant-nematode interaction. Function of 

siRNAs in plant-nematode interaction was first highlighted by a trend of reduced infection rate by CN 

Heterodera schachtii in A thaliana mutants: rdr1, rdr6 and dcl2, dcl3, dcl4 but they are not significant 

except for dcl2-1 (Hewezi et al., 2008). Several sequencing approaches were then developed in 

Arabidopsis and soybean to identify sRNAs expressed in plant during infection by CN (Hewezi et al. 

2008; Li et al. 2012; Xu et al. 2014) however most of the analyses were focused on microRNAs. The 

unique analysis of plant siRNAs expressed in response to CN identified 125 putative Arabidopsis 

siRNAs expressed in roots after infection with the CN Heterodera schachtii although functional 

analyses are still needed to validate these siRNAs and their function plant CN interaction. A recent 
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study explored the A. thaliana syncytia methylome and population of 24 nt siRNA associated and 

showed that the abundance of 24-nt siRNAs was associated with hypermethylation of TEs and gene 

promoters (Hewezi et al., 2017). A first global description of siRNA populations expressed in 

Arabidopsis early developing galls induced by the RKN Meloidogyne javanica was recently realised 

(Cabrera et al., 2016). The length distribution overview showed a marked increase in the number of 

24-nt reads in galls compared to control roots with most of these 24 nt sRNAs being gall-exclusive or 

upregulated in galls. Moreover, Cabrera et al. provided the only functional evidence of the 

involvement of a siRNAs in the plant response to nematodes. They established a role for miR390 and 

the secondary siRNA TAS3 derived siRNA in gall formation. Altogether, these analyses suggest that 

plant parasitic nematodes use microRNA but also siRNA pathway to manipulate host gene expression 

at transcriptional and/or post – transcriptional level.  

A sequencing small RNA strategy was previously developed to identify miRNAs DE in Arabidopsis 

galls induced by M. incognita (Medina et al. submitted to New Phytologist) to characterize siRNA 

populations expressed in galls at two key points during giant cell/gall development: 7 dpi, 

corresponding to the phase of successive nuclear divisions without cytokinesis; and 14 dpi, 

corresponding to an increase of DNA levels through endoreduplication without nuclear divisions (de 

Almeida Engler & Gheysen, 2013). In this study we focused our analysis on genomic regions, called 

clusters, corresponding to accumulations of siRNAs that are differentially expressed in gall versus 

root. This analysis offers an overview of loci targeted by siRNA during the plant-nematode interaction 

(coding gene, promoting regions, transposable elements). In a second time, genes differentially 

expressed in microarrays (Jammes et al., 2005) and covered by differentially expressed clusters with 

anti-correlated expression profiles were identified. These anti-correlated expression profiles are 

biological support for a regulation of these genes by siRNA pathways. Thus, we identified genes that 

are potentially regulated by siRNAs in galls and may have a role in A. thaliana – M. incognita 

interactions. Among these genes, we identified 10 genes known to be associated to PTI defences and 

induced by flg22 treatment (Yu et al., 2013a) that are all repressed in galls and targeted by siRNAs in 

their promoting regions. This result suggests that RKN may repress some genes related to PTI 

putatively by TGS pathway to complete its life cycle within the root. 
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MATERIAL AND METHODS  

Biological material, growth conditions and nematode inoculation 

Seeds of A. thaliana (ecotype Wassilewskija) were surface-sterilised and sown on Murashige & Skoog 

(Duchefa) medium agar plates (0.5 x MS, 1% sucrose, 0.8% agar, pH 6.4). Plates were kept at 4°C for 

two days, and then transferred to a growth chamber (20°C with 8 h light and 16 h darkness). M. 

incognita strain “Morelos” was multiplied on tomato plants in a growth chamber (25°C, 16 h light and 

8 h darkness). For in vitro nematode infection, J2 larvae were surface-sterilised with HgCl2 (0.01%) 

and streptomycin (0.7%) as described elsewhere (Caillaud & Favery, 2016). We inoculated 25-day-old 

seedlings grown in vitro individually with 200 sterilised J2s each, resuspended in Phytagel. Seven and 

14 dpi, galls were dissected from the infected roots by hand. We also dissected internodes from 

uninfected roots (without apical and lateral root meristems) at the same time points than infected roots 

for use as a negative control. Samples were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. 

Three independent biological replicates were established for each set of conditions.  

Infection assays 

Susceptibility to RKN of various mutants of the siRNA machinery rdr6-15, rdr2-1, ago4-1T, dcl2-

1/dcl3-1/dcl4-2, drm1drm2cmt3, drm1drm2 was estimated by infection assays in soil.  For infection 

assays, 20 to 29 A. thaliana plants for each line (mutants and wild-type) were grown in a mixture of 

50% sand and 50% soil, in a growth chamber. We inoculated each plant with 200 M. incognita J2s 21 

days after germination. Six weeks after infection, the roots were collected. Stained roots were weighed 

and galls and egg masses were counted for each root under a binocular microscope. Mann and 

Whitney tests (α=5%) were performed to determine the significance of the differences in the numbers 

of egg masses and galls per root observed between mutants and the wild type. Origin of the different 

mutants of the siRNA machinery is listed in Table S1. 

Construction and sequencing of small RNA libraries 

Total RNA, including small RNAs (less than 200 nt long), was isolated from galls or uninfected roots 

at 7 and 14 dpi. Approximately 150 galls or internode fragments from uninfected roots were 

independently ground into powder in liquid nitrogen, with a mortar. Total RNA was extracted from 

these samples with the miRNeasy Mini Kit (Qiagen), according to the manufacturer’s instructions, 

with three additional washes in RPE buffer. The quality and integrity of the RNA were assessed with a 

Bioanalyzer (Agilent). Small RNA libraries were generated by ligation, reverse transcription and 

amplification (11 cycles) from total RNA (2 μg), with the reagents of the NEBNext Small RNA 

Library Prep Set for SOLiD. Libraries were then quantified with the Bioanalyzer High Sensitivity 

DNA Kit (Agilent) and sequenced on a SOLiD 5500 wildfire sequencer (Life Technologies) at the 
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Nice-Sophia Antipolis functional genomics platform (France Génomique, IPMC, Sophia Antipolis, 

France). 

Bioinformatic miRNA analysis 

For each library, adapters were trimmed and reads matching ribosomal RNA, mitochondrial RNA and 

repeat sequences were removed by performing Blast analyses with the sequences listed in the Rfam 

database (Nawrocki et al., 2015). The Bowtie aligner was then used to align the trimmed reads 

(Langmead et al., 2009) on a virtual concatenated genome generated from the A. thaliana genome 

(TAIR10.21) and the M. incognita genome (Abad et al., 2008). Each read was attributed to the A. 

thaliana and/or M. incognita genome on the basis of the best alignment obtained (2 colour mismatches 

allowed). Reads with identical best alignment hits for the two genomes were attributed to both the 

nematode and the plant. If one read aligned to multiple genomic locations, a single read was attributed 

to each locus.  

Low-quality mapped reads were removed (more than four colour mismatches, zero sequence 

mismatches and zero unknown nucleotides “N”), and reads corresponding to molecules of between 20 

and 24 nt in size were retained for further analysis. Reads mapping on sequences corresponding to 

snRNA, snoRNA, mitRNA, tRNA, miRNA and pre-miRNA were removed in order to keep only 

siRNAs. Genomic loci accumulating siRNAs were predicted by using the Shortstack version 3.3 

algorithm (Axtell, 2013b; Shahid & Axtell, 2014). Shortstack was run on each library separately with 

default parameters except: nohp mode (no miRNA research) and zero mismatches allowed. Shorstack 

software version 3.3 mapped trimmed and cleaned reads on a virtual concatenated genome composed 

by A. thaliana genome completed with plastidial and mitochondrial genomes (TAIR10.21) and M. 

incognita genome (Abad et al., 2008). From alignments, Shortstack identified a list of coordinates of 

loci accumulating siRNA. Bedtools (Quinlan and Hall, 2010) with Multi-intersectbed -i option was 

used to find shared clusters in the different libraries and then the output was filtered so that only 

regions that were present in at least 2 (out of 3) libraries for at least one condition either gall or 

uninfected root were used to serve as the final reference small RNA locus boundaries. Close clusters 

with a maximum distance of two nucleotides were merged with bedtools option Merge. ShortStack-

count mode under default settings was then used to find relative small RNA abundance on this 

reference list of each library. Reads mapped on multiple loci were counted on each locus. Counts for 

siRNA accumulating loci from each replicate were used for differential expression analysis with the R 

package DESeq. Loci accumulating differentially siRNAs between galls and uninfected roots at a 5% 

false discovery rate (adjusted pvalue<0,05 ; Benjamini Hochberg adjustment) were retrieved.  
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RESULTS 

Identification of predicted siRNA clusters in galls and uninfected roots 

We sequenced small RNAs expressed in uninfected root inter-nodes and in galls 7 and 14 days post-

infection (dpi) by the RKN M. incognita. Twelve small RNA libraries corresponding to three 

independent replicates of galls at 7 and 14 dpi and the corresponding uninfected roots were sequenced. 

Between 31 and 70 millions of reads were obtained for gall and roots libraries at 7 and 14 dpi (Table 

1). In order to build a reference set of small RNA clusters, we annotated potential small RNA clusters 

by using Shortstack (Axtell, 2013b) for each of the 12 library. More sRNA clusters were predicted in 

galls than in uninfected roots with between 68 000 to 80 000 clusters predicted in galls libraries at 7 

and 14 dpi whereas between 26 000 to 40 000 clusters were detected in root libraries at 7 and 14 dpi 

(Table 1). The majority of these siRNA clusters aligned with the A. thaliana nuclear genome and only 

a weak number of clusters aligned to the mitochondrial genome (0,3 and 0,8%) and plastidial genomes 

(0,2 and 0,8%). siRNAs result of the processing by Dicer of a long dsRNA precursor (Meister & 

Tuschl, 2004). A DicerCall (DC) score is attributed by Shortstack to every cluster if the majority of 

the reads mapped to this cluster display a size between 20-24 nt that is typical of the Dicer processing. 

The DC value of 21, 22, 23 or 24 nt corresponds to the main size of the reads mapped on this cluster. 

As previously described (Coruh et al., 2015) a DicerCall cutoff of 0.8 (meaning that at least 80% of 

the reads are between 20 and 24 nt) was used to discriminate between non-DCL derived and DCL-

derived loci to exclude all the small RNAs that correspond to degradation products of long RNAs 

(mRNAs, rRNAs, tRNAs). In galls at 7 and 14 dpi, between 77 and 85 % of the clusters have DC at 7 

and 14 dpi while in root between 44 and 76% of the clusters display a DC (Table 1). Only the clusters 

with a DC, named DC-cluster, were considered as predicted siRNA clusters and were kept for further 

analysis. In all libraries, a large majority (between 94 and 97%) of these DC-clusters display a DC of 

23 or 24 nt (Fig.1). As previously described by Coruh et al. 2015, we split the predicted siRNA DC-

clusters into two categories: the 20-21-22 nt DC-clusters and the 23-24 nt DC-clusters. Comparison of 

the number of predicted siRNA DC-clusters from galls and roots highlight an over-representation of 

these clusters in galls at with an average number of  DC-clusters of 67 630 and 72 556 in galls at 7 and 

14 dpi respectively while the average number of DC-cluster in roots was 27 151 and 17 378 (Table 1). 

The clear difference in the number of predicted DC-clusters between galls and roots is not due to 

fragmentation in galls since predicted DC-clusters in roots are a bit smaller with an average size of 247 

and 202 nt in roots at 7 and 14 dpi respectively while the average size of predicted DC-clusters in galls 

is 355 and 340 nt in galls at 7 and 14 dpi respectively (Table 1). Coverage of these clusters in galls and 

roots was highly different at 7 dpi with an average coverage of 51 and 96 reads per cluster in galls and 

roots respectively, while at 14 dpi no such strong difference is observed with an average coverage of 

52 and 60 reads per cluster in galls and roots respectively. Moreover, comparison of the normalized 

number of reads on DC-clusters within galls and uninfected roots (Fig.2) showed that galls display 
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Fig. 1: Number of clusters having a predominant size (Dicer call) of 20,21,22,23,24 nt in gall (G7, 

G14) and uninfected root (R7, R14) at 7 and 14 dpi.  Percentages represent proportions of clusters 

with a predominant  size in one sRNA librarie. 

Fig. 2: Number of reads per millions of 20, 21, 22 nt and 23, 24 nt on clusters with DicerCall in 

gall and root libraries at 7 and 14 dpi.   



Fig. 3: Average norŵalized nuŵďer of reads ;in reads per ŵillions ŵappedͿ ǁithin
DicerCall clusters in gall and root at ϳ and ϭ4 dpi.
The perceŶtage of Ŷuŵďer of reads correspoŶdiŶg to DicerCall clusters has ďeeŶ calculated
froŵ the average of the three replicates
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Taďle ϱ : Nuŵďer of DE clusters froŵ reference lists localized in putative proŵoter
regions ;upstreaŵ genesͿ or ǁithin genes and differentially expressed in galls.

Taďle 4: Clusters nuŵďers froŵ reference list localized in gene or in proŵoter regions at
ϳ and ϭ4 dpi according to different filters application ;ďlue caseͿ in gall and/or root
liďraries.
rpŵŵ: reads per ŵilloŶs ŵapped
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more 23-24 nt reads than roots and this difference was particularly striking at 14 dpi. This over-

representation of reads in galls was previously described at 3 dpi (Cabrera et al. 2016). No such 

disparity between galls and roots is observed for the 20-21-22nt clusters.  

Based on the normalized average read counts on each DC-cluster in galls and roots, the two main DC 

classes are 21 and 24 nucleotides (Fig.3). 24 nt is the major DC class within galls and roots with 

between 73,5% to 78% of the whole clusters with a DC but 21 nt class represents only between 1,5% 

4,7% of the clusters (Fig. 1). This highlights that a relatively small number of siRNA clusters with DC 

of 21nt produce large amounts of 21-nucleotide siRNAs, while a much larger number of clusters with 

DC of 24nt, mostly hc-siRNA, produce lower amounts of 24-nucleotide siRNAs. SiRNA clusters 

produce often a mix of different sized RNAs and DC score does not always reflect the diversity of 

reads within the cluster (Fig. S1). For siRNA DC-clusters with a DC of 20 and 21 nt, DC generally 

reflects the major size of the of reads within the cluster but reads within predicted siRNA clusters with 

a DC of 23 and 24 nt are more heterogeneous with mixtures of 23 and 24 nucleotide RNAs. 

Predicted siRNA clusters that are differentially expressed in galls 

Since prediction of siRNA clusters were realized independently for each sample, the three libraries of 

each condition (gall or root) did not have exactly the same list of predicted siRNA clusters. To run 

statistical analysis with our data, we build a reference set of predicted siRNA clusters by using similar 

strategy than Coruh et al (2015) for identification of siRNA clusters in Physcomitrella patens. For 

each time point, A. thaliana predicted siRNA clusters that were shared by at least two of the three 

libraries in at least one condition (gall or root) were pooled in a reference set of predicted siRNA 

clusters (Fig. S2). This reference set includes 86 264 and 92578 sRNA clusters present in gall and/or 

in root libraries at 7 and 14 dpi respectively (Table 2). 10 588 clusters (12%) and 10 050 (11%) of 

these clusters mapped within 2 785 and 2731 unique TE at 7 and 14 dpi respectively meaning that a 

single TE can be targeted by several clusters (Table 3). Expression level of these predicted siRNA 

clusters between galls and roots was compared for each time point by DeSeq2 (Anders & Huber, 

2010) statistical analysis with an adjusted pvalue threshold of padj<0.05. Moreover, we used two 

additional filters to increase stringency of our analysis: for each time point, only clusters that were 

supported by a DC score and by a significant expression level (superior or equal to 2 RPMM) in the 

three libraries in at least one condition (gall or root) were considered as robust predicted siRNA 

clusters and kept for further analyses (Table 4). Since hc-siRNA target TE within promoter or introns 

(Yu et al., 2013a; Deleris et al., 2016; Zhang et al., 2016) and nat-siRNA target gene body, we 

focused our analysis on predicted siRNA clusters that were located within a putative promoter region 

and within gene body. We defined the 2kb upstream coding DNA sequence as putative gene promoter 

region. Analysis of genomic position of DE predicted siRNA clusters showed that at 7 dpi, 2 871 and 

3 157 predicted siRNA clusters are DE in galls within gene sequence and putative promoter region 



Fig. Sϭ: Percentage of  20, 2ϭ, 22, 23, 24 nt reads ǁithin each class of DicerCall clusters in 
gall ;Gϳ, Gϭ4Ϳ and root ;Rϳ, Rϭ4Ϳ liďraries at ϳ and ϭ4 dai.
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respectively (Table 4). At 14 dpi 2 029 and 2 295 predicted siRNA clusters are DE in galls within gene 

sequence and putative promoter region respectively (Table 4 and Table S1). The number of DE 

predicted clusters in putative promoter regions and within gene is therefore similar. Most of these 

clusters were covered by reads in both gall and root samples. 275 and 809 predicted clusters upstream 

of gene at 7 and 14 dpi respectively and 328 and 653 predicted clusters within gene at 7 and 14 dpi 

respectively were exclusively covered by reads in a single condition galls or roots (Table S2). Within 

DE clusters shared by galls and roots, most of these DC-clusters belong to the 23-24 nt category 

(Table S2) but the importance of the various DC categories is clearly different between galls and roots. 

In all libraries, DE predicted clusters with a DC of 20-22 nt are in minority (Table S3). However, the 

proportion of 20-22 nt DC-clusters is clearly superior in roots (between 2 and 6%) than in galls 

(between 0.2 and 1.2%). DE predicted clusters with a DC of 23-24 are preponderant in all libraries 

with an over-representation in galls comparing to roots while the opposite pattern is observed for the 

20-22 nt DC-clusters that are overrepresented in roots (Table S3). 

Most of the DE predicted clusters are upregulated in galls (Table 5 and Table S4). At 7 dpi predicted 

siRNA clusters that are upregulated in galls represent 69.4% of the DE clusters and located in 

promoter region and 88.3% of the DE clusters and located in gene. At 14 dpi, predicted siRNA 

clusters that are upregulated in galls represent 98.9% of the DE clusters and located in promoter region 

and 99.5% of the DE clusters and located in within gene. Consequently, the twenty DE clusters with 

the highest FC in promoter region and within gene sequence at 7 and 14 dpi are all upregulated in galls 

(Table S5). One predicted DE cluster is among the twenty highest DE clusters at 7 and 14 dpi. This 

cluster is located at a loci corresponding to a gene encoding a Lecithin (cholesterol acyltransferase). 

siRNAs repress activity of transposons by inducing RNA directed DNA Methylation (RdDM). At 7 

dpi, 48 DE predicted siRNA producing clusters located upstream gene sequence and 19 DE predicted 

siRNA producing clusters located within gene sequence were identified as targeting transposons. At 

14 dpi, 118 DE predicted siRNA producing clusters located upstream gene sequence and 36 DE 

predicted siRNA producing clusters located within gene sequence were identified as targeting 

transposons.  

 

GO analysis of genes or putative promoter regions covered by differentially expressed siRNA DC-

clusters  

From the list of siRNA DC-clusters that are differentially expressed in galls and that target gene body 

or putative gene promoters, we identified those corresponding to plant protein coding genes and 

realized a Gene Ontology (GO) analysis to identify biological process related to these genes. Thus, 2 

326 and 1 821 genes are covered in their putative promoter regions by one or several differentially 





Fig. S2 : Pipeline of siRNA analysis.
Part ϭ: Froŵ predictioŶ to statistical aŶalǇsis
Data oďtaiŶed froŵ the SOLiD seƋueŶciŶg are cleaŶed of adaptors aŶd special seƋueŶces ;sŶRNA,
sŶoRNA, ŵitRNA, tRNA, ŵiRNA aŶd pre-ŵiRNAͿ. The Shortstack softǁare ŵapped aŶd
segŵeŶted the geŶoŵe iŶto clusters correspoŶdiŶg to geŶoŵic regioŶs that accuŵulate siRNAs.
Each ďaŶk ǁas treated separatelǇ. ;Note: paraŵeters that defiŶe the ŵiŶiŵuŵ Ŷuŵďer of reads
for a cluster to ďe coŶsidered as such have ďeeŶ left ďǇ default, aŶd the paraŵeter that
deterŵiŶesͿ. Bedtools ǁere used to ideŶtifǇ clusters that ǁere preseŶt iŶ at least Ϯ out of ϯ
liďraries iŶ at least oŶe coŶditioŶs ;gall or rootͿ. If these clusters ǁere separated ďǇ a distaŶce of
less thaŶ Ϯ Ŷucleotides, theǇ ǁere theŶ ŵerged ;default paraŵeterͿ. This refereŶce set of
clusters ǁas provided to Shortstack ǁhich couŶted the Ŷuŵďer of reads ŵapped oŶ these
clusters iŶ the differeŶt liďraries. Froŵ these couŶtiŶg data, a statistical aŶalǇsis ;DeseƋͿ ǁas
perforŵed to ideŶtifǇ clusters that ǁere differeŶtiallǇ eǆpressed ďetǁeeŶ gall aŶd root
coŶditioŶs. To iŵprove roďustŶess of clusters ideŶtified, oŶlǇ clusters ǁith a DicerCall aŶd a
ŵiŶiŵuŵ coverage of Ϯ rpŵŵ iŶ all replicates iŶ at least oŶe coŶditioŶ ;gall or rootͿ ǁere
coŶsidered.
Part 2. AŶalǇses of predicted siRNA DC-clusters
Froŵ the list of differeŶtallǇ eǆpressed clusters, several aŶalǇses ǁere realized. First clusters
colocalized ǁith geŶes ;ϭͿ ,or Ŷat-siRNA geŶes ;ϮͿ ǁere ideŶtified. TheŶ aŵoŶg clusters iŶ geŶes,
phasiŶg score of these clusters ǁas aŶalǇzed ;ϯͿ.
Clusters located iŶ putative proŵoter regioŶs ǁithiŶ Ϯkď upstreaŵ ;ϰͿ of proteiŶ codiŶg geŶes or
iŶ traŶsposaďle eleŵeŶt ;TEͿ ;5Ϳ or iŶ TE located iŶ putative proŵoter regioŶs ǁere ideŶtified ;ϲͿ.
The aŶalǇses ǁere perforŵed at 7 dpi aŶd ϭϰ dai.



Fig. S3: GO categories of genes covered ďy DE DC-clusters at ϳ dpi.
DC-clusters located upstreaŵ geŶe ;AͿ or ǁithiŶ geŶe ;BͿ. Cellular processes categorǇ is
detailed iŶ the sŵaller pie chart.  



Fig. S4: GO categories of genes covered ďy DE DC-clusters at ϭ4 dpi. 
DE DC-clusters located upstreaŵ geŶe ;AͿ or ǁithiŶ geŶe ;BͿ. Cellular processes categorǇ is
detailed iŶ the sŵaller pie chart.  
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expressed clusters and are associated with a GO category at 7 and 14 dpi respectively. In the same 

way, 1 800 and 1 203 genes associated with a GO category are covered in genes by one or several 

differentially expressed clusters at 7 and 14 dpi respectively. Most of the genes covered within gene 

body or in their putative promoter region by differentially expressed clusters were not assigned to a 

GO category. Among genes assigned to a GO category and covered in within gene body or in putative 

promoter regions by differentially expressed clusters, two major categories can be observed: metabolic 

process and cellular process at 7 and 14 dpi. However, this is not the case for genes targeted within 

their putative promoter regions by DE clusters for which the two major GO categories are “growth” 

and “cellular process” category (Fig. S3 and S4). In all analysis we performed “cellular process” is 

always the second major GO category. Cellular process includes a majority of genes assigned to a GO 

category that are related to cell cycle and cell communication. Only genes covered by DE clusters in 

their gene body have significant GO category enrichment at 14 dai (Table S6). At 14 dpi, 

“organonitrogen compound biosynthetic process”, “response to abiotic stimulus”, “MAPK cascade” 

and “signal transduction by protein phosphorylation” are the three significantly enriched categories.  

Analysis of nat-siRNAs  

We screened differentially expressed predicted DC-siRNA clusters for nat-siRNAs. In order to 

identify nat-siRNAs within clusters differentially expressed in galls, we compared the genes that are 

covered by one or several predicted differentially expressed DC-siRNA clusters at 7 and 14 dpi 

located within genes defined as natural antisense genes (TAIR 10) (Berardini et al., 2015). 495 and 

165 genes covered by a siRNA DC-clusters correspond to cis-natural antisense genes at 7 and 14 dpi 

respectively. 34 and 27 genes covered by one or several siRNA DC-clusters correspond to trans-

natural antisense genes at 7 and 14 dpi respectively (Table S7). These clusters putatively generate nat-

siRNAs, however they all belong to the 24 nt DC category that is not canonical size for nat-siRNAs. 

Within a NAT pair of genes cis-nat-siRNAs derived from gene 1 target the post-transcriptional 

repression of the gene 2 and expression profile of these two genes is anti-correlated when these nat-

siRNA target a regulation loop (Yu et al., 2013b). For each cis-NAT pairs corresponding to DE 

putative cis-nat-siRNA clusters, we compare the expression profile of the NAT gene targeted by DE 

predicted cis-nat-siRNA cluster with the expression of the second gene of the NAT pair by using 

NEMATICS, a database of transcriptomics studies on galls induced by RKN (Cabrera et al., 2014). 

Expression data were available only for a very low number of the cis-NAT genes: 22 genes were DE 

at 7 dpi and 3 genes were DE at 14 dpi. None of these cis-NAT pairs showed anti-correlated 

expression pattern for the two genes of the cis-NAT pairs (Table S7).  

Analysis of DE clusters in galls and their putative targeted genes in galls  

Prediction of siRNA clusters may generate multiple false positives. To restrict our work to 

biologically relevant genes, we focused our further analyses on hc-siRNAs to the DE predicted siRNA 
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clusters that target genes or promoter of genes that are DE in galls with an anti-correlated expression 

profile with their corresponding predicted siRNA clusters. Expression of targeted genes of predicted 

siRNA clusters were investigated by using NEMATICS. Only a small fraction of the predicted 

siRNAs targeted genes display differential expression in galls (Table 4). At 7 dpi, 157 genes that are 

covered by DE predicted siRNA clusters within their promoter region are DE in galls and expression 

profile of 100 is anti-correlated to the DE siRNA clusters and 72 genes that are covered by DE 

predicted siRNA clusters are DE in galls and expression profile of 38 is anti-correlated to the DE 

siRNA clusters (Table S8). At 14 dpi, 150 genes that are covered by DE predicted siRNA clusters 

within their promoter region are DE in galls and expression profile of 90 is anti-correlated to the DE 

siRNA clusters and 61 genes that are covered by DE predicted siRNA clusters are DE in galls and 

expression profile of 43 is anti-correlated (Table S8). Nine and four anti-correlated DE genes are 

targeted by siRNA clusters both within promoter regions and within gene sequence at 7 and 14 dpi 

respectively (Table S9). 

Moreover, some DE genes and their corresponding anti-correlated DE predicted siRNA clusters were 

identified in the two time points of gall development. For the predicted siRNA clusters targeting 

putative promoter regions, 22 anti-correlated pairs DE genes/predicted siRNA clusters are commonly 

regulated at 7 and 14 dpi. For the predicted siRNA clusters targeting gene sequence, six anti-correlated 

pairs DE genes/predicted siRNA clusters are commonly regulated at 7 and 14 dpi (Table S10). 

Analysis of hc-siRNAs 

Genes targeted by hc-siRNA and RdDM possess TE or repeats derived from TE within their promoter 

sequences. Theses sequences are targeted by hc-siRNA to induce TGS of this region by inducing DNA 

methylation. Annotation of transposable elements was retrieved from the TAIR 10 and compared to 

the list of DE genes in galls that display predicted siRNA DC-clusters within their promoter region. 

Based on this annotation TE were identified in promoter region of two DE genes encoding a 

methionine sulfoxide reductase B5 and an unknown protein (AGI) at 7 dpi and one gene encoding a 

glycosyl hydrolase 9B14 at 14 dpi. These genes are the best candidates to be targeted by hc-siRNAs 

and RdDM during formation of galls. 

PTI induced genes putatively silenced by RdDM during plant-nematode interaction. 

In a previous analysis, Yu et al (2013) identified 356 genes that are flg22-induced and targeted by 

siRNAs in their promoter regions and therefore are putative targets of RdDM in uninfected plants. 

Using this approach the authors identified the transcription factor WRKY22 that accumulates siRNA 

and carries DNA methylation in its promoter. We compared the putative targets of RdDM identified 

by Yu et al, to the list of DE predicted siRNA clusters located in putative promoter regions/DE genes 

anti-correlated pairs in our data (Table 6). We identified 10 genes that were described as putative 



ϭϬ5 
 

RdDM targets by Yu et al (2013) and are targeted by predicted siRNA DC-clusters within their 

promoter regions with an anticorrelated expression profile siRNA clusters/DE genes in galls. 

Interestingly, these 11 genes that were described as induced by flg22 are all repressed in galls.  
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Table S4: Differentially expressed clusters with DicerCall (3/3) and >2 rpmm (3/3) upstream gene and 
in gene at 7 &14 dpi. 

Table S5: The 20DE clusters with expression data in galls and roots that present the higher FC at 7 and 
14 dpi categorized by genomic location upstream of gene or within gene.  

Fig S6: GO enrichment of DE clusters localized in genes at 7 dpi and 14 dpi. 

Table S7: List of of CisNAT and TransNAT genes that acumulates DE clusters at 7 and 14 dpi. 

Table S8: List of differentially expressed clusters localized in genes or upstream genes for each 
timepoint (7 and 14 dpi) that target genes differentially expressed in galls with anti-correlated 
expression. 

Table S9: List of DE clusters located both upstream and within gene that target genes DE in galls with 
an anticorrelated profile at each timepoint (7 and 14 dpi).  

Table S10: List of cluster/gene pairs differentially expressed in galls both at 7 & 14 dpi with an 
anticorrelated expression profile. 
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Résultats complémentaires  
du chapitre 2. 



Figure 39: Tests d’infection des ŵutants TGS.
Les ŵutaŶts d’A. thaliana rdrϮ-1 ;AͿ, rdr6-1ϱ ;BͿ, drŵ1-1/drŵϮ-Ϯ ;CͿ, drŵ1-1/drŵϮ-Ϯ/cŵtϯ-11 ;DͿ
ago4-1T ;EͿ et les plaŶtes sauvages Col-Ϭ oŶt été iŶfectés avec M. incognita. Les ŵasses d’oeuf
;MOͿ oŶt été coŵptés. Les tests statistiƋues uŶidirectioŶŶels de MaŶŶ-WhitŶeǇ oŶt été réalisés
pour chaƋue eǆpériŵeŶtatioŶ; trois réplicats ďiologiƋues oŶt été réalisés.
*: différeŶce sigŶificative par rapport à Col-Ϭ:, P < Ϭ.Ϭ5.
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Résultats complémentaires à l’article ʹ : Caractérisation des siARN d’A. 

thaliana dans les galles induites par M. incognita. 

 

AfiŶ d’Ġǀaluer l’iŵportaŶce de la rĠgulatioŶ TG“ et PTG“ daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte-nématode à galles 

la susceptibilité aux nématodes à galles de différents mutants d’A. thaliaŶa affectés dans la 

biogénèse ou dans l’actiǀitĠ des siA‘N a ĠtĠ ĠǀaluĠe par des tests d’iŶfestatioŶ. 

 

•  Les mutants des voies des siARN sont-ils plus sensibles ou plus résistants aux infections 

par les nématodes à galles ? 

Les ŵutaŶts TG“ d’A. thaliana (rdr2-1, drm1-1/drm2-2, drm1-1/drm2-2/cmt3) et le mutant TGS 

et PTGS rdr6-15 ont été infectés avec des larves de M. incognita ainsi que des plantes sauvages 

d’ĠcotǇpe Col-0. La sensibilité de ces mutants a été évaluée en comparant le nombre de masses 

d’œufs aǀec celui des plaŶtes sauǀages (Fig. 39 et 40). Une résistance accrue et statistiquement 

significative est observée pour le mutant rdr6-15 aǀec uŶe diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďre de ŵasses d’œufs 

d’uŶ facteur Ϯ. Pour les autres ŵutaŶts, oŶ oďserǀe uŶe teŶdaŶce gĠŶĠrale à l’hǇper-susceptibilité 

des ŵutaŶts de la ǀoie TG“ à l’iŶfectioŶ par M. incognita. Cette teŶdaŶce Ŷ’est cepeŶdaŶt pas 

supportée par les tests statistiques. De plus des résultats encore préliminaires (un seul test réalisé) 

obtenus pour les mutants TGS/PTGS: dcl2-1/dcl3-1/dcl4-2 et TGS nrpe1-12 et nrpd1-a4 ne révèlent 

pas de diffĠreŶces sigŶificatiǀes aǀec les plaŶtes sauǀages à l’exception des mutant nrpe1-12 qui 

présentent une faible résistance à M. incognita. Ces rĠsultats ŵoŶtreŶt doŶc l’iŵportaŶce des siA‘N 

associĠs à l’actiǀitĠ de ‘D‘ϲ daŶs l’iŶteractioŶ plaŶtes-nématodes. RDR6 est impliquée dans la 

biosynthèse de siARN impliqués dans les voies PTGS et TGS. Les résultats que nous avons obtenus 

pour les autres mutants de la voie TGS suggèrent que les régulations de type TGS ne sont pas 

esseŶtielles daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte- nématodes à galles. La résistance observée chez le mutant 

rdr6-15 seŵďle doŶc associĠe aux siA‘N de la ǀoie PTG“. NĠaŶŵoiŶs les tests d’iŶfestatioŶ aux 

ŶĠŵatodes à galles prĠseŶteŶt uŶe iŵportaŶte ǀariaďilitĠ du Ŷoŵďre de ŵasses œufs par plaŶte au 

seiŶ d’uŶ ŵġŵe gĠŶotǇpe. Il est proďaďle Ƌue cette ǀariaďilitĠ perŵette de voir uniquement les 

effets drastiques des mutations. Il est donc possible que les mutations des gènes impliqués dans la 

ǀoie TG“ Ŷe proǀoƋueŶt pas d’effet suffisaŵŵeŶt drastiƋue pour ġtre statistiƋueŵeŶt ǀalidĠs. 

Toutefois, il est important de souligner que les résultats préliminaires des tests de résistance à M. 

incognita des ŵutaŶts d’A. thaliana affectĠs daŶs la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN ŵoŶtreŶt Ƌue ddm1 et 

ser1 présentent une résistance accrue alors que ros1-4 présente une sensibilité accrue par rapport à 

la plaŶte sauǀage. BieŶ Ƌue ces rĠsultats ŶĠcessiteŶt d’ġtre coŵplĠtĠs par d’autres rĠplicats, il 

seŵďlerait Ƌue la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN soit iŵpliƋuĠe daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte – nématode à galles. 



Figure 40: Résultats préliŵinaires d’analyse des ŵutants PTGS et TGS.
Les ŵutaŶts PTGS/TGS d’A. thaliana : dclϮ-1/dclϯ-1/dcl4-Ϯ ;AͿ, ŵutaŶts TGS : nrpe1-1Ϯ ;BͿ, nrpd1-
a4 ;CͿ et plaŶtes sauvages Col-Ϭ oŶt été iŶfectés avec M. incognita. Les ŵasses d’oeuf ;MOͿ oŶt
été coŵptés. Les tests statistiƋues uŶidirectioŶŶels de MaŶŶ-WhitŶeǇ oŶt été réalisés pour
chaƋue eǆpériŵeŶtatioŶ. *: différeŶce sigŶificative par rapport à Col-Ϭ:, P < Ϭ.Ϭ5.
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Discussion générale 
 

L’eŶseŵďle des travauǆ réalisés au cours de cette thğse a perŵis de coŵŵeŶcer à décrǇpter les 

régulatioŶs de l’eǆpressioŶ géŶiƋue dues auǆ petits ARN iŶterveŶaŶt daŶs la forŵatioŶ et le ŵaiŶtieŶ 

des galles d’A. thaliana iŶduites par M. incognita ;7 et ϭϰ jaiͿ. 

1. La régulation de la reprogrammation transcriptomique dans les galles 

induites par les nématodes à galles : choix de la problématique. 

 

Le développeŵeŶt des études traŶscriptoŵiƋues a perŵis de coŵŵeŶcer à décrǇpter les 

ŵécaŶisŵes ŵoléculaires iŶterveŶaŶt chez de Ŷoŵďreuses espğces de plaŶtes lors de l’iŶteractioŶ 

plaŶtes-Ŷéŵatodes phǇtoparasites ;toŵate, vigŶe, luzerŶe, soja, riz, arachide, taďac, ďaŶaŶier, 

Cucuŵis ŵetuliferusͿ ;FaverǇ et al., ϮϬϭϲͿ. Ces aŶalǇses oŶt claireŵeŶt ŵoŶtré Ƌue la forŵatioŶ des 

galles et des cellules géaŶtes iŶduites par les Ŷéŵatodes à galles était le résultat d’uŶe vaste 

reprograŵŵatioŶ de l’eǆpressioŶ géŶiƋue des cellules de la raciŶe. Des catalogues de gğŶes doŶt 

l’eǆpressioŶ est ŵodifiée lors de l’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes à galles oŶt été étaďlis pour 

différeŶtes espğces végétales. BieŶ Ƌue les foŶctioŶs ďiologiƋues coŵŵeŶceŶt à ġtre décrǇptées, 

trğs peu d’iŶforŵatioŶs soŶt à ce jour coŶŶues sur les ŵécaŶisŵes régulaŶt cette reprograŵŵatioŶ 

de l’eǆpressioŶ géŶiƋue. Chez les eucarǇotes, l’eǆpressioŶ géŶiƋue est régulée par différeŶts 

ŵécaŶisŵes : les facteurs de traŶscriptioŶ, les ŵodificatioŶs de la chroŵatiŶe et les petits ARN 

régulateurs. Plusieurs aŶalǇses de traŶscriptoŵes oŶt ideŶtifié des facteurs de traŶscriptioŶ coŵŵe 

différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés au cours de l’iŶteractioŶ plaŶtes-Ŷéŵatodes à galles ;Jaŵŵes et al., 

ϮϬϬ5; DaŵiaŶi et al., ϮϬϭϮ; de SĄ et al., ϮϬϭϮ; KǇŶdt et al., ϮϬϭϮ; Guiŵaraes et al., ϮϬϭ5Ϳ. AiŶsi Ϯϯ 

gğŶes codaŶt pour des facteurs de traŶscriptioŶ soŶt différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés à 7 jai chez A. 

thaliana ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5Ϳ. Toutefois, le Ŷoŵďre de gğŶes différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés 

correspoŶdaŶt auǆ facteurs de traŶscriptioŶ est liŵité et proďaďleŵeŶt sous-évalué. UŶe eǆplicatioŶ 

serait Ƌu’ils préseŶteŶt souveŶt uŶ faiďle Ŷiveau d’eǆpressioŶ eŶ dessous du seuil de seŶsiďilité des 

puces à ADN. UŶ des facteurs de traŶscriptioŶ étudié est LBDϭϲ, il est iŵpliƋué daŶs la forŵatioŶ des 

raciŶes latérales et joue uŶ rôle iŵportaŶt daŶs la forŵatioŶ de la galle ;Caďrera et al., ϮϬϭϰďͿ. DaŶs 

les raciŶes iŶfestées par M. incognita, le proŵoteur de LBD16 est activé daŶs les priŵordia raciŶaires 

et daŶs les galles. La sureǆpressioŶ ou la répressioŶ de LBD16 chez A. thaliana provoƋue uŶe 

résistaŶce de la plaŶte Ƌui préseŶte uŶe diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďre de galles déŵoŶtraŶt aiŶsi uŶ rôle 

iŵportaŶt daŶs la forŵatioŶ de la galle.  
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La régulatioŶ de l’eǆpressioŶ géŶiƋue par les petits ARN est uŶ processus particuliğreŵeŶt iŵportaŶt 

pour la coŵpréheŶsioŶ des ŵécaŶisŵes ŵoléculaires aďoutissaŶt à la forŵatioŶ de la galle car ils 

réguleŶt l’eǆpressioŶ de Ŷoŵďreuǆ facteurs de traŶscriptioŶ aiŶsi Ƌue certaiŶes ŵodificatioŶs de 

l’état de la chroŵatiŶe. NéaŶŵoiŶs le rôle des petits ARN régulateurs et des ŵodificatioŶs de la 

chroŵatiŶe daŶs la forŵatioŶ de la galle resteŶt peu eǆplorés et eŶ ϮϬϭϯ, au déďut de ce projet de 

thğse, aucuŶe étude Ŷ’avait été puďliée sur ce sujet.  

2. La machinerie petits ARN et l’interaction plantes nématodes 

 

Nous avoŶs vu daŶs l’iŶtroductioŶ Ƌue les ŵiARN, les hairpiŶ siARN, les Ŷat-siARN et les 

siARN secoŶdaires ;phasiARN et tasiARNͿ eǆerceŶt des régulatioŶs de tǇpe PTGS alors Ƌue les hc-

siARN et les easiARN eǆerceŶt des régulatioŶs de tǇpe TGS ;Borges & MartieŶsseŶ, ϮϬϭ5Ϳ. Les voies 

de ces catégories de petits ARN foŶt iŶterveŶir des protéiŶes différeŶtes Ƌue ce soit pour la 

ďioǇŶthğse, la ŵaturatioŶ ou l’activité du petit ARN ;BologŶa & VoiŶŶet, ϮϬϭϰͿ. UŶe approche 

perŵettaŶt de déterŵiŶer Ƌuelles catégories de petits ARN soŶt iŵpliƋuées daŶs uŶ ŵécaŶisŵe 

doŶŶé est de tester les ligŶées d’A. thaliana préseŶtaŶt des ŵutatioŶs daŶs les gğŶes codaŶt pour les 

acteurs clefs des voies des différeŶtes catégories de petits ARN. Nous avoŶs doŶc testé la répoŶse de 

ϭϰ ŵutaŶts à l’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes à galles couvraŶt toutes les différeŶtes catégories de 

petits ARN ;Fig. ϰϭ et AŶŶeǆe ϮͿ. AfiŶ d’évaluer la répoŶse de ces plaŶtes auǆ Ŷéŵatodes à galles 

Ŷous avoŶs coŵpté les ŵasses d’œufs produites à la surface des galles Ƌui reflğteŶt le ďoŶ 

développeŵeŶt du Ŷéŵatode et doŶc la foŶctioŶŶalité du site Ŷourricier.  

UŶe réductioŶ sigŶificative du Ŷoŵďre de galles et de ŵasse d’œufs i.e. uŶe résistaŶce accrue, a été 

coŶstatée pour les ŵutaŶts hǇpoŵorphes des gğŶes ago1-Ϯ7, ago1-Ϯϱ et rdr6-1ϱ. Les gğŶes AGO1 et 

AGOϮ codeŶt pour les protéiŶes ARGONAUTE ϭ et Ϯ iŵpliƋuées daŶs la régulatioŶ PTGS eǆercée par 

les ŵiARN et certaiŶs siARN ;Fig. ϰϭͿ. Par ailleurs, RDR6 code pour uŶe protéiŶe iŵpliƋuée daŶs la 

ďiosǇŶthğse de siARN secoŶdaires iŵpliƋués à la fois daŶs la PTGS et la TGS. Ces résultats ŵoŶtreŶt 

doŶc l’iŵportaŶce des régulatioŶs de tǇpe PTGS daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte - M. incognita. EŶ revaŶche, 

les résultats des tests d’iŶfestatioŶ des ŵutaŶts de gğŶes clefs de la voie TGS : RDRϮ, AGO4, DRM1 

DRMϮ et les résultats préliŵiŶaires pour les ŵutaŶts nrpd1a, nrpe1 ŵoŶtreŶt Ƌue l’eŶseŵďle de ces 

ŵutaŶts Ŷe préseŶteŶt pas de ŵodificatioŶs statistiƋueŵeŶt sigŶificatives de la susceptiďilité auǆ 

Ŷéŵatodes à galles. Les résultats oďteŶus pour les ŵutaŶts des gğŶes situés eŶ aval de RDR6 daŶs la 

voie TGS coŵŵe AGO4, DRM1 et DRMϮ suggğreŶt doŶc Ƌue la résistaŶce accrue oďservée pour le 

ŵutaŶt rdr6-1ϱ serait liée auǆ siARN associés auǆ régulatioŶs de tǇpe PTGS plutôt Ƌu’à ceuǆ associés 

auǆ régulatioŶs de tǇpe TGS.  



M
O/

 p
la

Ŷt
e

Fig. 4ϭ. Sensiďilité des ŵutants PTGS et TGS à Meloidogyne incognita par rapport à la plante
sauvage Araďidopsis thaliana écotype Col-0.
Les ŵutaŶts PTGS ; ago1-Ϯ7, ago1-Ϯϱ, agoϮ-1, ago1-Ϯ7/agoϮ-1Ϳ, les ŵutaŶts TGS ; rdrϮ-ϭ, agoϰ-
ϭT, drŵϭ-ϭ/drŵϮ-Ϯ/cŵtϯ-ϭϭ, drŵϭ-ϭ/drŵϮ-ϮͿ, les ŵutaŶts PTGS/TGS ;rdr6-1ϱͿ et l’écotǇpe
sauvage Col-Ϭ oŶt été iŶoculés avec des larves de M. incognita. La seŶsiďilité relative a été
déterŵiŶée par le coŵptage des ŵasses d’œufs ;MOͿ chez les ŵutaŶts par rapport auǆ plaŶtes
sauvages. Trois test de résistaŶce iŶdépeŶdaŶts soŶt représeŶtés par les différeŶts sǇŵďoles. Les
sǇŵďoles pleiŶs iŶdiƋueŶt les ligŶées ŵutaŶtes Ƌui soŶt sigŶificativeŵeŶt différeŶtes des ligŶées
sauvages seloŶ le test uŶidirectioŶŶel de MaŶŶ-WhitŶeǇ ;P < Ϭ.Ϭ5Ϳ.
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Ces résultats rejoigŶeŶt ceuǆ oďteŶus par Heǁezi et al. ;ϮϬϬϴͿ daŶs le cadre de l’iŶteractioŶ A. 

thaliana – Ŷéŵatode à kǇstes. DifféreŶts ŵutaŶts affectés daŶs les gğŶes de la ďiosǇŶthğse des petits 

ARN: RDR et DCL oŶt été iŶfectés par H. schachtii. Seul rdrϮ-1 Ŷe préseŶte aucuŶe ŵodificatioŶ du 

Ŷoŵďre de ŵasses d’œufs Ŷ’a été coŶstatée. NéaŶŵoiŶs les autres ŵutaŶts préseŶteŶt uŶe 

teŶdaŶce géŶérale à la résistaŶce ŵais cette teŶdaŶce Ŷ’est pas statistiƋueŵeŶt sigŶificative à 

l’eǆceptioŶ du siŵple ŵutaŶt dclϮ-1, du douďle ŵutaŶt dclϮ-1/dclϯ-1 et du triple ŵutaŶt dclϮ-1/dclϯ-

1/dcl4-Ϯ Ƌui préseŶteŶt uŶe réductioŶ sigŶificative du Ŷoŵďre de Ŷéŵatodes feŵelles. Nous avoŶs 

réalisé uŶ preŵier test d’iŶfestatioŶ avec le triple ŵutaŶt dclϮ-1/dclϯ-1/dcl4-Ϯ Ƌui Ŷ’a pas ŵoŶtré de 

différeŶces sigŶificatives avec les plaŶtes sauvages ;Fig. ϰϭͿ. Toutefois, d’autres tests soŶt Ŷécessaires 

pour étaǇer ce résultat.  

L’aďseŶce de rôle ŵajeur de la voie TGS daŶs la forŵatioŶ du site Ŷourricier est surpreŶaŶte. 

Toutefois, il est égaleŵeŶt surpreŶaŶt Ƌue ces ŵutaŶts de la voie TGS d’A. thaliana Ŷe préseŶteŶt 

pas de phéŶotǇpes développeŵeŶtauǆ drastiƋues coŵŵe c’est le cas des ŵutaŶts perte de foŶctioŶ 

des gğŶes clef de la voie PTGS doŶt le développeŵeŶt est souveŶt trğs altéré ;Vaucheret et al., 

ϮϬϬϰͿ. La redoŶdaŶce foŶctioŶŶelle des acteurs des différeŶtes voies des petits ARN pourrait 

eǆpliƋuer cette aďseŶce de phéŶotǇpe pour certaiŶs ŵutaŶts de la voie TGS. EŶ effet il a été ŵoŶtré 

Ƌue la régulatioŶ PTGS RDRϲ-dépeŶdeŶte des traŶsgğŶes est eǆacerďée chez les ŵutaŶts d’A. 

thaliana préseŶtaŶt uŶe ŵutatioŶ daŶs le gğŶe RDRϮ Ƌui est ŶorŵaleŵeŶt iŵpliƋué daŶs la voie TGS 

suggéraŶt Ƌue ces deuǆ eŶzǇŵes soŶt eŶ coŵpétitioŶ pour coŶvertir uŶ ŵġŵe « pool » d’ARN siŵple 

ďriŶ eŶ douďle ďriŶ ;JauvioŶ et al., ϮϬϭϮͿ. Par ailleurs, il est égaleŵeŶt possiďle Ƌue les siARN associés 

à la voie TGS Ŷe joueŶt pas uŶ rôle ŵajeur daŶs l’iŶteractioŶ A. thaliana – M. incognita ŵais 

apporteŶt uŶe coŶtriďutioŶ doŶt la part Ŷe peut ġtre évaluée statistiƋueŵeŶt eŶ raisoŶ de la forte 

variaďilité des tests de résistaŶce auǆ Ŷéŵatodes à galles. EŶ effet la forte variaďilité du Ŷoŵďre de 

galles et de ŵasses d’œufs par plaŶte coŶstatée au seiŶ d’uŶ ŵġŵe test pour les plaŶtes d’uŶ ŵġŵe 

écotǇpe pourrait ŵasƋuer des effets ŵodérés du poiŶt de vue statistiƋue. Cette hǇpothğse est 

supportée par la teŶdaŶce à l’hǇper seŶsiďilité à l’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes à galles oďservée pour 

la plupart des ŵutaŶts de la voie TGS ŵais Ƌui Ŷ’est pas coŶfirŵée par les aŶalǇses statistiƋues. Il est 

iŶtéressaŶt de Ŷoter Ƌue cette teŶdaŶce gloďale ŶoŶ supportée statistiƋueŵeŶt est oďservée daŶs 

les tests d’iŶfestatioŶs de ŵutaŶts de la TGS d’A. thaliana avec les Ŷéŵatodes à kǇstes ;Heǁezi et al. 

ϮϬϬϴͿ. Toutefois les teŶdaŶces oďservées soŶt opposées daŶs le cadre de l’iŶteractioŶ plaŶtes-

Ŷéŵatodes à galles et plaŶtes-Ŷéŵatodes à kǇstes. 

L’eŶseŵďle de Ŷos résultats suggğreŶt doŶc Ƌue les régulatioŶs de tǇpe PTGS soŶt iŵportaŶtes daŶs 

l’iŶteractioŶ A. thaliana - M. incognita alors Ƌue les régulatioŶs de tǇpe TGS Ŷe seŵďleŶt pas avoir uŶ 

rôle prépoŶdéraŶt. Parŵi les régulatioŶs de tǇpe PTGS, la voie des ŵiARN seŵďle particuliğreŵeŶt 
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iŵportaŶte pour le développeŵeŶt des sites Ŷourricier. Ce résultat est supporté par des résultats 

préliŵiŶaires ŵoŶtraŶt uŶe trğs forte résistaŶce du ŵutaŶt du gğŶe clef de la voie des ŵiARN 

SERRATE ;AŶŶeǆe ϮͿ.  

3. Caractérisation des miARN et des siARN : problématique et choix des 

outils d’analyses. 

 

L’oďjectif de ce travail de thğse était doŶc de caractériser les petits ARN iŵpliƋués daŶs la 

forŵatioŶ des galles d’A. thaliana iŶduites par M. incognita. Au cours de ce projet, trois études oŶt 

été puďliées décrivaŶt l’aŶalǇse des ŵiARN lors de l’iŶteractioŶ plaŶtes-Ŷéŵatodes à galles. La 

preŵiğre étude parue eŶ ϮϬϭ5 a perŵis d’ideŶtifier chez la toŵate Ϯϲϯ ŵiARN associés à la voie de 

l’acide jasŵoŶiƋue, uŶe horŵoŶe iŵpliƋuée daŶs la défeŶse coŶtre les Ŷéŵatodes, et 

différeŶtielleŵeŶt régulés daŶs les plaŶtes eŶtiğres lors de l’iŶfectioŶ par M. incognita ;)hao et al., 

ϮϬϭ5Ϳ. L’aŶalǇse foŶctioŶŶelle de ŵiRϯϭ9 a ŵoŶtré Ƌue la régulatioŶ post-traŶscriptioŶŶelle du gğŶe 

codaŶt pour le facteur de traŶscriptioŶ TCPϰ par ce ŵiARN est iŵpliƋuée daŶs la répoŶse sǇstéŵiƋue 

de la plaŶte auǆ Ŷéŵatodes à galles. UŶe secoŶde étude à laƋuelle Ŷous avoŶs participé, a ideŶtifié 

ϲϮ ŵiARN différeŶtielleŵeŶt régulés daŶs les galles d’A. thaliana iŶduites par M. javanica à ϯ jai. De 

plus, cette étude a étaďli Ƌue la régulatioŶ du gğŶe codaŶt pour uŶ facteur de traŶscriptioŶ de 

répoŶse à l’auǆiŶe ARFϯ par les tasiRNA résultaŶt de l’actioŶ de ŵiRϯ9Ϭ est Ŷécessaire pour la 

forŵatioŶ de la galle ;Caďrera et al., ϮϬϭϲͿ. EŶfiŶ uŶe étude trğs réceŶte, parue eŶ avril ϮϬϭ7 relate 

des ŵiARN différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés daŶs les galles de toŵate seŶsiďle ou résistaŶte iŶfectés par 

M. incognita à ciŶƋ stades différeŶts de développeŵeŶt ;Kaur et al., ϮϬϭ7Ϳ. Au total, Ϯϴϭ Ŷouveauǆ 

ŵiARN oŶt été ideŶtifiés et 5Ϯ ŵiARN coŶservés. UŶe corrélatioŶ Ŷégative des profils d’eǆpressioŶs a 

été étaďlie eŶtre des ŵiARN coŶservés ;ŵiRϭ5ϲ, ŵiRϭ59, ŵiRϭϲϰ et ŵiRϯ9ϲͿ et leurs ciďles ;SBFP, 

GAMYB-like, NAC et GRFϭͿ. 

Au déŵarrage de ce projet, plusieurs choiǆ de techŶiƋues oŶt été faits coŶcerŶaŶt le ŵatériel 

ďiologiƋue, les techŶiƋues de séƋueŶçage utilisées et les paraŵğtres d’aŶalǇse. DaŶs uŶ preŵier 

teŵps, Ŷous avoŶs choisi le tǇpe de tissus à aŶalǇser. Coŵŵe préseŶté daŶs l’iŶtroductioŶ, les études 

de la répoŶse de la plaŶte auǆ Ŷéŵatodes à galles oŶt été réalisées à plusieurs échelles : la plaŶte 

eŶtiğre ;)hao et al., ϮϬϭ5Ϳ, la galle eŶtiğre ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5Ϳ et les cellules géaŶtes ;Barcala et al., 

ϮϬϭϬͿ. Des différeŶces eŶtre les aŶalǇses de traŶscriptoŵes des cellules géaŶtes et des galles d’ A. 

thaliana oŶt été ŵises eŶ évideŶce avec ϭϮϬ gğŶes différeŶtielleŵeŶt régulés daŶs les deuǆ tǇpes de 

tissus ;ϭϬ%Ϳ et ϭϬϰϭ gğŶes spécifiƋueŵeŶt régulés daŶs les galles ou les cellules géaŶtes ;9Ϭ%Ϳ 

;Barcala et al., ϮϬϭϬͿ. EŶ particulier, les gğŶes faiďleŵeŶt eǆpriŵés daŶs les cellules géaŶtes Ŷe soŶt 

pas détectés daŶs l’aŶalǇse du traŶscriptoŵe des galles proďaďleŵeŶt dû à uŶ effet de dilutioŶ des 
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transcrits des cellules géantes dans la galle (Portillo et al., 2013). De plus, des processus biologiques 

fortement perturbés dans les cellules géantes, ne sont pas identifiés parmi les gènes régulés dans les 

galles. Par exemple dans les transcriptomes des cellules géantes de tomate, la catégorie de « Gene 

Ontology » « stress » contient une forte proportion de gènes réprimés alors que cette catégorie ne 

présente aucun gène différentiellement régulé dans les transcriptome de galles à 3 jai (Barcala et al., 

2010). Ce rĠsultat ŵoŶtre Ƌue l’Ġtude des Đellules gĠaŶtes et de la galle apporteŶt des iŶforŵatioŶs 

distiŶĐtes. BieŶ Ƌue les Đellules gĠaŶtes ĐoŶstitueŶt l’ĠlĠŵeŶt central de la galle, les modifications 

iŶduites par les ŶĠŵatodes s’ĠteŶdeŶt au-delà des cellules géantes puisque les cellules voisines 

situées autour des cellules géantes entrent également en division et certaines deviennent 

hypertrophiés (Berg et al., 2008). La division des cellules voisines participe probablement à la 

croissance des cellules géantes en évitant que le tissu autour ne se rompe mais également en initiant 

un processus de différenciation vasculaire important pour le développement des cellules géantes 

(Bartlem et al., 2014). Les cellules adjacentes ont un transcriptome qui est également modifié lors de 

l’iŶteraĐtioŶ aǀeĐ les ŶĠŵatodes à galles Đoŵŵe oŶ peut le ǀoir Đhez M. truncatula où 740 gènes 

sont différentiellement régulés à 7 jai dont 498 sont communs avec les cellules géantes (Damiani et 

al., 2012). Nous aǀoŶs doŶĐ fait le Đhoiǆ d’aŶalǇser la galle eŶtière afiŶ d’aǀoir uŶe ǀue plus Đoŵplète 

des changements moléculaires induits par le nématode et de pouvoir les comparer avec des données 

transĐriptoŵiƋues oďteŶues à partir d’ĠĐhaŶtilloŶs de galles auǆ ŵġŵe poiŶts de ĐiŶĠtiƋues. Les 

limites techniques ont également orienté ce choix car la micro-dissection de cellules est une 

teĐhŶiƋue Đoûteuse et lourde à ŵettre eŶ plaĐe. Toutefois l’Ġtude de galle eŶtière iŵpliƋue uŶ 

mélange de tissus appartenant au nématode et à la plante. 

 Par la suite, la technologie de séquençage haut débit SOLiD (Life Technologies) a été choisie pour le 

séquençage des petits ARN des galles et des racines. Cette technologie était présentée comme 

partiĐulièreŵeŶt adaptĠe à l’Ġtude des petits A‘N Đar ĐhaƋue ďase de ĐhaƋue sĠƋueŶĐe est ǀĠrifiĠe 

deux fois garantissant une meilleure ƋualitĠ des sĠƋueŶĐes oďteŶues aǀeĐ ŵoiŶs d’erreurs de 

séquençages que les technologies Illumina (Metzker, 2010). Toutefois ce choix implique une plus 

graŶde ĐoŵpleǆitĠ pour l’aŶalǇse ďioiŶforŵatiƋue des sĠƋueŶĐes oďteŶues Đar les séquences sont 

encodées en Đouleurs et Ŷe soŶt retraŶsĐrites eŶ sĠƋueŶĐes ŶuĐlĠotidiƋues Ƌu’après le 

positionnement sur un génome lui-même traduit en espace couleur.  

J’ai doŶĐ ĐaraĐtĠrisĠ les populatioŶs de ŵiA‘N et siA‘N eǆpriŵĠs daŶs les galles d’A. thaliana 

induites par M. incognita et dans les entre-Ŷœuds de raĐiŶes saiŶes (tronçon racinaire compris entre 

l’ĠŵergeŶĐe de deuǆ raĐiŶesͿ à 7 et 14 jai, deux étapes importantes de la formation de la galle : une 

phase active de mise en place des cellules géantes avec des divisions nucléaires sans cytokinèse (7 

jai) et une phase de croissance et de maintien du site nourricier avec des phénomènes 
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était d’ideŶtifier les petits ARN de plaŶtes doŶt l’eǆpressioŶ varie sigŶificativeŵeŶt daŶs les galles. Le 

choiǆ de ces deuǆ poiŶts de ciŶétiƋues a égaleŵeŶt perŵis de coŵparer les résultats de l’aŶalǇse du 

séƋueŶçage de petits ARN auǆ doŶŶées traŶscriptoŵiƋues de galles et de raciŶes ŶoŶ iŶoculées d’A. 

thaliana précédeŵŵeŶt oďteŶues au laďoratoire aiŶsi ;Jaŵŵes et al., ϮϬϬ5Ϳ. 

 

3.1. Les miARN : des acteurs de la régulation plante – nématodes à galles. 

3.1.1. Identification des miARN différentiellement exprimés dans les galles 

 

Notre étude a perŵis d’étaďlir uŶ catalogue des ŵiARN eǆpriŵés daŶs les galles et daŶs les 

raciŶes saiŶes et d’ideŶtifier les ŵiARN différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés daŶs les galles à 7 et ϭϰ jai. EŶ 

coŵpléŵeŶt de ce projet, la collaďoratioŶ avec l’éƋuipe de CaroliŶa Escoďar ;UŶiversité Castilla-La 

MaŶcha, Tolğde, EspagŶeͿ a perŵis de réaliser uŶ travail siŵilaire pour les ŵiARN eǆpriŵés daŶs les 

galles iŶduites par M. javanica à ϯ jai ;Caďrera et al., ϮϬϭϲͿ. L’eŶseŵďle de ces travauǆ a perŵis de 

coŶstruire uŶe visioŶ claire de l’eǆpressioŶ des ŵiARN lors de la forŵatioŶ des galles chez 

Araďidopsis. Au total, ϲϮ, ϭϬ et ϮϬ ŵiARN oŶt été ideŶtifiés coŵŵe différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés daŶs 

les galles à ϯ, 7 et ϭϰ jai respectiveŵeŶt. La différeŶce iŵportaŶte du Ŷoŵďre de ŵiARN 

différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés eŶtre ces deuǆ aŶalǇses à ϯ jai et 7-ϭϰ jai est proďaďleŵeŶt due à la 

différeŶce de ŵéthodes statistiƋues eŵploǇées: t-test pour les aŶalǇses à ϯ jai et De-seƋ pour les 

aŶalǇses à 7 et ϭϰ jai. A ϯ jai, plus des trois-Ƌuarts des ŵiARN soŶt répriŵés daŶs les galles. Parŵi les 

ŵiARN différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés, la proportioŶ de ŵiARN sureǆpriŵés augŵeŶte de ϭϴ% à 5Ϭ% et 

à ϴϬ% à ϯ, 7 et ϭϰ jai respectiveŵeŶt. Ces résultats suggğreŶt Ƌu’au cours du développeŵeŶt de la 

galle, il Ǉ aurait uŶe iŶductioŶ progressive de l’eǆpressioŶ des ŵiARN. L’augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďre de 

ŵiARN différeŶtielleŵeŶt régulés a égaleŵeŶt été oďservée lors de l’iŶteractioŶ eŶtre A. thaliana et 

les Ŷéŵatodes à kǇstes avec ϴ et ϮϮ ŵiARN différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés à ϰ et 7 jai ;Heǁezi et al., 

ϮϬϬϴͿ.  

Il est égaleŵeŶt iŶtéressaŶt de souligŶer Ƌue chez A thaliana ϲ faŵilles de ŵiARN ;MiRϭϲϯ, ŵiRϭϲ7, 

ŵiRϯϭ9, ŵiRϯ9Ϭ, ŵiRϯ99 et ŵiRϮϭϭϭͿ soŶt différeŶtielleŵeŶt régulées à la fois à ϯ, 7 et ϭϰ jai. 

Toutefois, seules les faŵilles ŵiRϯ9Ϭ et ŵiRϯ99 oŶt les ŵġŵes profils d’eǆpressioŶ au cours du 

développeŵeŶt de la galle. La faŵille ŵiRϯ9Ϭ est sureǆpriŵée daŶs les galles à ces trois poiŶts et 

ceuǆ de la faŵille MIRϯ99 soŶt répriŵés à ϯ, 7 et ϭϰ jai.  

L’eǆpressioŶ des ciďles prédites et validées in vitro pour les Ϯϰ ŵiARN différeŶtielleŵeŶt régulés à 7 

et ϭϰ jai a été étudiée à partir des doŶŶées de puces à ADN grâce à l’outil NEMATICS Ƌui regroupeŶt 
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les profils d’eǆpressioŶ de plusieurs études traŶscriptoŵiƋues des iŶteractioŶs A. thaliana –

Ŷéŵatodes phǇtoparasites ;Caďrera et al., ϮϬϭϰaͿ. Du fait du ŵode d’actioŶ des ŵiARN, était atteŶdu 

uŶ profil d’eǆpressioŶ des ŵiARN aŶti-corrélé avec celui de leurs ciďles. Cette approche a ŵoŶtré des 

profils aŶti-corrélés uŶiƋueŵeŶt pour Ϯ ciďles à 7 jai et ϯ ciďles à ϭϰ jai. Toutefois, l’aŶalǇse de 

traŶscriptoŵe par hǇďridatioŶ de puces à ADN Ŷ’est pas la ŵeilleure approche pour aŶalǇser l’actioŶ 

des ŵiARN car iͿ eŶ foŶctioŶ de la localisatioŶ des soŶdes de la puce par rapport au site de clivage les 

produits issus du clivage des traŶscrits par les ŵiARN peuveŶt s’hǇďrider auǆ soŶdes et ġtre détectés 

coŵŵe les traŶscrits iŶtacts et iiͿ de Ŷoŵďreuses ciďles des ŵiARN soŶt des facteurs de traŶscriptioŶ 

doŶt la faiďle eǆpressioŶ est difficileŵeŶt détectaďle par ce tǇpes d’aŶalǇses coŵŵe le ŵoŶtre le 

faiďle Ŷoŵďre de ciďles des ŵiARN DE Ƌui soŶt différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵées daŶs les doŶŶées 

NEMATICS ;ϴ ciďles à 7 et/ou ϭϰ jaiͿ. AfiŶ d’ideŶtifier les ciďles de ces ŵiARN daŶs les galles, la 

ŵeilleure approche est de géŶérer uŶ dégradoŵe à partir des galles d’A. thaliana. Cette approche 

repose daŶs uŶ preŵier teŵps sur la sélectioŶ des ARNŵ grâce des ďilles sur lesƋuelles soŶt greffées 

des séƋueŶces d’oligo;dTͿ Ƌui voŶt se lier auǆ Ƌueues polǇA des ARNŵ à l’eǆtréŵité ϯ’. Des 

adaptateurs uŶiversels voŶt eŶsuite ġtre utilisés pour se lier à l’eǆtréŵité 5’ des ARNŵ. L’utilisatioŶ 

d’aŵorces coŵpléŵeŶtaires à l’adaptateur uŶiversel et des aŵorces oligo;dTͿ perŵettroŶt 

d’aŵplifier les différeŶtes séƋueŶces d’ARNŵ. Suite à l’aŵplificatioŶ, le séƋueŶçage des aŵplicoŶs 

perŵettra de déterŵiŶer si la séƋueŶce de l’ARNŵ est coŵplğte ou si elle a été clivée. Le 

séƋueŶçage du dégradoŵe Ƌui coŶtieŶt ŶoŶ seuleŵeŶt les traŶscrits ŵais égaleŵeŶt les produits de 

dégradatioŶ des traŶscrits perŵet d’ideŶtifier les produits de clivage résultaŶt de l’actioŶ des ŵiARN 

et doŶc la ciďle de ces ŵiARN daŶs les galles ;GerŵaŶ et al., ϮϬϬϴͿ ; ;Addo-QuaǇe et al., ϮϬϬϴͿ. La 

géŶératioŶ d’uŶ dégradoŵe Ŷ’est cepeŶdaŶt pas Ŷécessaire lorsƋue l’oŶ veut vérifier le clivage d’uŶ 

petit Ŷoŵďre de ciďles de ŵiARN, daŶs ce cas là il est possiďle de réaliser uŶe 5’RACE PCR Ƌui repose 

sur le ŵġŵe priŶcipe Ƌue le dégradoŵe ŵais avec des aŵorces spécifiƋues à l’eǆtréŵité 5’ de la 

séƋueŶce Ƌue l͚oŶ cherche à détecter. Le séƋueŶçage de cette séƋueŶce perŵettra de déŵoŶtrer si 

elle a été clivée ou ŶoŶ. 

3.1.2. L’analyse de l’activité des promoteurs  

 

DaŶs Ŷos résultats, siǆ ŵiARN apparaissaieŶt coŵŵe particuliğreŵeŶt iŶtéressaŶts eŶ raisoŶ 

de leur coŶservatioŶ chez les plaŶtes hôtes des Ŷéŵatodes à galles et leurs rôles décrits daŶs la 

ďiďliographie. EŶ effet plusieurs ŵiARN se distiŶgueŶt coŵŵe ŵiRϭϲ7, ŵiRϭϲϰ et ŵiRϯ9Ϭ iŵpliƋués 

daŶs la répoŶse à l’auǆiŶe ;MariŶ et al., ϮϬϭϬ; Liu et al., ϮϬϭϰͿ, ŵiRϭϲϰ et ŵiRϯϭ9 iŵpliƋués daŶs la 

prolifératioŶ cellulaire ;PalatŶik et al., ϮϬϬϯ; Schoŵŵer et al., ϮϬϭϰͿ, ŵiRϭϲ7 et ŵiRϭϲϬ iŵpliƋués 

daŶs l’architecture raciŶaire ;Gutierrez et al., ϮϬϬ9; Bustos-SaŶŵaŵed et al., ϮϬϭϯͿ et ŵiRϯ9ϰ 
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impliqué dans la différenciation cellulaire (Knauer et al., 2013). Les profils d’actiǀitĠ des proŵoteurs 

de MIR167a/b/c/d, MIR394b, MIR390a et MIR164c et MIR408 ont été analysés afin de confirmer ou 

infirmer les résultats obtenus en séquençage. Alors Ƌue les rĠsultats oďteŶus suggğreŶt l’iŵportance 

de miR394, miR167 et miR390 pour la formation de la galle, les résultats obtenus pour pMIR164 ont 

rĠǀĠlĠ l’existeŶce d’uŶ poteŶtiel ďiais daŶs Ŷotre dispositif expĠriŵeŶtal.  

L’utilisatioŶ de gğŶe rapporteur a coŶfirŵĠ les rĠsultats de sĠƋueŶçage eŶ montrant que les 

promoteurs de MIR167a et MIR167d sont actifs dans les galles et les cellules géantes mais que seul le 

promoteur de MIR167d est surexprimé dans les galles par rapport aux racines saines. La famille des 

MiR167 a pour cible les transcrits de gènes codant pour les facteurs de transcription répondant à 

l’auxiŶe ARF6 et A‘Fϴ Ƌui soŶt des iŶducteurs de l’expressioŶ des gğŶes de rĠpoŶse à l’auxiŶe (Liu et 

al., 2014). L’auxiŶe joue uŶ rôle ŵajeur daŶs la forŵatioŶ des raciŶes et daŶs la forŵatioŶ des galles. 

La concentration en auxine augmente dans les galles induites par les nématodes à galles 

(Balasubramanian & Rangaswami, 1962) et des analyses de spectrométrie de masse ont également 

perŵis de dĠtecter la prĠseŶce d’auxiŶe daŶs les sĠcrĠtioŶs d’H. schachtii et de M. incognita (De 

Meutter et al., 2005). L’actiǀatioŶ de D‘ϱ, uŶ seŶseur de l’auxiŶe, est ǀisiďle trğs tôt daŶs le 

développement des cellules géantes et dans les cellules voisines (Cabrera et al., 2014b). De plus, le 

ŵutaŶt de toŵate iŶseŶsiďle à l’auxiŶe diaegotropica présente une résistance à M. incognita 

(Goverse et al., 2000). Un des exemples qui illustre le mieux le lien entre le développement de galles 

et le développement racinaire est le facteur de transcription LBD16, essentiel pour le développement 

des galles et des raciŶes latĠrales et doŶt l’expressioŶ est rĠgulĠe par l’auxiŶe (Cabrera et al., 2014b). 

Par ailleurs, un second miARN impliqué dans la voie auxinique, miR390 est impliqué dans la 

formation de la galle via les siARN secondaires issus du gène TAS3. Ces siARN secondaires induisent la 

répression post-traŶscriptioŶŶelle du facteur de traŶscriptioŶ de rĠpoŶse à l’auxiŶe A‘Fϯ (Cabrera et 

al., 2016). L’aŶalǇse de l’actiǀitĠ des proŵoteurs de MIR390a et TAS3 Ƌue j’ai rĠalisée montre un 

signal dans les galles à 5 et 7 jai ainsi que dans les apex et primordia racinaires des racines infectées 

et non infectées pour pMIR390 et un pattern similaire à 7 et 14 jai pour pTAS3. Il est intéressant de 

signaler que miR167 présente des similarités avec miR390 puisque ces deux miARN ciblent des 

transcrits de gènes de la famille des ARF. Ces deux miARN sont également impliqués dans 

l’architecture raciŶaire : miR390 intervenant dans la formation des racines latérales (Marin et al., 

2010) et miR167 dans la formation de racines adventives (Gutierrez et al., 2009, 2012). Les résultats 

de l’aŶalǇse de proŵoteurs et du sĠƋueŶçage suggğreŶt doŶc Ƌue ŵi‘ϭϲϳd et ŵi‘ϯϵϬ pourraient 

ġtre iŵpliƋuĠs daŶs la forŵatioŶ de la galle. Ce rôle pour ŵi‘ϯϵϬ a ĠtĠ coŶfirŵĠ daŶs l’Ġtude de 

Cabrera et al. 2016 où le mutant miR390a-2 présente une résistance accrue aux nématodes à galles. 
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L’aŶalǇse de l’actiǀitĠ du proŵoteur de MIR394b confirme la surexpression dans les galles observée 

en séquençage et montre que ce gène est exprimé fortement d ns les galles à 14 jai. Comme nous 

l’aǀoŶs prĠseŶtĠ eŶ iŶtroductioŶ, les ŵiA‘N de la faŵille ŵi‘ϯϵϰ soŶt iŵpliƋuĠs daŶs le ŵaiŶtieŶ de 

l’Ġtat iŶdiffĠrencié des cellules méristématiques du méristème apical foliaire. Ces miARN ciblent les 

transcrits du gène LEAF CURLING RESPONSIVENESS (LCR) et cette répression permet au facteur de 

traŶscriptioŶ WU“CHEL de rĠguler l’ideŶtitĠ ŵĠristĠŵatiƋue eŶ actiǀaŶt l’expression du gène 

CLAVATA3. Le peptide CLAVATA 3 réprime à son tour WUSCHEL générant ainsi une boucle de 

coŶtrôle ŶĠgatiǀe Ƌui serait à l’origiŶe du ŵaiŶtieŶ d’uŶ petit groupe de cellules à l’Ġtat iŶdiffĠreŶciĠ 

(Knauer et al., 2013). Il a été montré que le nématode à kyste H. glycines sécrète une protéine Hg-

SYV46 qui présente des motifs structuraux communs avec le peptide de plante CLAVATA3. Les 

nématodes à kystes dont les transcrits de Hg-SYV46 ont été réprimés par ARNi présentent une 

diminution du nombre de femelles (Bakhetia et al., 2007). La surexpression de Hg-SYV46 chez les 

mutants clv3 complémente le phénotype alors que la surexpression de Hg-SYV46 chez une plante 

sauǀage iŶduit uŶe forte rĠpressioŶ de l’expressioŶ de WUSCHEL coŵŵe c’est le cas pour la 

surexpression de CLAVATA3 (Wang et al., 2005b). De même chez les nématodes à galles, le gène 

16D10 présent chez M. incognita code pour un peptide de sécrétion de type CLAVATA3/ESR-related 

(CLE) (Huang et al., 2006b). L’expression in planta d’uŶ A‘N douďle ďriŶ correspoŶdaŶt à ϭϲDϭϬ chez 

A. thaliana provoque une augmentation de la résistance aux nématodes à galles. De plus, la 

surexpression de 16D10, qui interagit directement avec deux facteurs de transcription SCARECROW-

like ne complémente pas le phénotype du mutant clv3 mais stimule la croissance des racines chez A. 

thaliana et le tabac (Huang et al., 2006b). Ces résultats montrent que les miARN de la famille miR394 

sont des candidats particulièrement intéressants pour intervenir lors de la formation de la galle en 

raisoŶ de iͿ leur foŶctioŶ de coŶtrôle de l’Ġtat de diffĠreŶciatioŶ des cellules et iiͿ du rôle Ġtaďli du 

gène de la plante CLAVATA3 daŶs l’iŶteractioŶ plaŶtes-nématodes. La surexpression de MIR394b 

observée dans les galles pourrait entraîner la répression de LCR coŵŵe c’est le cas daŶs les 

ŵĠristğŵes apicaux et coŶtraiŶdre la cellule ǀĠgĠtale à Ƌuitter l’ideŶtitĠ cellulaire à laƋuelle elle 

appartient et de se rapprocher de celui des cellules méristématiques dans lesquelles la division et 

l’ĠloŶgatioŶ cellulaire est particuliğreŵeŶt actiǀe. La surexpressioŶ de MIR394 pourrait donc 

participer au ŵĠcaŶisŵe de dĠdiffĠreŶciatioŶ des cellules raciŶaires lors de l’induction des cellules 

géantes. 

Mi‘ϰϬϴ est uŶ ŵiA‘N rĠgulaŶt l’expressioŶ de gğŶes codaŶt pour des « copper binding proteins », 

des plantacyanines et des laccases. Il est impliqué dans la réponse des plantes à de très nombreux 

stress abiotiques (Ma et al., 2015). L’aŶalǇse de l’actiǀitĠ du proŵoteur de MIR408 a confirmé la 

surexpression dans les galles observée dans les données de séquençage suggérant que ce miARN 
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pourrait iŶterǀeŶir daŶs l’iŶteraĐtioŶ plaŶte-nématode à galles. Toutefois, les tests d’iŶfeĐtioŶ 

rĠalisĠs aǀeĐ les ŵutaŶts d’A. thaliana surexprimant ou perte de fonction de MIR408 Ŷ’oŶt pas 

montré de modifications de la rĠpoŶse de la plaŶte à l’iŶfeĐtioŶ par les ŶĠŵatodes à galles. BieŶ Ƌue 

les doŶŶĠes d’eǆpressioŶ suggèreŶt Ƌue Đe miARN pourrait être impliqué dans la formation de la 

galle, les rĠsultats des tests d’iŶfestatioŶ Ŷe ĐoŶfirŵeŶt pas Đette hǇpothèse et ŵoŶtreŶt Ƌue Đe 

ŵiA‘N Ŷ’a pas de rôle ŵajeur daŶs la forŵatioŶ des galles ou aurait uŶe redoŶdaŶĐe foŶĐtioŶŶelle 

de ses cibles. 

A l’iŶǀerse des rĠsultats oďteŶus pour les proŵoteurs de ŵi‘ϭϲϳ et ŵi‘ϯϵϰ, l’aŶalǇse de l’aĐtiǀitĠ du 

promoteur de MIR164 Ŷ’a pas ĐoŶfirŵĠ les rĠsultats du sĠƋueŶçage et a rĠǀĠlĠ uŶ possiďle ďiais daŶs 

notre analyse. Ce miARN semblait un candidat intéressant pour la formation des galles puisque 

miR164 est impliqué dans la prolifération cellulaire de la feuille et participe à la régulation de la 

production de racines latérales en ciblant les facteurs de transcriptions NAC (Guo et al., 2005). 

L’aŶalǇse de pMIR164c montre une très forte activité dans les galles à 7 et 14 jai alors que le 

séquençage montre que la forme mâture de miR164c est moins abondante dans les galles que dans 

les raĐiŶes ŶoŶ iŶoĐulĠes à ϳ et ϭϰ jai. DaŶs les raĐiŶes ŶoŶ iŶoĐulĠes, l’aŶalǇse de l’activité de 

pMIR164 montre un signal modéré dans les racines primaires et un très fort signal dans les racines 

seĐoŶdaires. Lors de l’ĠĐhaŶtilloŶŶage du ŵatĠriel ďiologiƋue pour le sĠƋueŶçage, les eŶtreŶœuds 

racinaires ont été prélevés à partir des racines primaires mais aussi beaucoup à partir des racines 

secondaires. Cet échantillonnage peut donc introduire un biais dans nos analyses.  

L’aŶalǇse de l’aĐtiǀitĠ des proŵoteurs de ŵiA‘N ideŶtifiĠs Đoŵŵe diffĠreŶtielleŵeŶt eǆpriŵĠs lors 

du séquençage constitue donc une validation importante des données de séquençage.  

L’eŶseŵďle de Ŷos rĠsultats et des doŶŶĠes ďiďliographiƋues suggèreŶt doŶĐ Ƌue les faŵilles ŵi‘ϭϲϳ 

et miR394 sont des candidats particulièrement intéressants pour intervenir dans la formation des 

galles. Les aŶalǇses de traŶsĐriptoŵes de galles par puĐes à ADN Ŷ’oŶt pas perŵis de ŵettre eŶ 

évidence de répression dans les galles à 7 et 14 jai des transcrit du gène LCR ciblé par miR394 ou des 

transcrits des gènes ARF6 et ARF8 ciblé par miR167. Toutefois Đoŵŵe Ŷous l’aǀoŶs ǀu 

prĠĐĠdeŵŵeŶt, les aŶalǇses par puĐes à ADN Ŷe soŶt pas optiŵales pour aŶalǇser l’eǆpressioŶ des 

Điďles des ŵiA‘N. De plus il est iŵportaŶt de souligŶer Ƌue l’aŶalǇse du proŵoteur d’uŶ gèŶe MI‘ 

peut ne pas refléter la localisation du miARN mature, car certains miARN sont décrits comme mobiles 

(Furuta et al., 2012). Ainsi, dans le méristème apical caulinaire, le gène MIR394 est exprimé dans la 

couche L1 du méristème foliaire et la forme miR394 mature agit dans la couche L2 (Knauer et al. 

ϮϬϭϯͿ. Les rĠsultats oďteŶus par aŶalǇse d’aĐtiǀitĠ de proŵoteurs ŶĠĐessiteŶt doŶĐ d’ġtre ĐoŶfirŵĠs 

par uŶe teĐhŶiƋue Đoŵŵe l’hǇďridatioŶ in situ permettant la localisation des formes mâtures des 
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ŵiA‘N. Par ailleurs, Đoŵŵe Ŷous l’aǀoŶs ǀu aǀeĐ ŵi‘ϰϬ8, ces résultats de localisation nécessitent 

d’ġtre ĐoŶfirŵĠs par des aŶalǇses foŶĐtioŶŶelles de ŵutaŶts pour dĠŵoŶtrer le rôle de Đes ŵiA‘N 

daŶs l’iŶteraĐtioŶ plaŶte- nématodes à galles. 

3.2. Analyse fonctionnelle des miARN régulés 

 

Afin de déterminer la fonction des miARN différentiellement exprimés dans les galles nous 

aǀoŶs rĠalisĠs des tests d’iŶfestatioŶ aǀeĐ les ŵutaŶts de Đes ŵiA‘N dĠĐrits daŶs la ďiďliographie 

lorsƋue Ŷous aǀoŶs pu les oďteŶir. AfiŶ d’ġtre le plus eǆhaustif possiďle Ŷous aǀoŶs testés tous les 

mutants disponibles pour les miARN conservés et DE dans les galles sans nous restreindre à ceux qui 

aǀaieŶt ĠtĠ ĐoŶfirŵĠs par l’aŶalǇse de proŵoteurs. La plupart des ŵiA‘N diffĠrentiellement 

exprimés appartenant à des familles multigéniques et les diffĠreŶts ŵeŵďres d’uŶe ŵġŵe faŵille 

partageaŶt souǀeŶt les ŵġŵes Điďles, Ŷous aǀoŶs priǀilĠgiĠ l’utilisatioŶ de ŵutaŶts KO ou « target 

mimicry » pour l’eŶseŵďle des ŵeŵďres d’uŶe faŵille de ŵiA‘N et des sureǆpresseurs afiŶ d’Ġtudier 

l’eŶseŵďle de la famille et éviter les problèmes de redondance fonctionnelle. Comme on a pu le voir 

pour miR408, la majorité des mutants testés ne présentent pas de modification statistiquement 

sigŶifiĐatiǀe de la rĠpoŶse à l’iŶfeĐtioŶ. C’est le Đas des ŵutaŶts sureǆpresseurs de MIR398c, 

MIR319a et MIR399b et Đ. Ces rĠsultats suggèreŶt doŶĐ Ƌue Đes ŵiA‘N Ŷ’oŶt pas de rôle ŵajeur daŶs 

l’iŶteraĐtioŶ plaŶtes-ŶĠŵatodes. Mi‘ϯϭϵ ĐoŶstitue uŶe faŵille de ŵiA‘N très ĐoŶserǀĠe Ƌue l’oŶ 

retrouve dans de très nombreuses espèces végétales. Il est particulièrement étonnant que le mutant 

surexpresseur de MIR319a Ŷe prĠseŶte pas de rĠpoŶse ŵodifiĠe à l’iŶfestatioŶ par M. incognita car 

la surexpression d’At-MIR319a chez la tomate entraîne une augmentation du nombre de galles 

reflétant une augmentation de la sensibilité (Zhao et al., 2015). La grande polyphagie des nématodes 

suggère que les mécanismes moléculaires de la plante aboutissant à la formation de la galle sont 

conservés dans le règŶe ǀĠgĠtal. OŶ pourrait doŶĐ s’atteŶdre Ƌue la sureǆpressioŶ d’uŶ ŵiA‘N 

conservé engendre les mêmes effets sur la réponse aux nématodes à galles chez la tomate et A 

thaliana.  
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4. miR159 un nouvel élément de l’interaction plante - nématodes à galles. 

 

Les tests d’iŶfestatioŶ réalisés avec le triple ŵutaŶt ŵir1ϱ9aďc préseŶtaŶt uŶe perte de 

foŶctioŶ pour l’eŶseŵďle de la faŵille ŵiRϭ59 ŵoŶtreŶt uŶe résistaŶce accrue de ce ŵutaŶt à 

l’iŶfestatioŶ par les Ŷéŵatodes à galles. NéaŶŵoiŶs, ce résultat reflğte les coŶséƋueŶces de la 

ŵutatioŶ de MIR1ϱ9 daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte-Ŷéŵatodes à galles ŵais Ŷe doŶŶeŶt pas 

d’iŶforŵatioŶs suppléŵeŶtaires relatives auǆ coŶséƋueŶces de la ŵutatioŶ sur la forŵatioŶ de la 

galle ou la ŵise eŶ place des défeŶses. Il serait doŶc iŶtéressaŶt daŶs uŶ preŵier teŵps de 

phéŶotǇper les galles eŶ réalisaŶt des coupes afiŶ de ŵesurer leurs tailles et d’oďserver le 

développeŵeŶt des cellules géaŶtes. Le phéŶotǇpage ϯD de la galle est uŶe stratégie Ƌui perŵet 

d’aŶalǇser uŶe augŵeŶtatioŶ ou réductioŶ du voluŵe des cellules géaŶtes ;Caďrera et al., ϮϬϭ5Ϳ. 

EŶfiŶ l’aŶalǇse du Ŷiveau d’eǆpressioŶ des gğŶes iŵpliƋués daŶs différeŶtes voies défeŶses auǆ stress 

ďiotiƋues perŵettrait de relier le phéŶotǇpe à l’eǆpressioŶ spécifiƋue de gğŶes de défeŶse  

De plus, la localisatioŶ des forŵes ŵâtures de ŵiRϭ59 par hǇďridatioŶ in situ a coŶfirŵé l’eǆpressioŶ 

de ces ŵiARN daŶs les galles. Les doŶŶées de séƋueŶçage oŶt ideŶtifié ŵirϭ59a et ŵirϭ59c coŵŵe 

étaŶt sureǆpriŵés daŶs les galles à ϭϰ jai. Les ŵiARN de la faŵille ŵiRϭ59 ciďleŶt les facteurs de 

traŶscriptioŶ de la faŵille GAMYB iŵpliƋués daŶs la floraisoŶ et daŶs la fertilité ŵâle ;PalatŶik et al., 

ϮϬϬϯ; Achard et al., ϮϬϬϰ; Millar & Guďler, ϮϬϬ5Ϳ. Les trois gğŶes de la faŵille ŵiRϭ59 partageŶt de 

Ŷoŵďreuses ciďles coŵŵuŶes. EŶ dépit de leur graŶde siŵilarité de séƋueŶces, ils possğdeŶt 

égaleŵeŶt des ciďles spécifiƋues. AiŶsi les facteurs de traŶscriptioŶs TCP doŶt deuǆ des ciŶƋ gğŶes de 

cette faŵille soŶt clivés spécifiƋueŵeŶt par ŵiRϭ59c ;PalatŶik et al., ϮϬϬ7Ϳ. Les résultats de 

séƋueŶçage ŵoŶtreŶt Ƌue les deuǆ forŵes de ŵiRϭ59 ;a et cͿ soŶt sureǆpriŵés daŶs les galles ŵais 

Ƌue ŵiRϭ59c est la forŵe ŵajoritaire daŶs les galles et les raciŶes. Ce résultat est particuliğreŵeŶt 

iŶtéressaŶt car chez A. thaliana, les études de la faŵille ŵiRϭ59 réalisées jusƋu’à ce jour iŶdiƋueŶt 

Ƌue MIR1ϱ9c est trğs faiďleŵeŶt eǆpriŵée coŵparée à MIR1ϱ9a et MIR1ϱ9ď daŶs le ŵéristğŵe 

apical ;RajagopalaŶ et al., ϮϬϬϲ; AlleŶ et al., ϮϬϭϬͿ. De plus, l’aŶalǇse des ŵutaŶts perte de foŶctioŶ 

ŵiRϭ59aďc, ŵiRϭ59aď et ŵiRϭ59c a ŵoŶtré ŵiRϭ59a et ŵiRϭ59ď oŶt des redoŶdaŶces 

foŶctioŶŶelles alors Ƌu’aucuŶ rôle Ŷ’avait pu ġtre étaďli pour ŵiRϭ59c ;AlleŶ et al., ϮϬϬ7; AloŶso-

Peral et al., ϮϬϭϬͿ. La forte eǆpressioŶ de ŵiRϭ59c détectée daŶs les raciŶes et les galles eŶ 

séƋueŶçage iŶdiƋue doŶc Ƌue le gğŶe MIR1ϱ9c pourrait doŶc jouer uŶ rôle spécifiƋue daŶs les 

raciŶes. D’autre part MIR1ϱ9a et c soŶt sureǆpriŵés à ϭϰ jai daŶs la galle alors Ƌue ŵiRϯϭ9c est 

répriŵé à 7 et ϭϰ jai. Les ŵiARN de la faŵille ŵiRϭ59 soŶt trğs proches de la faŵille ŵiRϯϭ9 avec 

laƋuelle ils partageŶt ϭ7 Ŷucléotides coŵŵuŶs et certaiŶes ciďles de la faŵille des MYB et TCP 

peuveŶt ġtre régulés par ces deuǆ faŵilles ;PalatŶik et al., ϮϬϬ7Ϳ.  
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Différents gènes MYB ont été montrés comme réprimés à 3 jai dans les galles de tomates et de riz 

mais surexprimés dans les galles d’A. thaliana à 7 jai (Jammes et al., 2005; Barcala et al., 2010; Kyndt 

et al., 2012). Nos rĠsultats d’aŶalǇse de la fusioŶ traductioŶnelle pMYB33::MYB33::GUS montrent 

Ƌue daŶs les galles, l’expressioŶ de MYB33 est iŶǀerseŵeŶt corrĠlĠe à l’expressioŶ de MIR159a et 

MIR159c observée en séquençage. MYB33 est un gène impliqué notamment dans la signalisation de 

l’acide giďďĠrelliƋue daŶs l’aleurone de la graine (Skriver et al., 1991; Lanahan et al., 1992; Gubler & 

Jacobsen, 1992), dans le développement des anthères (Millar & Gubler, 2005) et dans le processus de 

mort cellulaire (Alonso-Peral et al., 2010). L’eŶseŵďle de ces rĠsultats suggğreŶt doŶc Ƌue la famille 

ŵi‘ϭϱϵ joue uŶ rôle au cours du dĠǀeloppeŵeŶt de la galle ǀia la rĠpressioŶ de l’expressioŶ de 

MYBϯϯ. Toutefois, des expĠrieŶces coŵplĠŵeŶtaires d’aŶalǇses d’actiǀitĠ des proŵoteurs et 

d’ideŶtificatioŶ de l’eŶseŵďle des ciďles de ŵi‘ϭϱϵ daŶs les galles sont nécessaires pour décrypter le 

rôle des différents membres de cette famille de miARN dans la formation de la galle.  

5. Accumulation différentielle des siARN dans les galles induites par les 

nématodes à galles. 

 

Les siARN constituent la deuxième grande sous famille des petits ARN régulateurs. Les siARN 

présentent une classification complexe et leur étude nécessite une analyse de novo à l’Ġchelle du 

génome pour chaque condition biologique analysée. Afin de réaliser cette aŶalǇse à l’Ġchelle du 

gĠŶoŵe j’ai choisi d’utiliser l’outil ďioiŶforŵatiƋue “hortstack ;Axtell et al. 2013), qui i) prédit de 

novo les zones du génome correspondant à des zones qui accumulent les petits ARN, appelées 

« clusters » et ii) effectue le comptage des séquences correspondant à ces clusters entre les 

conditions galles et racines. Cet algorithme réalise donc des analyses de clustering et ne compare pas 

les taux d’expressioŶ de sĠƋueŶces uŶiƋues. “hortstack a ĠtĠ ŵis au poiŶt sur A. thaliana, la tomate, 

le maïs et le riz et est particuliğreŵeŶt adaptĠ pour l’aŶalǇse des siA‘N de plaŶtes. EŶ plus de la 

prédiction des clusters générant des siARN, Shortstack fourni également différentes informations sur 

les populations de petits ARN de chaque cluster incluant par exemple la probabilité que ce cluster 

soit le rĠsultat d’uŶe ŵaturatioŶ par uŶe eŶzǇŵe de tǇpe DICE‘ ;DicerCallͿ, l’estiŵatioŶ du taux de 

« phasing », la distribution des tailles, la position sur le brin, la séquence la plus représentée au locus 

etc. Dans un premier teŵps, afiŶ d’ġtre le plus exhaustif possiďle “hortstack a ĠtĠ utilisĠ aǀec les 

paramètres par défaut dont le taux minimal de « reads » nécessaire pour définir un cluster qui est 

fixĠ à ϱ, coŵŵe c’est le cas de plusieurs autres aŶalǇses de siA‘N (Kasschau et al., 2007; Coruh et al., 

2015). Une fois les clusters de siARN prédits, un preŵier filtre a ĠtĠ iŵposĠ afiŶ d’augŵeŶter la 

robustesse de ces prédictions en sélectionnant uniquement les clusters présents dans au moins deux 

banques sur les trois dans au moins une des deux conditions (galles ou racines), comme cela a été 
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dĠĐrit pour l’ideŶtifiĐatioŶ par “hortstaĐk des Đlusters de siA‘N Đhez Physcomitrella patens (Coruh et 

al., 2015). Cette approĐhe Ŷous a perŵis d’ideŶtifier uŶ graŶd Ŷoŵďre de Đlusters daŶs les galles et 

dans les racines saines. Toutefois, une différence très nette est observée entre ces deux conditions 

avec un nombre de clusters prédits dans les banques « racines non inoculées » très inférieur à celui 

des galles. De plus, cette tendance est encore accrue avec la proportion de clusters ayant un 

DicerCall. Les clusters prédits auquel un DicerCall est attribué présentent une population de 

séquences dont plus de 80% ont la taille canonique de siARN (entre 20 et 24 nt). Le même 

dĠsĠƋuiliďre de l’effeĐtif des Đlusters de siA‘N prĠdits eŶtre galles et raĐiŶes a ĠtĠ oďserǀĠ daŶs les 

analyses Shortstack réalisé à partir des données de séquençage des petits ARN de galles et de racines 

saiŶes à ϯ jai gĠŶĠrĠs par l’ĠƋuipe de CaroliŶa EsĐoďar ;Tolède, EspagŶeͿ. De plus, j’ai ǀĠrifiĠ si Đe 

nombre supérieur de clusters dans les galles ne serait pas dû à un simple fractionnement des clusters 

en clusters plus petits. Toutefois, la taille des clusters ne semble pas représenter une variation 

importante entre les conditions « galles » et « racines saines » Ŷ’iŶdiƋuaŶt pas uŶ ďiais de prĠdiĐtioŶ 

dans un échantillon. Cette surreprésentation du nombre de clusters prédits dans les galles suit la 

tendance observée pour les séquences, avec une population de séquences de 23-24 nt nettement 

supérieure dans les galles par rapport aux racines saines observée à 3, 7 et 14 jai. En revanche ce 

dĠsĠƋuiliďre Ŷ’est pas oďserǀĠ pour les sĠƋuences de 20-22 nt. Il semble donc que ce déséquilibre 

des séquences de 23 – 24 nt soit caractéristique des galles. Cette surreprésentation des séquences 

de 23-24nt est la raison pour laquelle la grande majorité des clusters prédits dans les galles ont un 

DicerCall de 23-24nt 

UŶe aŶalǇse statistiƋue DeseƋ a perŵis d’ideŶtifier les Đlusters diffĠreŶtielleŵeŶt rĠgulĠs eŶtre les 

conditions galles et racines (Anders & Huber, 2010). Toujours daŶs la ŵġŵe iŶteŶtioŶ d’oďteŶir des 

données les plus robustes possibles, la stringence de notre analyse a été augmentée en sélectionnant 

uniquement les clusters différentiellement régulés qui i) présentaient un DicerCall et ii) présentaient 

uŶ ŵiŶiŵuŵ d’eǆpressioŶ de Ϯ reads par ŵillioŶs ŵappĠes ;rpŵŵͿ daŶs l’eŶseŵďle des trois 

banques pour au moins une condition (galle ou racine). La sélection par le DicerCall présente 

l’aǀaŶtage d’ĠliŵiŶer les Đlusters Ƌui aĐĐuŵuleŶt ŵajoritaireŵeŶt des séquences supérieures ou 

inférieures à la gamme 20–24 nt correspondant probablement à des produits de dégradation des 

A‘N. Le DiĐerCall iŶdiƋue d’uŶe part si le Đluster ĐoŶtieŶt plus de ϴϬ % des reads eŶtre la gaŵŵe ϮϬ–

Ϯϰ Ŷt et si Đ’est le Đas il iŶdique également la taille majoritaire des séquences du cluster. Toutefois, 

Đette taille ŵajoritaire peut ŵasƋuer l’hĠtĠrogĠŶĠitĠ du Đluster puisƋu’elle Ŷ’iŶdiƋue pas daŶs la 

proportion correspondant à cette taille majoritaire et comment se répartissent les tailles des autres 

séquences dans la gamme 20-24nt.  
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Le secoŶd filtre Ƌui fiǆe uŶ seuil ŵiŶiŵuŵ d’eǆpressioŶ perŵet d’éliŵiŶer les clusters avec uŶe 

deŶsité eŶ petits ARN trğs faiďle Ƌui Ŷ’oŶt proďaďleŵeŶt pas de réalité ďiologiƋue et Ƌui soŶt eŶ 

graŶdes proportioŶs daŶs Ŷotre aŶalǇse. Cette stratégie d’augŵeŶtatioŶ de la striŶgeŶce des 

aŶalǇses est supportée par les derŶiğres versioŶs de Shortstack ;ϯ.7 et ϯ.ϴͿ daŶs lesƋuelles le seuil 

ŵiŶiŵuŵ du Ŷoŵďre de reads ;ŵiŶcovͿ à partir duƋuel uŶ cluster est défiŶit a été rehaussée de 5 à 

ϮϬ reads.  

L’applicatioŶ de ces filtres aďoutit à l’ideŶtificatioŶ de clusters doŶt la prédictioŶ repose sur ϭ/ des 

résultats reproductiďles daŶs les différeŶtes ďaŶƋues, Ϯ/uŶ Ŷoŵďre sigŶificatif de séƋueŶces 

;supérieur à ϮrpŵŵͿ et ϯ/ uŶe forte proďaďilité d’ġtre issu d’uŶ clivage par DICER ;DicerCallͿ, daŶs les 

trois réplicats d’uŶe des liďrairies galles ou raciŶes. L’eŶseŵďle des clusters répoŶdaŶt à ces critğres 

daŶs les différeŶtes coŶditioŶs oŶt été regroupés eŶ uŶe seule liste Ƌui coŶstitue uŶ set de référeŶce 

afiŶ de procéder à l’étape de coŵptage. 

5.1. Les siARN associés aux régulations de PTGS. 

 

Pour l’aŶalǇse des ŶatsiARN, des tasiARN et des phasiARN Ŷotre étude a été restreiŶte auǆ 

clusters de siARN prédits différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés daŶs les galles et ciďlaŶt le corps des gğŶes. 

DaŶs uŶ preŵier teŵps, j’ai regardé si les gğŶes ciďlés par des clusters prédits correspoŶdaieŶt à des 

gğŶes défiŶis coŵŵe étaŶt des « Ŷatural aŶtiseŶses » ;NATͿ daŶs le géŶoŵe d’A. thaliana ;TAIRϭϬͿ. 

Les Ŷat-siRNA géŶérés à partir des traŶscrits d’uŶ des deuǆ gğŶes d’uŶe paire de gğŶes NATs ciďleŶt 

la dégradatioŶ des traŶscrits du deuǆiğŵe gğŶe daŶs uŶe ďoucle de régulatioŶ ;KatiǇar-Agarǁal et 

al., ϮϬϬϲͿ. Pour chaƋue gğŶes NAT correspoŶdaŶt à uŶ cluster de siARN, j’ai eǆtrait le profil 

d’eǆpressioŶ du secoŶd gğŶe de la paire de NAT correspoŶdaŶte daŶs les doŶŶées d’aŶalǇse de puces 

à ADN référeŶcées daŶs la ďase de doŶŶées NEMATICS ;Caďrera et al., ϮϬϭϰaͿ et recherché des 

profils aŶticorrélés d’eǆpressioŶ eŶtre le cluster de siARN et le gğŶe coŵpléŵeŶtaire. EŶ théorie, les 

deuǆ gğŶes partageaŶt uŶe séƋueŶce coŵpléŵeŶtaire devraieŶt avoir des profils aŶticorrélés 

;KatiǇar-Agarǁal et al., ϮϬϬϲ; Yu et al., ϮϬϭϯďͿ. Parŵi les Ϯ97 et 9ϲ couples de gğŶes traŶs-NAT doŶt 

uŶ des deuǆ gğŶes est ciďlé par uŶ cluster à 7 et ϭϰ jai respectiveŵeŶt, aucuŶ couple Ŷe préseŶte de 

profils aŶticorrélés. De la ŵġŵe façoŶ, parŵi les 5Ϯϰ et ϭ75 couples de gğŶes cis-NAT doŶt uŶ des 

deuǆ gğŶes est ciďlé par uŶ cluster à 7 et ϭϰ jai respectiveŵeŶt, aucuŶ couple Ŷe préseŶte de profils 

aŶticorrélés. AiŶsi aucuŶe aŶti-corrélatioŶ Ŷ’a pu ġtre ŵise eŶ évideŶce à partir de ces doŶŶées 

perŵettaŶt de supporter Ƌue les clusters de siARN prédits pourraieŶt ġtre des NAT-siARN. Toutefois, 

parŵi les ϭϬ9Ϯ couples de gğŶes NAT aŶalǇsés, seuls 5ϰ couples possğdeŶt uŶ des deuǆ gğŶes avec 

uŶe eǆpressioŶ différeŶtielle daŶs les galles d’aprğs les aŶalǇses de puces à ADN, liŵitaŶt doŶc cette 

aŶalǇse de profil d’eǆpressioŶ aŶti-corrélé. Il serait doŶc iŶtéressaŶt de réitérer cette aŶalǇse avec de 
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Ŷouvelles aŶalǇses de traŶscriptoŵes plus eǆhaustives ďasées sur les Ŷouvelles techŶologies de 

séƋueŶçage. CepeŶdaŶt la ŵajorité des clusters prédits correspoŶdaŶt à uŶ NAT préseŶteŶt uŶ 

DicerCall de Ϯϯ ou Ϯϰ Ŷt, ce Ƌui Ŷe correspoŶd pas à la taille caŶoŶiƋue des NAT-siARN. Il est doŶc 

fort proďaďle Ƌue ces clusters prédits Ŷe soieŶt pas des zoŶes géŶératrices de NAT-siARN. 

De la ŵġŵe façoŶ, je ŵe suis iŶtéressée auǆ gğŶes TAS préseŶts chez A. thaliana afiŶ de voir s’ils 

étaieŶt couverts par des clusters de siARN prédits et différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés, afiŶ de rechercher 

des clusters géŶéraŶt des tasiARN. AucuŶ gğŶe TAS Ŷe correspoŶd à uŶ cluster différeŶtielleŵeŶt 

eǆpriŵé.. Ce résultat est surpreŶaŶt car l’éƋuipe de CaroliŶa Escoďar ;UŶiversité de Tolğde ; 

EspagŶeͿa ŵis eŶ évideŶce le rôle du ŵodule ŵiRϯ9Ϭ/TASϯ/ARF daŶs la forŵatioŶ de la galle 

;Caďrera et al., ϮϬϭϲͿ et ŵiRϯ9Ϭ est uŶ ŵiARN sureǆpriŵé à 7 et ϭϰ jai daŶs Ŷos doŶŶées de 

séƋueŶçage.  

EŶfiŶ la faŵille des phasiRNA a égaleŵeŶt été étudiée. Nous avoŶs utilisé uŶe des doŶŶées fourŶies 

par Shortstack Ƌui iŶdiƋue la proďaďilité pour chaƋue cluster d’ġtre associé à uŶe populatioŶ de 

siARN phasés. Le prograŵŵe Shortstack Ŷ’a ideŶtifié aucuŶ cluster associé à des phasiRNA avec uŶ 

score suffisaŵŵeŶt roďuste ;eŶtre le 95ğŵe et le 99ğŵe perceŶtileͿ. Ce résultat Ŷ’est toutefois pas 

surpreŶaŶt car chez A. thaliana les phasiRNA soŶt peu répaŶdus et se liŵiteŶt auǆ ϰ gğŶes TAS ;Fei et 

al., ϮϬϭϯͿ. Toutefois, la ŵéthode d’aŶalǇse de « phasiŶg » réalisée par Shortstack a été ŵodifiée daŶs 

les derŶiğres versioŶs de Shortstack ϯ.7 et ϯ.ϴ. Il serait doŶc iŶtéressaŶt de relaŶcer cette aŶalǇse 

avec la derŶiğre versioŶ. 

L’eŶseŵďle de ces aŶalǇses Ŷe seŵďleŶt pas ŵettre eŶ évideŶce des siARN associés auǆ régulatioŶs 

par PTGS. PourtaŶt, l’aŶalǇse du ŵutaŶt rdr6-1ϱ iŵpliƋué daŶs la ďiosǇŶthğse de ces siARN suggğre 

l’iŵportaŶce de la voie des siARN associés au PTGS daŶs la forŵatioŶ de la galle. Il est possiďle Ƌue 

l’aŶalǇse statistiƋue de l’eǆpressioŶ différeŶtielle des clusters de siARN associés au PTGS ait été 

ďiaisée par la préseŶce ŵassive des séƋueŶces de Ϯϯ-Ϯϰ Ŷt traditioŶŶelleŵeŶt associées au TGS et 

largeŵeŶt supérieure à la proportioŶ des séƋueŶces de ϮϬ-Ϯϭ-ϮϮ Ŷt ;d’uŶ facteur supérieur à ϮͿ. Il est 

possiďle Ƌue cela créé uŶ ďiais daŶs l’aŶalǇse statistiƋue et ŵasƋue les clusters de siARN de ϮϬ-ϮϮŶt 

différeŶtielleŵeŶt régulés Ƌui représeŶteŶt ŵoiŶs de ϭ,ϯ% daŶs Ŷos aŶalǇses. Il serait doŶc 

iŶtéressaŶt de traiter séparéŵeŶt les séƋueŶces de ϮϬ-Ϯϭ-ϮϮ Ŷt et de Ϯϯ-Ϯϰ Ŷt pour les aŶalǇses 

statistiƋues. Par ailleurs, il est possiďle Ƌue l’aŶalǇse de clusteriŶg réalisée par Shortstack Ŷe soit pas 

la plus adaptée pour l’aŶalǇse des NAT-siARN. EŶ effet, il a été oďservé daŶs certaiŶs cas pour les 

NAT-siARN Ƌu’uŶe seule séƋueŶce uŶiƋue est sureǆpriŵée, forŵaŶt aiŶsi uŶ pic d’accuŵulatioŶ 

;)haŶg et al., ϮϬϭϮͿ. Nos aŶalǇses de clusteriŶg Ŷe soŶt pas optiŵales pour détecter ces pics 

d’accuŵulatioŶ car uŶ pic préseŶt daŶs uŶ cluster daŶs la coŶditioŶ A Ŷ’apparaîtra pas 



ϭϮ8 
 

différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵé si daŶs la coŶditioŶ B ce cluster accuŵuleŶt uŶ Ŷoŵďre siŵilaire de 

séƋueŶces ŵais réparties sur toute la loŶgueur du cluster. DaŶs ce cas, la séƋueŶce ŵajoritaireŵeŶt 

accuŵulée daŶs la coŶditioŶ A Ŷe sera pas reteŶue lors de l’aŶalǇse statistiƋue. Il serait doŶc 

iŶtéressaŶt d’utiliser uŶe autre approche afiŶ d’éviter ce ďiais pour les NAT-siARN. Le clusteriŶg est 

cepeŶdaŶt ďieŶ adapté auǆ hc-siARN de Ϯϰ Ŷt, uŶe taille Ƌue l’oŶ retrouve eŶ graŶde proportioŶs sur 

Ŷos clusters. 

5.2. Les siARN liés aux régulations TGS  

 

Coŵŵe Ŷous l’avoŶs vu daŶs l’iŶtroductioŶ, les hc-siARN associés auǆ régulatioŶs de tǇpe 

TGS ciďleŶt ŵajoritaireŵeŶt les régioŶs proŵotrices ďieŶ Ƌue ƋuelƋues eǆeŵples ŵoŶtreŶt Ƌue les 

hc-siARN peuveŶt ciďler des iŶtroŶs daŶs le corps du gğŶe ;Matzke et al., ϮϬϬ9; )hoŶg et al., ϮϬϭϮͿ. 

Pour l’étude des hc-siARN Ŷous avoŶs doŶc fait le choiǆ de ciďler Ŷotre aŶalǇse sur deuǆ catégories 

de clusters de siARN prédits : ceuǆ Ƌui ciďleŶt les corps des gğŶes et ceuǆ Ƌui ciďleŶt des régioŶs 

proŵotrices. AfiŶ de sélectioŶŶer les clusters prédits doŶt l’actioŶ régulatrice est supportée par des 

évideŶces ďiologiƋues, Ŷous avoŶs restreiŶt Ŷotre étude auǆ clusters prédits DE avec uŶ DicerCall de 

Ϯϯ-Ϯϰ Ƌui couvreŶt des régioŶs proŵotrices ou les corps de gğŶes DE daŶs les galles daŶs les aŶalǇses 

de puces à ADN et Ƌui préseŶteŶt uŶ profil d’eǆpressioŶ aŶti-corrélé avec les clusters correspoŶdaŶt. 

Toutefois cette stratégie est trğs restrictive car seul Ϯ,5% et ϯ% des gğŶes couverts par uŶ cluster 

daŶs le corps du gğŶe ou daŶs leur régioŶ proŵotrice préseŶte uŶe régulatioŶ traŶscriptoŵiƋue daŶs 

les doŶŶées de puces à ADN : seuls des clusters différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés ciďleŶt le corps des 

gğŶes à 7 et ϭϰ jai respectiveŵeŶt et préseŶteŶt uŶe eǆpressioŶ différeŶtielle daŶs les galles d’aprğs 

NEMATICS. De ŵġŵe, seuls 5% et ϲ,5% des clusters différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés ciďleŶt la régioŶ 

proŵotrice à 7 et ϭϰ jai respectiveŵeŶt et préseŶteŶt uŶe eǆpressioŶ différeŶtielle daŶs les galles 

d’aprğs NEMATICS. Parŵi ces Ϯ,5% et ϯ% se distiŶgueŶt des gğŶes sureǆpriŵés codaŶt pour des 

facteurs de traŶscriptioŶs iŵpliƋué daŶs la développeŵeŶt d’orgaŶes coŵŵe NAC, AGAMOUS, 

CLAVATAϯ/ESR-RELATED Ϯ, ;CLEϮͿ, des protéiŶes de résistaŶces de tǇpe NBS-LRR, des ŵicrotuďule-

associated proteiŶ ϭϴ ;MAPϭϴͿ et des gğŶes répriŵés codaŶt pour des eǆpaŶsiŶes, des pectate lǇase-

like, des gğŶes pouvaŶt participer à l’architecture et la forŵe des cellules géaŶtes.  

Parŵi les gğŶes DE daŶs les galles, ciďlés par des clusters de siARN et préseŶtaŶt des profils 

d’eǆpressioŶ aŶticorrélés avec Leur cluster, oŶ Ŷote la préseŶce du gğŶe WRKYϮϮ doŶt la régioŶ 

proŵotrice a été décrite coŵŵe étaŶt ciďlée par des siARN et la RdDM et Ƌui est iŵpliƋué daŶs les 

défeŶses ďasales de tǇpe PTI ;Yu et al., ϮϬϭϯaͿ.  



Fig. 42:  Profils de ŵéthylation et expression de RMG1 ;AͿ et WRKYϮϮ ;BͿ en condition ͞non traité͟ 
et traité avec la flagelline flg22. 
A. WRKYϮϮ et RMG1 préseŶteŶt daŶs leur régioŶ proŵotrice, des éleŵeŶts traŶsposaďles ;TEͿ Ƌui

soŶt ciďlées par la RdDM. EŶ aďseŶce d’iŶfectioŶ, la ŵétǇlatioŶ de l’ADN répriŵe la
traŶscriptioŶ de WRKYϮϮ et RMG1.

B. EŶ cas d’iŶfectioŶ par la ďactérie Pseudoŵonas syringae pv. toŵato ;PstͿ deuǆ ŵécaŶisŵes de
illustrés par les eǆeŵples de WRKYϮϮ et de RMG1 perŵetteŶt le décelŶcheŵeŶt de la PTI. DaŶs
le cas de WRKYϮϮ, deuǆ processus iŶduiseŶt la traŶscriptioŶ du gğŶe: la répressioŶ de la RdDM
par la ďactérie et la déŵéthǇlatioŶ de la régioŶ proŵotrice par la déŵéthǇlase ROSϭ perŵettaŶt
la fiǆatioŶ d’uŶ facteur de traŶscriptioŶ. DaŶs le cas de RMG1, l’activatioŶ de la traŶscriptioŶ du
gğŶe est due à la répressioŶ de la RdDM par la ďactérie et à uŶe éveŶtuelle déŵéthǇlatioŶ
iŶdépeŶdaŶte de ROSϭ.

L’iŶfectioŶ ďactérieŶŶe iŶduit doŶc la PTI via la déŵéthǇlatioŶ des régioŶs proŵotrices des gğŶes de
défeŶse. Cette déŵéthǇlatioŶ est due à uŶe ŵodificatioŶ de la RdDM et/ou l’actioŶ de déŵéthǇlase
doŶt ROSϭ. Me, ŵethǇlated cǇtosiŶe; TE, traŶsposaďle eleŵeŶt; TF, traŶscriptioŶ factor; FLSϮ,
FLAGELLIN-SENSITIVE Ϯ
;D’aprğs PuŵpliŶ & VoiŶŶet al. ϮϬϭϯͿ

A. B.
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5.3. Identification de gènes impliqués dans la réponse de type PTI potentiellement 

réprimés par les mécanismes de la RdDM au cours de l’interaction plante – nématode à 

galles 

 

Les stress ďiotiƋues iŶduiseŶt chez les plaŶtes des répoŶses de défeŶse et ŶotaŵŵeŶt 

l’iŶductioŶ de la PTI. Yu et al. ;ϮϬϭϯͿ oŶt ŵis eŶ évideŶce deuǆ ŵécaŶisŵes de régulatioŶ 

traŶscriptioŶŶelle, iŵpliƋuaŶt des siARN, de gğŶes iŵpliƋués daŶs la répoŶse auǆ stress ďiotiƋues et 

eŶ particulier à la répoŶse au traiteŵeŶt par le peptide flgϮϮ dérivé de la flagelliŶe ďactérieŶŶe. Ces 

deuǆ ŵécaŶisŵes soŶt illustrés par deuǆ eǆeŵples : le gğŶe RMGϭ et WRKYϮϮ ;Fig. ϰϮͿ. 

Le gğŶe Resistance Methylated Gene 1 ;RMG1Ϳ est uŶ gğŶe de résistaŶce Ƌui coŶtieŶt deuǆ éléŵeŶts 

traŶsposaďles de tǇpe « hélitroŶ » daŶs sa régioŶ proŵotrice. EŶ coŶditioŶ coŶtrôle ;plaŶtes saiŶesͿ, 

la régioŶ proŵotrice est ciďlée par des hc siARN Ƌui iŶduiseŶt sa ŵéthǇlatioŶ par uŶ ŵécaŶisŵe de 

RdDM, eŵpġchaŶt aiŶsi la fiǆatioŶ du facteur de traŶscriptioŶ coŶstitutif de RMG1 et iŶhiďaŶt doŶc 

la traŶscriptioŶ de RMG1. Lors d’uŶ traiteŵeŶt avec le peptide flgϮϮ, la déŵéthǇlase ROSϭ 

déŵéthǇle la régioŶ proŵotrice laissaŶt alors la possiďilité au facteur de traŶscriptioŶ de se fiǆer à 

l’ADN et iŶduire la traŶscriptioŶ du gğŶe RMG1. AutreŵeŶt dit l’eǆpressioŶ de RMG1 est coŶtrôlée 

par deuǆ ŵécaŶisŵes aŶtagoŶistes Ƌui ciďleŶt sa régioŶ proŵotrice: la RdDM répriŵaŶt soŶ 

eǆpressioŶ ďasale chez les plaŶtes saiŶes et la déŵéthǇlatioŶ par ROSϭ perŵettaŶt soŶ eǆpressioŶ eŶ 

cas de stress ďiotiƋue. 

UŶ deuǆiğŵe cas de figures est illustré avec l’eǆeŵple de WRKYϮϮ Ƌui préseŶte uŶe séƋueŶce 

dérivée d’éléŵeŶt traŶsposaďle daŶs sa régioŶ proŵotrice. EŶ coŶditioŶ ŶoŶ traitée à la flgϮϮ, la 

régioŶ proŵotrice de WRKYϮϮ est ciďlée par la RdDM, eŵpġchaŶt aiŶsi la traŶscriptioŶ de WRKYϮϮ. 

Lors d’uŶ traiteŵeŶt à flgϮϮ, la répressioŶ de la RdDM et des déŵéthǇlatioŶ iŶdépeŶdaŶte de ROSϭ 

iŶduiseŶt uŶe hǇpoŵéthǇlatioŶ de la régioŶ proŵotrice de WRKYϮϮ sur laƋuelle uŶ facteur de 

traŶscriptioŶ ŶouvelleŵeŶt produit va pouvoir se fiǆer et iŶduire la traŶscriptioŶ du gğŶe WRKYϮϮ. 

AiŶsi la régulatioŶ de l’eǆpressioŶ de WRKYϮϮ dépeŶd de la régulatioŶ RdDM et est iŶdépeŶdaŶte de 

ROSϭ.  

Cette étude ŵoŶtre Ƌue la ŵéthǇlatioŶ/déŵéthǇlatioŶ des régioŶs proŵotrices par uŶ ŵécaŶisŵe 

iŵpliƋuaŶt la RdDM coŶtrôle l’eǆpressioŶ de certaiŶs gğŶes de défeŶse associés à la PTI et coŶteŶaŶt 

des éléŵeŶts traŶsposaďles/répétitioŶs daŶs leurs régioŶs proŵotrices. EŶ plus de RGM1 et de 

WRKYϮϮ, ϯϭϭ gğŶes soŶt iŶduits par uŶ traiteŵeŶt avec flgϮϮ et accuŵulaŶt des siARN daŶs leur 

régioŶ proŵotrice ;Yu et al. ϮϬϭϯͿ. La coŵparaisoŶ des gğŶes DE daŶs les galles ciďlés par des 

clusters de siARN égaleŵeŶt DE daŶs les galles doŶt la répressioŶ traŶscriptioŶŶelle est supportée 

par des profils d’eǆpressioŶ aŶticorrélés avec les ϯϭϭ gğŶes de Yu et al, a perŵis d’ideŶtifier ϭϬ gğŶes 
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eŶ coŵŵuŶs. Alors Ƌue ces ϭϬ gğŶes soŶt iŶduits par la flgϮϮ ils soŶt tous répriŵés daŶs les galles. 

Cette répressioŶ et l’accuŵulatioŶ de siARN daŶs leur régioŶ proŵotrice daŶs les galles suggğreŶt 

Ƌue ces gğŶes soŶt répriŵés traŶscriptioŶŶelleŵeŶt par des siARN lors de l’iŶteractioŶ plaŶtes-

Ŷéŵatodes à galles. Il seŵďle doŶc Ƌu’eŶ cas d’iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes, la répressioŶ de ces 

gğŶes eŵpġcherait le décleŶcheŵeŶt de la PTI et perŵettrait à l’iŶfectioŶ de s’étaďlir, coŶtraireŵeŶt 

à ce Ƌui a été oďservé lors de l’iŶfectioŶ ďactérieŶŶe. AutreŵeŶt dit, la répoŶse de tǇpe PTI liée à 

l’iŶductioŶ des gğŶes de défeŶses par l’hǇpoŵéthǇlatioŶ des régioŶs proŵotrices pourrait ġtre 

iŶhiďée daŶs le cas d’uŶe iŶfectioŶ par les Ŷéŵatodes à galles. Cette hǇpothğse est cohéreŶte avec 

les résultats préliŵiŶaires des tests d’iŶfestatioŶ réalisés avec le ŵutaŶt affecté daŶs le gğŶe ros1 

codaŶt pour uŶe déŵéthǇlase Ƌui préseŶte uŶe susceptiďilité accrue avec uŶe augŵeŶtatioŶ du 

Ŷoŵďre de ŵasse d’œufs par rapport auǆ plaŶtes sauvage ;AŶŶeǆe ϮͿ et avec les résultats 

préliŵiŶaires oďteŶus avec le ŵutaŶt de ŵéthǇlatioŶ ddŵ1 Ƌui préseŶte uŶe susceptiďilité diŵiŶuée. 

La ŵéthǇlatioŶ seŵďle doŶc jouer uŶ rôle Ŷégatif lors de l’iŶteractioŶ plaŶte-Ŷéŵatodes à galles. Il 

est étaďli Ƌue les Ŷéŵatodes soŶt capaďles de suppriŵer la PTI grâce à la sécrétioŶ d’effecteurs daŶs 

les raciŶes. UŶ des suppresseurs de PTI le ŵieuǆ caractérisé est la calréticuliŶe sécrétée par M. 

incognita ;JaouaŶŶet et al., ϮϬϭϮͿ. La préseŶce de calréticuliŶe suppriŵe le dépôt de callose et réduit 

l’activatioŶ des gğŶes de défeŶses liés à la PTI ;JaouaŶŶet et al., ϮϬϭϮͿ. Il est doŶc possiďle d’éŵettre 

l’hǇpothğse Ƌue les ŵodificatioŶs de l’état de ŵéthǇlatioŶ de l’ADN iŶtervieŶdraieŶt daŶs la 

ŵodulatioŶ de la PTI par le Ŷéŵatode et Ƌu’uŶ effecteur sécrété par le Ŷéŵatode pourrait perturďer 

l’état de ŵéŵéthǇlatioŶ des gğŶes de défeŶses eŶ ŵodulaŶt la voie de la RdDM et iŶhiďaŶt aiŶsi le 

déceleŶcheŵeŶt de la PTI.  
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Conclusions & Perspectives 
 

L’aŶalǇse des ŵiA‘N a ideŶtifiĠ dix et ϮϬ ŵiA‘N coŵŵe diffĠreŶtielleŵeŶt expriŵĠs daŶs les 

galles à ϳ et ϭϰ jai respectiǀeŵeŶt. L’approche gğŶe rapporteur a ideŶtifiĠ MIR167d, MIR390 et 

MIR394 comme des candidats intéressants pour intervenir dans la formation de la galle. De plus, le 

rôle de miR159 dans la formation de la galle a été établi, les mutants KO mir159abc présentant une 

résistance accrue aux nématodes à galles. De plus, l’Ġtude du profil d’expressioŶ du gğŶe rapporteur 

fusionnés à MYB33, une des cibles de miR159, présente une diminution du signal entre 4 et 14 dpi, 

un profil anti-corrĠlĠ aǀec celui de ŵi‘ϭϱϵ a et c. D’autre part, uŶe aŶalǇse à l’Ġchelle du gĠŶome 

complet a également permis de prédire les régions du génome de la plante appelées clusters qui 

correspondent à des zones accumulant différentiellement des siARN dans les racines saines et les 

galles. Cette analyse a également permis de mettre en évidence une surreprésentation des 

séquences de 23-24 nt dans les galles par rapport aux racines comme cela a été vu dans les analyses 

réalisées par Cabrera et al (2016) et collaborateurs à 3 jai. Enfin le recoupement avec les résultats 

d’aŶalǇses de puces à ADN a identifié des gènes différentiellement exprimés dans les galles et ciblés 

dans leur région promotrice ou dans le corps des gènes par des clusters prédits de siARN 

différentiellement exprimés. Parmi ces gènes, nous avons pu identifier 10 gènes tous réprimés dans 

les galles et ciblés dans leur région promotrice par des clusters prédits de siARN surexprimés dans les 

galles avec une taille majoritaire de 23-24 nt et qui ont été déjà décrits chez A. thaliana comme des 

gènes associés à la PTI et ciblés par des mécanismes de RdDM dans les plantes saines (Yu et al. 2013). 

 

 La régulation TGS et PTGS chez A. thaliana en réponse à M. incognita 

Cette Ġtude a perŵis de ŵettre eŶ ĠǀideŶce le rôle des rĠgulatioŶs PTG“ daŶs l’iŶteractioŶ plaŶtes-

ŶĠŵatodes à galles proďaďleŵeŶt rĠalisĠes par les ŵiA‘N et Ŷos traǀaux oŶt ŵoŶtrĠ l’iŵportaŶce du 

miARN miR159 en particulier. Les tests de résistance ont montré chez le triple mutant KO mir159abc 

uŶe rĠsistaŶce aux ŶĠŵatodes à galles. Il serait iŶtĠressaŶt d’uŶe part d’Ġtudier la rĠpoŶse des 

mutants KO mir159ab et mi159c daŶs la rĠpoŶse aux ŶĠŵatodes à galles, afiŶ d’Ġǀaluer le rôle des 

différents gènes de miR159 (et en particulier de MIR159c) dans les galles. Dans la même idée, la 

productioŶ de ŵutaŶts possĠdaŶt uŶe fusioŶ proŵoteur:GU“ soŶt eŶ cours d’oďteŶtioŶ au 

laboratoire pour les gènes MIR159a, MIR159b et MIR159c afin de déterminer quelle forme de 

miR15ϵ est expriŵĠe daŶs les galles. D’autre part il serait ĠgaleŵeŶt iŶtĠressaŶt d’Ġtudier 

l’expressioŶ des ciďles prĠdites de la faŵille ŵi‘ϭϱϵ daŶs les galles par ƋPC‘ ou par sĠƋueŶçage de 

de caractériser les voies de régulation associées à miR159 dans les galles. De plus, deux autres miARN 
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surexprimés dans les galles apparaissent prometteurs : miR167d et miR394b. Le rôle de ces miARN 

reste ŵaiŶteŶaŶt à dĠterŵiŶer par la caractĠrisatioŶ de ŵutaŶts. D’uŶe part, Ŷous aǀoŶs rĠceŵŵeŶt 

obtenu des lignées mimicry pour miR394 (Todesco et al., 2010) qui produisent une cible chimérique 

rĠsistaŶte au cliǀage par ŵi‘ϯϵϰ ŵais prĠseŶtaŶt uŶe forte affiŶitĠ pour le ŵi‘ϯϵϰ, l’eŵpġchaŶt aiŶsi 

de cliǀer sa ciďle origiŶelle. D’autre part Jason Reed (University of North Carolina, Chapel Hill) nous a 

rĠceŵŵeŶt fourŶi des ligŶĠes d’Arabidopsis KO pour les cibles ARF6 et ARF8. L’aŶalǇse de la rĠpoŶse 

de ces ŵutaŶts à l’iŶfectioŶ par les ŶĠŵatodes à galles perŵettra de dĠterŵiŶer le rôle de ces ŵiARN 

daŶs l’iŶteractioŶ A. thaliana – nématodes à galles. Parmi les 20 familles de miARN différentiellement 

expriŵĠs daŶs les galles daŶs cette Ġtude ϭϰ soŶt coŶserǀĠs chez uŶe autre espğce Ƌu’Araďidopsis 

(ex : ŵi‘ϯϭϵ, ŵi‘ϭϲϳ, ŵi‘ϭϲϰͿ. BieŶ Ƌue l’oďjectif de ce projet soit d’ideŶtifier les acteurs 

moléculaires qui participent à la formation de la galle chez A. thaliana, nous nous intéressons 

particuliğreŵeŶt à l’ideŶtificatioŶ de ŵĠcaŶisŵes ŵolĠculaires coŶserǀĠs chez plusieurs plaŶtes 

hôtes. “i l’oŶ recherche uŶe sortie appliƋuĠe à cette Ġtude, il est eŶ effet plus judicieux d’ideŶtifier 

des ŵĠcaŶisŵes de la forŵatioŶ de la galle Ƌui soieŶt coŶserǀĠs eŶtres espğces d’iŶtĠrġt 

agronomique et entre A. thaliana et des espğces d’iŶtĠrġt agroŶoŵiƋues. DaŶs ce cadre, le 

séquençage de la population de petits ARN ainsi que des transcrits de racines saines et galles de 

toŵate à ϳ et ϭϰdpi a ĠtĠ rĠceŵŵeŶt rĠalisĠ au laďoratoire. L’aŶalǇse de ces doŶŶĠes perŵettra 

d’ideŶtifier les ŵiA‘N coŶserǀĠs et diffĠreŶtielleŵeŶt régulés dans les galles. 

BieŶ Ƌue les ŵutaŶts TG“ testĠs Ŷ’aieŶt pas ŵoŶtrĠ de rĠpoŶse sigŶificatiǀeŵeŶt diffĠreŶte par 

rapport aux plaŶtes sauǀages du poiŶt de ǀue statistiƋue, l’iŵplicatioŶ de la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN 

dans la formation de la galle est prometteuse. En effet, les mutants affectés dans les voies de 

ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN coŵŵe le ŵutaŶt KO pour le gğŶe ROS1 codant une déméthylase qui présente 

une résistance aux nématodes et le mutant du gène DDM1 codant pour un facteur remodelant de la 

chromatine Ƌui prĠseŶte uŶe seŶsiďilitĠ accrue aǀec uŶe augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďre de ŵasse d’œufs 

par rapport aux plaŶtes sauǀage. La ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN liĠe ou pas à la ‘dDM seŵďle doŶc rĠguler 

positivement le développement des galles. Une étude du méthylome des kystes racinaires induits par 

le nématode à kystes H. schactii a été étudié très récemment (Hewezi et al., 2017). Cette étude 

repose sur le séquençage haut débit de l’ADN gĠŶoŵiƋue extrait de kǇstes et souŵis à uŶ traiteŵeŶt 

ďisulfite Ƌui ŵodifie les cǇtosiŶes eŶ uraciles à l’exceptioŶ des cǇtosiŶes ŵĠthǇlĠes. La coŵparaisoŶ 

des zoŶes ŵĠthǇlĠes aǀec les clusters accuŵulaŶt des siA‘N a perŵis d’ideŶtifier les régions du 

génome potentiellement régulées par la RdDM. Une analyse similaire, du méthylome de galles 

induites par M. incognita sera prochainement réalisée au laboratoire. Il sera intéressant de 

coŶfroŶter les ǀariatioŶs du ŵĠthǇloŵe d’A. thaliana en réponse aux nématodes à kystes et aux 

ŶĠŵatodes à galles, tous deux iŶducteurs d’uŶ site Ŷourricier.   
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Le sĠƋueŶçage de petits A‘N a perŵis d’eǆplorer ŶoŶ seulement les miARN mais également les siARN 

eǆpriŵĠs daŶs les galles. Les aŶalǇses de ĐlusteriŶg rĠalisĠes par l’algorithŵe “hortstack ont permis 

d’ideŶtifier les rĠgioŶs du gĠŶoŵe Ƌui aĐĐuŵuleŶt des petits A‘N. Toutefois Ŷotre aŶalǇse Ŷ’a pas 

perŵis d’oďtenir de résultat intéressant concernant les siARN associés aux régulations de type PTGS. 

L’aŶalǇse par ĐlusteriŶg est partiĐulièreŵeŶt ďieŶ adaptĠe auǆ « phasiARN » et aux hc-siARN. 

Toutefois, il est possiďle Ƌu’elle soit ŵoiŶs adaptĠe à l’Ġtude des Ŷat-siARN pour lesquels des 

eǆeŵples ŵoŶtreŶt Ƌu’uŶe seule sĠƋueŶĐe uŶiƋue est sureǆpriŵĠe, forŵaŶt aiŶsi uŶ piĐ 

d’aĐĐuŵulatioŶ (Zhang et al., 2012). De plus, il est possible que la surreprésentation des séquences 

de 23-24 dans les galles ait introduit un biais dans notre analyse statistique. Il serait donc intéressant 

de compléter notre première analyse de clustering en i) réalisant une nouvelle analyse statistique 

spécifique aux deux catégories de taille des siARN 20-ϮϮŶt d’uŶe part et Ϯϯ-24 Ŷt d’autre part et iiͿ eŶ 

rĠalisaŶt uŶe aŶalǇse statistiƋue du tauǆ d’eǆpressioŶ des sĠƋueŶĐes (Yu et al., 2013b).  

 La méthylation des gènes associés à la PTI : uŶe stratĠgie d’iŶfeĐtioŶ par les ŶĠŵatodes à 

galles ? 

Notre analǇse a perŵis d’ideŶtifier 10 gènes associés à la PTI, qui sont réprimés dans les galles et 

ciblés dans leur région promotrice par des clusters de siARN surexprimés dans les galles. Dans 

l’iŶteraĐtioŶ plaŶte-nématodes, les résultats obtenus au cours de ma thèse suggèrent que le 

ŶĠŵatode ŵodulerait le dĠĐleŶĐheŵeŶt de la PTI par deuǆ ŵĠĐaŶisŵes de rĠgulatioŶ de l’eǆpressioŶ 

des gèŶes assoĐiĠs à la PTI. UŶ ŵodèle pour Đes deuǆ ŵĠĐaŶisŵes s’iŶspiraŶt des rĠgulatioŶs 

transcriptionnelles des gènes de défense lors de la réponse antibactérienne sont présenté figure 43. 

Le preŵier ŵĠĐaŶisŵe ferait iŶterǀeŶir la ‘dDM et la dĠŵĠthǇlatioŶ de l’ADN par ‘O“ϭ ;eǆ : RMG1) 

et le deuǆièŵe reposerait sur la ‘dDM et uŶe dĠŵĠthǇlatioŶ de l’ADN iŶdĠpeŶdaŶte de ‘O“ϭ ;eǆ : 

WRKY22). Dans les plantes saines, la région promotrice des gènes associés à la mise en place des 

défenses seraient méthylés via la RdDM et ne seraient par conséquent pas transcrits. Dans le premier 

mécanisme : l’iŶfeĐtioŶ par les ŶĠŵatodes eŶtraiŶerait uŶe aŵplification du mécanisme de la 

régulation RdDM. La région promotrice serait alors hyperméthylée et ne permettrait pas la fixation 

du facteur de transcription. En conséquence le gène de défense ne serait pas transcrit. Cet exemple 

est supporté par la répression du gène WRKY22 observée dans les galles et dont la région promotrice 

est ciblée par un cluster de siARN surexprimé dans les galles.  

Dans le deuxième mécanisme : l’iŶfeĐtioŶ par les ŶĠŵatodes à galles iŶduirait uŶe aŵplifiĐatioŶ du 

mécanisme de la régulatioŶ ‘dDM aiŶsi Ƌu’uŶe rĠpressioŶ de l’aĐtiǀitĠ dĠŵĠthǇlase de ‘O“ϭ. La 

rĠgioŶ proŵotriĐe du gèŶe de dĠfeŶse resterait doŶĐ ŵĠthǇlĠe eŵpġĐhaŶt la fiǆatioŶ d’uŶ faĐteur de 

transcription. En conséquence le gène de défense ne serait pas transcrit. Ce modèle est supporté par 



WRKY22 

RMG1 

FLS2 

flg22 

FLS2 

WRKY22 

RMG1 

ROS1 ROS1 

Fig. 43:  Profils de méthylation et expression de RMG1 (A) et WRKY22 (B) en condition ͞non traité͟ et 
traité avec la flagelline flg22.  

A. Condition contrôle (non traitée): WRKY22 et RESISTANCE METHYLATED GENE 1 (RMG1) présentent 

dans leur région promotrice, des séquences répétées dérivées d’ĠlĠŵeŶts transposables qui sont  

ciblées par la méthylation dirigée par les siARN (RdDM). En condition contrôle (non traitée), la RdDM 

induit la méthylation du promoteur de WRKY22 et RMG1 bloquant ainsi la transcription de WRKY22. 

Malgré l’actioŶ de la RdDM, le gène RGM1 présente une expression basale dépendante de l’actioŶ de 

l’ADN déméthylase ROS1.  

B. Traitement avec le peptide flg22 dérivé de la flagelline de Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst). 

Le traitement avec flg22 induit deux mécanismes différents illustrés par les exemples  de WRKY22 et 

de RMG1. Dans le cas de WRKY22, flg22 induit une activation de l’expressioŶ due à la répression de la 

RdDM par flg22 et une éventuelle déméthylation qui serait indépendante de ROS1. Dans le cas de 

RMG1, flg22 induit une surexpression de ce gène d’uŶe part par la répression de la RdDM par flg22 et 

d’autre part par la déméthylation de la région promotrice par la déméthylase ROS1. Le traitement 

avec flg22 induirait donc la PTI en induisant l’expressioŶ des gènes de défense via la déméthylation de 

leurs régions promotrices. Cette déméthylation est due à une répression de la RdDM par flg22 et/ou 

l’actioŶ d’ADN déméthylases. 
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Des eǆpérieŶces coŵpléŵeŶtaires soŶt Ŷécessaires afiŶ de déterŵiŶer si les ϭϬ gğŶes associés à la 

PTI et répriŵés daŶs les galles soŶt régulés par uŶ de ces deuǆ ŵécaŶisŵes préseŶtés. DaŶs uŶ 

preŵier teŵps, la préseŶce de séƋueŶces dérivées d’éléŵeŶts traŶsposaďles sera réalisée daŶs la 

régioŶ proŵotrice de ces gğŶes. Par la suite les Ŷiveauǆ d’eǆpressioŶ de ces gğŶes seroŶt coŵparés 

par ƋPCR daŶs des galles et raciŶes saiŶes d’uŶ écotǇpe sauvage et daŶs des ŵutaŶts de la voie des 

RdDM afiŶ de déterŵiŶer si la répressioŶ oďservée est ďieŶ due à la RdDM. EŶfiŶ, uŶe aŶalǇse des 

cǇtosiŶes ŵéthǇlées au Ŷiveau des proŵoteurs de ces ϭϬ gğŶes sera réalisée par séƋueŶçage de 

l’ADNg aprğs traiteŵeŶt ďisulfite. EŶfiŶ il sera iŶtéressaŶt de tester si la sureǆpressioŶ de ces ϭϬ 

gğŶes iŶduit uŶe résistaŶce au Ŷéŵatode à galles.  

 La géŶératioŶ de traŶscriptoŵes par techŶologies NGS : vers uŶe ŵeilleure coŵpréheŶsioŶ 

de l’activité régulatrice des petits ARN ?  

Au cours de cette thğse, j’ai recherché les corrélatioŶs Ŷégatives eŶtre les profils d’eǆpressioŶ 

des ŵiARN DE daŶs les galles ou des clusters siARN prédits DE et ceuǆ de leurs ciďles eŶ ŵe référaŶt 

auǆ doŶŶées de puces à ADN afiŶ de supporter les prédictioŶs ďioiŶforŵatiƋues par des évideŶces 

ďiologiƋues d’uŶe poteŶtielle activité régulatrice des petits ARN. Toutefois, coŵŵe oŶ a pu le voir 

précédeŵŵeŶt, la ŵajorité des gğŶes ciďlés par les siARN et les ŵiARN Ŷ’apparaisseŶt pas coŵŵe 

différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés daŶs les puces à ADN. De Ŷouvelles aŶalǇses de traŶscriptoŵes de galles 

d’A. thaliana ďasée sur le séƋueŶçage haut déďit des traŶscrits par la ŵéthode IlluŵiŶa, voŶt ġtre 

prochaiŶeŵeŶt réalisées au laďoratoire. De plus, des aŶalǇses de séƋueŶçage spécifiƋue des produits 

de dégradatioŶ des ARNŵ par les ŵiARN daŶs les galles seroŶt égaleŵeŶt réalisées prochaiŶeŵeŶt 

avec la techŶologie du dégradoŵe ;GerŵaŶ et al., ϮϬϬϴͿ. L’iŶtégratioŶ de l’eŶseŵďle de ces doŶŶées 

perŵettra d’avoir uŶe iŶforŵatioŶ plus claire de l’activité régulatrice des siARN et des ŵiARN daŶs 

les galles.  

 La sécrétioŶ de petits ARN par M. incognita 

EŶfiŶ, le séƋueŶçage des petits ARN de galles d’A. thaliana a géŶéré des séƋueŶces proveŶaŶt du 

Ŷéŵatode. Au cours de ce projet, je ŵe suis focalisée sur les petits ARN s’aligŶaŶt sur le géŶoŵe 

végétal. Il serait iŶtéressaŶt à la suite de ce projet d’ideŶtifier les ŵiARN et siARN eǆpriŵés par les 

stades parasitaires du Ŷéŵatode. De plus, eŶ parallğle du séƋueŶçage des liďrairies de galles 

préseŶté daŶs ce projet de thğse, trois réplicats de petits ARN de Ŷéŵatodes au stade JϮ oŶt été 

séƋueŶcés et resteŶt à aŶalǇser. L’aŶalǇse de ces différeŶtes doŶŶées perŵettra ŶotaŵŵeŶt 

d’ideŶtifier les séƋueŶces coŶservées eŶtre les deuǆ parteŶaires de l’iŶteractioŶ. Il est possiďle 

d’eŶvisager Ƌue certaiŶs petits ARN puisseŶt ġtre sécrétés par le Ŷéŵatode daŶs la cellule végétale 

pour ciďler des ARNŵ issus de la traŶscriptioŶ du géŶoŵe végétal. Ce tǇpe de ŵécaŶisŵe a été 



135 

 

ŵoŶtrĠ chez les ŶĠŵatodes parasites d’aŶiŵaux coŵŵe Heligmosomoides polygyrus qui sécrète 

daŶs l’iŶtestiŶ de souris, des ǀĠsicules ou exosoŵes coŶteŶaŶt des ŵiA‘N et des protĠiŶes 

argonautes de nématode et Ƌui rĠguleŶt l’expressioŶ des gğŶes de l’hôte associĠs à l’iŵŵuŶitĠ et à 

l’iŶflaŵŵatioŶ (Buck et al., 2014). Il a également été montré que les pathogènes peuvent exploiter la 

ŵachiŶerie de la plaŶte pour l’actiǀitĠ des petits A‘N eŶ sĠcrĠtaŶt des petits A‘N daŶs les tissus de la 

plaŶte hôte. C’est le cas du chaŵpigŶoŶ Botrytis cinerea qui détourne la protéine végétale 

ARGONAUTE ϭ eŶ sĠcrĠtaŶt des ŵiA‘N foŶgiƋues Ƌui soŶt chargĠs daŶs l’AGOϭ de la plaŶte pour 

induire la répression post transcriptionnelle des gènes impliqués dans la défense de la plante hôte 

(Weiberg et al., 2013). Il est tout à fait possible des manipulations de la plante hôte similaires se 

dĠrouleŶt daŶs le cadre de l’iŶteractioŶ plaŶtes-nématodes à galles. Toutefois, la transformation 

stable de M. incognita Ŷ’ĠtaŶt pas possiďle à ce jour il Ŷ’est pas aisĠe de prouǀer cette sĠcrĠtioŶ.  

Pour conclure, ce projet a permis de caractériser les populations de miARN et de siARN 

diffĠreŶtielleŵeŶt rĠgulĠs daŶs les galles lors de l’iŶteractioŶ A. thaliana – M. incognita à 7 et 14 jai. 

En particulier le rôle de miR159 dans la formation des galles a été établi, probablement à travers la 

régulation post transcriptionnelle du facteur de transcription MYB33. Cette étude a également 

permis de soulever le rôle potentiel de miR159c dans les racines. D’uŶ point de vue appliqué, 

l’ideŶtificatioŶ de ŵiA‘N de plaŶtes et de leurs ciďles ou des gğŶes ciďlĠs par les clusters de siA‘N DE 

lors de la formation de la galle pourraient constituer des pistes innovantes pour développer de 

nouvelles méthode de lutte contre ŶĠŵatodes à galles. D’uŶ poiŶt de ǀue foŶdaŵeŶtal, ce projet a 

perŵis d’eŶrichir les coŶŶaissaŶces relatiǀes aux ŵĠcaŶisŵes de rĠgulatioŶ de l’expressioŶ gĠŶiƋue 

au cours de la formation de la galle mais aussi ce projet a mis en évidence un rôle potentiel de 

miR159c dans les racines. 
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Summary

� Root-knot nematodes (RKNs) induce inside the vascular cylinder the giant cells (GCs)

embedded in the galls. The distinctive gene repression in early-developing GCs could be facili-

tated by small RNAs (sRNA) such as miRNAs, and/or epigenetic mechanisms mediated by

24nt-sRNAs, rasiRNAs and 21-22nt-sRNAs. Therefore, the sRNA-population together with

the role of the miR390/TAS3/ARFs module were studied during early gall/GC formation.
� Three sRNA libraries from 3-d-post-inoculation (dpi) galls induced by Meloidogyne

javanica in Arabidopsis and three from uninfected root segments were sequenced following

Illumina-Solexa technology. pMIR390a::GUS and pTAS3::GUS lines were assayed for nema-

tode-dependent promoter activation. A sensor line indicative of TAS3-derived tasiRNAs bind-

ing to the ARF3 sequence (pARF3:ARF3-GUS) together with a tasiRNA-resistant ARF3 line

(pARF3:ARF3m-GUS) were used for functional analysis.
� The sRNA population showed significant differences between galls and controls, with high

validation rate and correspondence with their target expression: 21-nt sRNAs corresponding

mainly to miRNAs were downregulated, whilst 24-nt-sRNAs from the rasiRNA family were

mostly upregulated in galls. The promoters of MIR390a and TAS3, active in galls, and the

pARF3:ARF3-GUS line, indicated a role of TAS3-derived-tasiRNAs in galls.
� The regulatory module miR390/TAS3 is necessary for proper gall formation possibly

through auxin-responsive factors, and the abundance of 24-nt sRNAs (mostly rasiRNAs) con-

stitutes a gall hallmark.

Introduction

Regulatory small RNAs (sRNAs) are a group of short noncoding
RNAs (20–24 nucleotides (nt) long) with diverse roles in gene
silencing at the transcriptional and post-transcriptional levels.
Arabidopsis sRNAs are dominated by short-interfering RNAs
(siRNAs) and by microRNAs (miRNAs; Axtell, 2013; Bologna
& Voinnet, 2014). Among the endogenous Arabidopsis siRNAs
there are different sRNAs groups such as trans-acting short-
interfering RNAs (ta-siRNAs) and repeat-associated small inter-
fering RNAs (rasiRNAs). Ta-siRNAs are produced through
miRNA-guided cleavage of noncoding primary transcripts that
are then converted into dsRNA by RDR6, whereas rasiRNAs are
generated mostly from transposon loci and DNA repeats.
AGO1/7- ta-siRNA complexes mediate the cleavage of mRNA
from coding genes, whereas AGO4/6- rasiRNA complexes guide

cytosine methylation in DNA, a landmark of RNA-directed
DNA methylation (PolIV-RdDM). Recently, a genetic RdDM
pathway was uncovered in Arabidopsis. It utilizes 21–22-nt
siRNAs as well as 24-nt siRNAs, and methylates ta-siRNAs (Wu
et al., 2012; Kanno et al., 2013) and active transposable elements
(TEs) by the combined activities of RDR6, DCL2, DCL4 and
AGO1 (Nuthikattu et al., 2013). These 21–22-nt siRNAs guide
AGO6 to its chromatin targets to establish TE expression-
dependent DNA methylation (Wu et al., 2012). Hence, a core of
different Dicer-like proteins (DCLs), RNA-dependent RNA
polymerases (RDRs) and Argonaute proteins (AGOs) participate
in the biogenesis and action of miRNAs, tasiRNAs and rasiRNAs
(Axtell, 2013; Bologna & Voinnet, 2014).

In recent years, next-generation sequencing has made clear
the importance of sRNA regulation in different abiotic and
biotic plant stresses (Sunkar et al., 2012; Balmer & Mauch-

� 2015 The Authors

New Phytologist� 2015 New Phytologist Trust

New Phytologist (2016) 209: 1625–1640 1625
www.newphytologist.com

Research



Mani, 2013; Weiberg et al., 2014; Harfouche et al., 2015).
Pathogen attack triggers massive miRNA changes, exerting regu-
latory roles through alteration of hormone pathways, or manip-
ulating silencing pathways to counteract miRNA-mediated
defenses, thus regulating plant immunity (reviewed in Balmer &
Mauch-Mani, 2013). For example, miR393, implicated in bac-
terial resistance by repressing auxin signaling, was upregulated
in response to the bacterial effector flg22, and targets TIR1,
AFB2 and AFB3 which allow the stabilization of auxin signaling
repressor Aux/IAA proteins (Navarro et al., 2006) and viruses
use suppressor proteins that interfere with the silencing machin-
ery (Jagga & Gupta, 2014).It can therefore be concluded that
miRNAs are very likely to be fundamental players in the concert
of broad-spectrum disease resistance (reviewed in Balmer &
Mauch-Mani, 2013).

Plant sedentary endoparasitic nematodes are among the most
damaging parasites, causing severe agricultural losses
(Mitkowski & Abawi, 2003). Two types of sedentary endopar-
asitic nematodes are described depending on the type of feed-
ing cells that they induce in roots, namely giant cells (GCs)
inside galls or knots for root-knot nematodes (RKN;
Meloidogyne spp; Escobar et al., 2015) and syncytia for cyst
nematodes (Heterodera spp. and Globodera spp.; Bohlmann,
2015). The differentiation of a root vascular cell into a GC or
a syncytium, both highly specialized transfer cells, requires dra-
matic changes in gene expression (reviewed in Escobar et al.,
2011, 2015). Generalized gene repression is characteristic of
early-developing GCs and galls, and constitutes a signature of
early-developing GCs (Schaff et al., 2007; Caillaud et al., 2008;
Barcala et al., 2010; Portillo et al., 2013) which includes plant
defense-related genes (reviewed in Smant & Jones, 2011;
Hewezi & Baum, 2015). For example, peroxidase-coding genes
are repressed in compatible interactions, but upregulated in
soybean resistant plants (Klink et al., 2009, 2010) and in
tomato resistant cultivars homozygous for Mi-1 (Bar-Or et al.,
2005; Schaff et al., 2007). This is consistent with the func-
tional role of tomato TPX1 in resistance to Meloidogyne
javanica (Portillo et al., 2013). The mechanisms mediating this
massive gene repression in early-developing GCs/galls are
unknown, but could involve a general differential expression
(DE) of sRNAs.

Few massive sequencing experiments have been performed to
uncover the role of sRNAs in the plant–nematode interaction
and those which have were mainly focused in cyst nematodes
(Hewezi et al., 2008; Li et al., 2012; Xu et al., 2014; Zhao et al.,
2015). In Arabidopsis infected with Heterodera schachtii, Hewezi
et al. (2008) identified 16 miRNAs DE in syncytia at 4 and/or
7 d post inoculation (dpi). Several of them targeted transposons
or retrotransposons of different types, suggesting a role for these
miRNAs in controlling TE movement (Hewezi et al., 2008;
Hewezi & Baum, 2015). Arabidopsis rdr and dcl mutants altered
in essential genes for sRNA biogenesis showed reduced suscepti-
bility to H. schachtii (Hewezi et al., 2008). Two sequencing
experiments shed light to the sRNA population from resistant
and susceptible soybean lines infected with H. glycines (Li et al.,
2012; Xu et al., 2014), showing several DE miRNAs and siRNAs

between resistant/susceptible plants. A functional role for a
miRNA has been demonstrated only for miR396 in Arabidopsis
syncytia by Hewezi et al. (2012). It was shown that miR396
downregulation following GRF1/GRF3 induction is necessary for
correct syncytia initiation. However, subsequent miR396 induc-
tion was necessary once the syncytium is established and it does
not incorporate new cells. So far, DE sRNAs and their functional
roles in RKN feeding sites have not been described, except for
systemic stress responses in phloem after RKN inoculation, where
the miR319/TCP4 module acts as a systemic signal responder
modulating a systemic defensive response mediated by jasmonic
acid (Zhao et al., 2015).

Here we analyze the DE sRNAs during early gall develop-
ment, by using three sRNA libraries from independent biologi-
cal replicates of hand-dissected 3-dpi galls formed by
M. javanica in Arabidopsis, and uninfected root segments at
equivalent positions of the root to obtain three control libraries.
We found significant differences between galls and control roots
in the sRNA population. In galls, 21-nt sequences correspond-
ing mostly to miRNAs were downregulated, whereas 24-nt
sequences from rasiRNAs were upregulated. We studied the
expression pattern and functional role of miR390, one of the
few upregulated miRNAs in galls and GCs at early infection
stages. Its promoter is active in GCs and gall vascular tissues
and it regulates TAS3-derived tasiRNAs formation in galls.
TAS3 was necessary for proper gall development, possibly
through the control of auxin-responsive factors. This is the first
report of a functional role during plant–nematode interactions
of a highly conserved ta-siRNA from bryophytes to vascular
plants.

Materials and Methods

Biological materials, growth conditions and nematode
inoculation

All Arabidopsis thaliana (L.) Heynh lines were in Col-0 back-
ground. Seeds were sterilized, and plants grown and inoculated as
in Cabrera et al. (2014a).

For functional analysis, four independent infection tests
were performed for Col-0 (number of plants (n) = 280) and
mir390a-2 (n = 217), and three independent infection tests
with Col-0 (n = 114) and TAS3a-1 (n = 114). Gall number
per main root was determined under a stereo microscope at
14 dpi. For diameter measurements, at least 21 galls at 14
dpi from three independent experiments were hand dissected,
photographed and measured with IMAGEJ (US National Insti-
tutes of Health, Bethesda, MD, USA). For significant differ-
ences on infection level and gall diameter a Student’s t-test,
P < 0.05, was performed using SPSS (IBM, Armonk, NY,
USA).

Meloidogyne javanica Treub, 1885 was maintained and in vitro
infection assays were performed as described in Barcala et al.
(2010). For M. incognita, Arabidopsis seeds were stratified in
0.59 MS/0.8% agar plates at 23°C and 16 h : 8 h, light : dark
photoperiod. Twenty days after germination, roots were
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inoculated with 200 J2 per plant previously sterilized with 0.01%
HgCl2 and 0.7% streptomycin.

RNA extraction, sRNA library construction and statistical
analysis

RNA extractions from three independent samples of c. 300 3-dpi
galls and three of c. 300 control root segments were performed
and quality-assessed as in Portillo et al. (2009). Each RNA sam-
ple extracted from pooled galls or control roots from three or four
independent experiments is thus considered a biological replicate.
Three of these RNA samples were independently analyzed by
massive sequencing for gall or control roots. In each independent
experiment, 20 plates containing 10 plants each (n = 200) were
also used to collect galls or control root segments from uninfected
plants. Samples were quick-frozen in liquid nitrogen and stored
at �80°C.

Illumina-Solexa Sequencing-By-Synthesis technology was used
to generate the small-RNA libraries at Beijing Genomics Institute
(Shenzhen, China). Clean sequences were obtained after discard-
ing low-quality reads, 50 primer contaminants, and those without
30 primer, without the insert tag, with poly A and/or shorter than
18 nt.

A reads per million (RPM) value was obtained for each
sequence in each library (number of reads for a sequence/number
of total reads for all sequences in that library9 106). Each
sequence was tested for expression changes by a two-tailed
heteroscedastic t-test using statistic software R (R Development
Core Team, 2008) between their three independent RPM values
in galls and their three independent RPM values in control roots.
Expression differences between galls and roots were considered
significant when P < 0.05. Fold change (FC) was used to measure
the expression differences between galls and control roots as the
ratio between the average of the RPM values of the three samples
in each group. The full raw sequencing data were submitted to
the GEO database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) with the
accession number: GSE71563.

sRNA sequences annotation

Clean reads were mapped to the Arabidopsis or M. incognita
genomes (http://www.arabidopsis.org/ or http://www6.inra.fr/
meloidogyne_incognita) by SOAP (Short Oligonucleotide Anal-
ysis Package; http://soap.genomics.org.cn/) and sRNAs were cat-
egorized into types: rRNA, tRNA and snRNA were analyzed in
GenBank and in RFAM; known miRNAs and their isomiRs
(miRBase19), repeats, exon and intron were analyzed by BGI
Genomics in-house database.

Unannotated sequences were screened with Mireap
(http://sourceforge.net/projects/mireap/) which predicts novel
miRNA by exploring secondary structure, DICER cleavage site
and minimum free energy (MFE) of the unannotated small
RNA tags. The following restrictions were imposed: minimal
miRNA sequence length (18 nt), maximal miRNA sequence
length (25 nt), minimal miRNA reference sequence length
(20 nt), maximal miRNA reference sequence length (23 nt),

maximal copy number of miRNAs on reference (20 nt), maxi-
mal free energy allowed for a miRNA precursor
(�18 kcal mol�1), maximal space between miRNA and
miRNA* (300 nt), minimal base pairs of miRNA and
miRNA* (16 nt), maximal bulge of miRNA and miRNA*
(4 nt), and maximal asymmetry of miRNA/miRNA* duplex
(4 nt).

Target prediction was performed on the Plant Small RNA
Target Analysis Server (psRNATarget; http://plantgrn.noble.org/
psRNATarget/; Dai & Zhao, 2011). The following restrictions
were established: maximum expectation (3.0), length for comple-
mentarity scoring (20), allowed maximum energy to unpair the
target site (UPE; 25); flanking length around target site for target
accessibility analysis (17 bp in upstream/13 bp in downstream);
and range of central mismatch leading to translational inhibition
(9–11 nt).

q-PCR validation of the expression of miRNAs and their
targets, histological analysis of GUS expression and gall
phenotyping

Expression levels of selected miRNAs DE in the libraries were
analyzed by qRT-PCR using TaqMan® Small RNA assays. The
probes used were: aly-miR156 h (463816_mat), miR163 (343),
miR167d (000350), miR390a (001409miR775 (008366_mat),
miR780.2 (464297_mat), miR839 (008535_mat) and aly-
miR857 (006362_mat)). qRT-PCR was performed as described
by Frenquelli et al. (2010)). The independent RNA samples used
for RNAseq were used for cDNA synthesis. Total RNA (10 ng)
was reverse-transcribed with the MicroRNA Reverse Transcrip-
tion Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in a final
reaction volume of 5 ll. Independent reverse transcription reac-
tions were set for each miR-snoR pair. qRT-PCR was performed
using TaqMan Fast Universal PCR Master Mix on a 7500 Fast
Real-Time PCR System following the manufacturer’s protocol.
Each independent cDNA template was run in triplicate (384-well
plate). Data were normalized to the expression of two small
nucleolar RNAs (predesigned TaqMan� small RNA control
assays snoR101 and snoR66; Applied Biosystems) and relative
expression was calculated using the comparative Ct method
(2�D∆Ct). Tendencies were similar with both normalizers.

Validation of the transcript level for predicted miRNA target
genes was performed by qRT-PCR. RNA samples used for
sequencing were reverse transcribed with the High-Capacity
cDNA Reverse Kit (Applied Biosystems), using 500 ng of RNA
per reaction and following manufacturer’s instructions. Normal-
ization was referred to GAPC2 according to the method of Bar-
cala et al. (2010). Relative expression was calculated using the
comparative Ct method (2�D∆Ct). Primer sequences are listed in
Supporting Information Table S1.

For all q-PCR data a Student’s t-test was performed (P < 0.05)
to identify FC differences between galls and uninfected controls.

For tissue localization of GUS activity, seedlings from
pMIR390a::GUS, pTAS3::GUS, pARF3:ARF3-GUS and pARF3:
ARF3 m-GUS lines were treated and phenotyped as described in
Cabrera et al. (2014a).
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Results

Overview of sRNAs expressed in galls and control roots

Illumina-Solexa Sequencing-By-Synthesis technology was used to
generate three independent sRNA libraries from c. 300 hand-
collected 3-dpi galls each, and three libraries from their corre-
sponding control samples (see the Materials and Methods sec-
tion; Fig. 1a). An average of 10.1 million raw reads (Solexa 50 nt
reads) were obtained for the three gall libraries (G1, G2 and G3),
and an average of 9.8 million for control roots (R1, R2, R3)
(Fig. 1b). After filtering reads, the number of clean reads was
reduced to an average of 9.8 million for galls and 9.5 million for
control roots (Fig. 1b). The similar overall numbers obtained for
the three libraries in both sample types indicate a high uniformity
among the three biological replicates used for the analysis. An
average of 2121 427 clean reads corresponded to unique sRNA
sequences in the three gall libraries, almost twice the 1241 364
reads obtained for the control root libraries (Fig. 1b). In the six
libraries, 99.9% of the reads had a length between 18 and 29 nt

(Fig. 2a), most of them ranging from 20 to 24 nt, the typical
length of small RNAs processed by DICER (Ghildiyal &
Zamore, 2009). Read-length distribution in each library was sim-
ilar except for the 24-nt sequences, which were consistently more
abundant in gall than in control root libraries (Fig. 2a). By con-
trast, 20- and 21-nt reads (the typical length of miRNAs;
Ghildiyal & Zamore, 2009) were consistently larger in root than
in gall libraries (Fig. 2a).

Fifty-eight percent of the unique sRNA sequences in the six
libraries were present exclusively in galls, whilst only 16.2% were
exclusive from control roots and 25.8% were shared between
both (Fig. 2b). The matched sequences were aligned against
sequences in GenBank, Rfam and miRBase to find previously
known sRNAs. Fig. 2(c) summarizes the number of sequences
found in each library corresponding to different sRNA types.
Approximately half of the unique sequences (54% and 50% for
galls and control roots, respectively) were unannotated; that is,
either they could not be mapped to the Arabidopsis genome (and
could be of nematode origin) or they hit Arabidopsis sequences
not classified as sRNAs (Fig. 2c).

(a) (b)

Fig. 1 Schematic representation of sRNA library construction and clean read generation. (a) Approximately 900 at 3-d-post-infection (dpi)-galls induced by
Meloidogyne javanica in Arabidopsis thalianawere collected in three independent biological replicates (left panel) for construction of gall libraries (G1, G2
and G3). Equivalent root segments from uninfected plants grown in the same conditions were collected also in triplicate for uninfected root libraries (R1, R2
and R3; right panel). Dotted lines in the pictures indicate the hand-dissected segments collected. (b) Number of discarded or retained reads is indicated in
each step, as well as the percentage that this number represents with respect to the total number of high-quality reads for each library. Clean reads are
obtained after discarding reads without 30 primers, with 50 primers contaminants, without the insert tag, with poly A, or shorter than 18 nt, and low-quality
sequences. Unique reads represent those distinct sequences read.
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Differential expression of sRNAs and identification of their
putative targets in the Arabidopsis genome

From the 338 known Arabidopsis miRNAs, 288 were detected
in at least one library, whereas 50 were not identified in any
read through the six libraries (Table S2). The overall numbers
of reads for each miRNA among the libraries from either galls
or control roots presented similar trends (Table S2), reinforcing
the validity of the sequencing in the three biological replicates.
From the 265 different miRNAs identified in each library, 242
were common to both conditions, 23 were exclusive of galls
and 23 were only present in control root libraries (Table S2).
For simplicity, the terms differentially expressed (DE), induced/

upregulated and repressed/downregulated are used throughout
the text to mean mature sRNA levels higher or lower than in
their corresponding controls, respectively. Interestingly, the
average number of reads corresponding to known miRNAs in
the three control root libraries (24 227) was 1.7-fold that of
the three gall libraries (14 617), suggesting a global downregu-
lation of miRNA in galls (Table S2). Accordingly, after normal-
ization of the reads as ‘reads per million’ and analysis of DE
miRNAs (see the Materials and Methods section), only 11 of
the 288 miRNAs detected were upregulated (P < 0.05), whereas
51 were downregulated in galls (P < 0.05; Table 1). From the
62 DE miRNAs, large miRNA families as miR166 and
miR169 were consistently downregulated in galls (Table 1). By

(a) (c)

(b)

Fig. 2 General sRNA analysis in galls induced byMeloidogyne javanica in Arabidopsis thaliana and control libraries. (a) Distribution of clean reads (in %) in
the six libraries catalogued into length categories. Note the marked abundance of the 24-nt sequences in gall libraries, with an average of 3803 611
sequences as compared to the 2826 085 found in libraries from control roots. (b) Venn diagram indicating number and percentage of unique reads
exclusive and/or or shared by galls and control roots libraries. (c) Schematic representation of the annotation process of the reads by alignment to the
genome and adscription to different small RNA categories (miRNA, rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA, repeat, exon, intron). Note that the abundance of intron
and exon antisense sequences is higher in galls than in control libraries.
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contrast, miR390a and miR390b were highly upregulated
(FC = 2.70) in galls (Table 1) as were two members of the
miR156 family (miR156 h-i; FC = 7.06; Table 1), although the
majority of the members of this family were downregulated
(miR156a-g, j).

Fold change values for the DE miRNAs were validated by
TaqMan® assay-based real-time PCR (Fig. 3a). Seven miRNAs
were selected for validation, three induced and four repressed in
galls, representative of different expression patterns in both
libraries; that is, a high number of readings (e.g. miR390a), low
number of readings (e.g. miR857), and intermediate number of
readings (e.g. miR775s). qPCR was done after cDNA synthesis
with the same RNA samples used for the construction of the six
small RNA libraries, and resulted in a high validation rate of the
sequencing results (6 out of 7 tested; Fig. 3a). Different sensitivi-
ties of both techniques might explain the nonvalidated expression
pattern of miR167d.

The potential target genes of the known DE miRNAs were
downloaded from the Plant MicroRNA Database (http://bioin
formatics.cau.edu.cn/PMRD/; Zhang et al., 2010) and were
also predicted by using the psRNATarget web server
(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) accomplishing
restrictive parameters (see the Materials and Methods section).
The TAIR10 transcripts database was used as the reference
genome, identifying 108 putative target genes for the upregu-
lated and 222 for the downregulated miRNAs in galls, respec-
tively (Table S3). Some of the predicted targets had been
experimentally validated in different biological systems, for
example, those for miR390, miR156 or miR172 that preferen-
tially target TAS3, trans-acting short-interfering RNA 3
(Montgomery et al., 2008), SQUAMOSA PROMOTER
BINDING PROTEINS (SPLs; Wu & Poethig, 2006) and R-
homologous Arabidopsis protein (RAP) (Aukerman & Sakai,
2003), respectively. Classification into functional categories
with Mapman (Thimm et al., 2004) determined that most tar-
gets belong to the category of ‘Regulation of Transcription’,
particularly to the transcription factors subcategory, with 35
transcription factors among the putative targets of downregu-
lated miRNAs and 8 among the targets of the upregulated
miRNAs in galls (Table S3). It is also important to point out
the identification of 26 transposable elements (TEs) as putative
targets of the DE miRNAs (Table S3).

Table 1 Average number of reads for known miRNAs in gall and control
root libraries

Average no. of reads

FC P-valueGall libraries Root libraries

ath-miR156i 5 1 7.06 0.032
ath-miR839 19 5 3.74 0.028
ath-miR5657 64 18 3.47 0.017
ath-miR851-3p 10 3 2.94 0.016
ath-miR390a 53 602 19 921 2.70 0.007
ath-miR390b 53 586 19 917 2.70 0.007
ath-miR391 42 16 2.62 0.002
ath-miR5655 113 45 2.46 0.042
ath-miR775 790 368 2.13 0.012
ath-miR156h 1478 720 2.02 0.020
ath-miR5643a 58 38 1.50 0.047
ath-miR159b 312 459 �1.52 0.049
ath-miR166a 127 138 191 088 �1.54 0.027
ath-miR166g 121 322 182 951 �1.55 0.025
ath-miR166c 121 384 183 056 �1.55 0.025
ath-miR166e 121 289 182 914 �1.55 0.025
ath-miR166d 121 384 183 059 �1.55 0.025
ath-miR166f 121 284 182 909 �1.55 0.025
ath-miR166b 121 344 183 020 �1.55 0.025
ath-miR5645f 113 176 �1.59 0.044
ath-miR5645e 112 174 �1.59 0.036
ath-miR5645a 112 176 �1.60 0.037
ath-miR5645b 112 176 �1.60 0.037
ath-miR165a 40 918 65 318 �1.65 0.044
ath-miR165b 39 533 63 672 �1.67 0.044
ath-miR5635a 75 130 �1.78 0.011
ath-miR5635d 260 503 �1.98 0.005
ath-miR156j 431 1009 �2.40 0.010
ath-miR156b 191 210 461 888 �2.47 0.013
ath-miR156a 191 007 461 738 �2.47 0.013
ath-miR156c 191 007 461 738 �2.47 0.013
ath-miR156e 190 500 461 235 �2.48 0.013
ath-miR156f 190 497 461 238 �2.48 0.013
ath-miR156d 192 256 470 427 �2.50 0.014
ath-miR5653 448 1102 �2.54 0.001
ath-miR399e 5 15 �3.02 0.028
ath-miR156g 187 569 �3.13 0.000
ath-miR169f 41 129 �3.30 0.004
ath-miR857 3 8 �3.30 0.032
ath-miR169j 20 70 �3.53 0.023
ath-miR169n 20 70 �3.53 0.023
ath-miR169l 20 70 �3.55 0.026
ath-miR169g-5p 37 128 �3.55 0.004
ath-miR163 56 200 �3.66 0.015
ath-miR169i 20 72 �3.67 0.021
ath-miR169h 6 21 �3.79 0.023
ath-miR169k 6 21 �3.79 0.023
ath-miR167d 67 263 �3.99 0.041
ath-miR169d 33 126 �4.01 0.004
ath-miR169e 33 126 �4.01 0.004
ath-miR169m 6 23 �4.03 0.024
ath-miR5644 26 102 �4.09 0.029
ath-miR399b 11 46 �4.12 0.003
ath-miR172b-3p 108 482 �4.53 0.029
ath-miR172a 108 483 �4.54 0.028
ath-miR319b 6 27 �4.88 0.003
ath-miR780.2 4 21 �5.45 0.003
ath-miR5648-3p 8 70 �8.58 0.034
ath-miR2111a-5p 2 21 �10.82 0.001

Table 1 (Continued)

Average no. of reads

FC P-valueGall libraries Root libraries

ath-miR2111b-5p 2 21 �10.82 0.001
ath-miR5637 0 4 �12.40 0.001
ath-miR172e 2 35 �17.67 0.000

The three libraries for galls induced byMeloidogyne javanica in
Arabidopsis thaliana and roots are represented separately. Fold change
(FC) and statistical significance (P-value) for the differentially expressed
miRNAs are indicated. Red, induced, and green, repressed miRNAs in galls
tested by q-PCR in Fig. 3(a).
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A role for miR390 during root-knot nematode infection

miR390a-b were highly expressed in galls, showing the highest
number of readings among those up-regulated miRNAs
described (c. 53 000 each; Table 1). As MIR390a (At2g38325) is
also predominantly expressed in roots (Marin et al., 2010), we
analyzed its promoter activation pattern during nematode infec-
tion. A GUS reporter line carrying a 2.6-kb promoter region
from MIR390a (Fig. 4a–c; Marin et al., 2010) was specifically
activated within 4-dpi galls (Fig. 4a) induced by M. javanica in
Arabidopsis roots, whereas in uninfected roots it was only
detected in lateral root primordia and in the elongation zone
(Fig. S1a,b). Hence, pMIR390a::GUS activation pattern was con-
sistent with our sequencing and q-PCR results (Table 1; Fig. 3a).
GUS activity in galls was maximal at 7 dpi (Fig. 4b) and
decreased at medium-late infection stages (15 dpi; Fig. 4c). GUS
activity was localized in the GCs and surrounding cells within the
vascular cylinder in semi-thin 4-dpi gall sections (Fig. 4g). The
expression pattern of pMIR390a::GUS was similar in 5- and 7-
dpi galls induced by the related speciesM. incognita (Fig. S1e, f).

We then investigated its functional role during gall develop-
ment. The homozygous line mir390a-2, carrying a T-DNA inser-
tion located 30 bp upstream of the MIR390a (At2g38325)
transcription start site, showed a strong reduction in the accumu-
lation of the mature miR390a in roots, compared to the wild-
type line (Marin et al., 2010) and is therefore considered a loss-
of-function line. When tested for nematode infection, this line
presented a significant decrease (P < 0.05) in infection levels
(23% less galls per main root than the wild-type Col-0 line;

Fig. 5a). Moreover, galls formed in the mir390a-2 line were
smaller than those formed in Col-0 plants (P < 0.05; Fig. 5b).
This suggests that mir390a expression in galls is important for
successful nematode infection.

In roots, miR390 controls the biogenesis of TAS3 derived
trans-acting short-interfering RNAs (tasiRNAs), and this func-
tion is crucial for lateral root growth (Marin et al., 2010). The
pTAS3a::GUS line showed activation along the vascular tissue of
uninfected roots and in M. javanica-induced galls (Fig. S1c,d;
Fig. 4d–f). The activation observed at 4 dpi was maintained in 7-
and 15-dpi galls (Fig. 4d–f). In semi-thin sections of 4 dpi galls,
the GUS signal was intense in GCs as well as in their neighboring
cells (Fig. 4h). Thus, the expression patterns of pTAS3a::GUS
and pMIR390a::GUS overlap in galls, similarly to those described
for lateral roots (Marin et al., 2010). TAS3a role in galls was ana-
lyzed by performing infection tests in the mutant line TAS3a-1
(GABI 621G08), with only 40% of wild-type TAS3a transcript
levels; Marin et al., 2010). This mutant line presented a 40%
reduction in the percentage of galls per main root with respect to
the control (Fig. 5c). The galls formed in TAS3a-1 were not sig-
nificantly different in size to those of the control (Fig. 5d). It has
been demonstrated that miR390a, TAS3-derived tasiRNAs and
the auxin responsive factors ARF2, ARF3 and ARF4, constitute
an auxin-responsive regulatory module controlling lateral root
growth, in such a way that active TAS3-derived tasiRNAs regulate
these ARFs directly in lateral roots by degrading their transcripts
(Marin et al., 2010). Accordingly, a GUS-based sensor line that is
not induced when the TAS3-derived tasiRNAs are actively bind-
ing the ARF3 sequence, pARF3:ARF3-GUS, was not induced in

(a)

(b)
Fig. 3 Quantitative-PCR (q-PCR) analysis of
differentially expressed miRNAs and their
predicted targets in galls induced by
Meloidogyne javanica in Arabidopsis

thaliana. (a) miRNA expression values in galls
relative to uninfected controls by RNAseq
(gray) and q-PCR (black). All miRNAs tested
showed significant expression differences
between galls and controls (P < 0.05) by
RNA-seq and q-PCR, except miR839 by
q-PCR with P < 0.16. (b) Expression of six
putative miRNA targets measured by q-PCR.
All were repressed in galls vs control roots
(P < 0.05) agreeing with microarray data
(Jammes et al., 2005; Barcala et al., 2010).
FC, fold change.
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galls (Fig. 6a). By contrast, a line harboring an ARF3 sequence
resistant to the cleavage by TAS3-derived tasiRNAs (pARF3:
ARF3m-GUS; induced in the tissues where the promoter is
active) was activated in galls at 3 dpi (Fig. 6b). GUS staining in
this line showed the same pattern in GCs and surrounding cells
as the MIR390a promoter and the TAS3a promoter lines
(Figs 4g,h, 7c). These results confirmed that TAS3-derived
tasiRNAs were active in galls and GCs, as they could degrade their
described mRNA target, ARF3.

Identification of putative nematode-responsive novel
miRNAs

Those sRNA sequences that mapped in the Arabidopsis genome
but were not classified as any previously described miRNA were

analyzed using Mireap software (http://sourceforge.net/projects/
mireap/) to predict their secondary structures, DICER cleavage
sites and MFE (minimum free energy; �40/�74 kcal mol�1;
Bonnet et al., 2004). Six hundred and two sequences ranging
from 19 to 25 nt and present in at least one of the six libraries
presented structural hairpin characteristics. However, only 11 of
these sequences ranging from 21 to 23 nt were DE (P < 0.05) in
galls as compared to control roots, three of them being upregu-
lated and eight downregulated (Table 2). From them, one upreg-
ulated and two downregulated also presented MFE values similar
to those described for Arabidopsis miRNAs (Table 2). Interest-
ingly, one was exclusively read in control root libraries, another
one only in galls, and another sequence was abundant in both,
although upregulated in galls (Table 2). The potential targets for
these three putative sRNAs were predicted, finding among them

(a)

(d) (e) (f)

(g) (h)

(c)(b)

Fig. 4 Overlapping expression patterns of
pMIR390a::GUS and pTAS3::GUS in galls.
pMIR390a::GUS is active in galls induced by
Meloidogyne javanica in Arabidopsis at 4 d
post infection (dpi) (a), reaching its
maximum expression at 7 dpi (b). Expression
disappears at 15 dpi (c). pTAS3::GUS is
activated in the vascular cylinder and inside
galls at 4 dpi (d). Its expression is maintained
at 7 (e) and 15 (f) dpi. GUS signal was
localized in giant cells (GCs) and surrounding
cells in the vascular cylinder in semi-thin
sections of 4-dpi galls from pMIR390a::GUS

(g) and pTAS3::GUS (h). Asterisks indicate
GCs. Black arrowhead indicates nematode.
Bars: (a–f) 500 lm; (g, h) 100 lm.
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genes related to stress, hormone metabolism, development or cell
cycle (Table S4).

Comparative expression analysis of miRNAs and their
targets

The expression of the predicted targets for the upregulated
miRNAs in 3-dpi galls (Tables 3, S3) was checked among down-
regulated genes identified in previous studies, and vice versa. The
transcriptomes used were from 3-dpi microdissected GCs and
galls (Barcala et al., 2010), and 7 dpi-galls (Jammes et al., 2005;
Cabrera et al., 2014b). In these comparisons, six downregulated
genes (P < 0.05) were predicted as putative targets of six upregu-
lated miRNAs described in this work (Table 3). We found 15
upregulated transcripts that were putative targets of downregu-
lated known and novel miRNAs in our analysis (Table 3).
Among them is MYB33 (targeted by miR159b and miR319b),
the only MYB transcription factor upregulated in 3-dpi GCs
(Barcala et al., 2010).

A double validation of some of these putative targets by q-
PCR showed the same tendencies as in microarray analysis
(Fig. 3b; Barcala et al., 2010; Jammes et al., 2005). The selected
miRNAs and the mRNA abundance of their predicted targets
showed opposite behavior as expected.

Overview and differential expression of 24-nt sRNAs and
rasiRNAs

The length distribution overview of the sequences found in the
six libraries showed a marked increase in the number of 24-nt
reads in galls compared to control roots (Fig. 2a). To investigate
the importance of this group of 24-nt sRNAs in galls, a DE anal-
ysis was performed after normalization of reads as RPM. From
the 2909 193 unique 24-nt sequences found in at least one of the
six libraries, 1.94% (corresponding to 56 455 sequences) were
DE statistically (Fig. S2). From those, 35% (19 970) were
expressed exclusively in galls, whereas 2557 (4.5%) were exclusive
from control roots (Fig. S2). From the 33 928 sequences shared

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 5 The role of miRNA390 and TAS3
during the infection of Arabidopsis thaliana
byMeloidogyne javanica. Mutant lines
infected withMeloidogyne javanica showed
a significant decrease in the infection rate. A
23% decrease in the infection level was
observed for the mutantmir390a-2 line (a),
as well as a reduction in the size of the
formed galls (b). TAS3a-1mutant line
presented a significant reduction of 40% in
the percentage of galls per main root with
respect to the Col-0 control (c), but galls
were not smaller than those of the control
(d). Statistical analysis was performed with
three independent experiments per line using
ANOVA; significant differences with Col-0
are indicated by asterisks, P < 0.05; values are
means� SE.

(a) (c)(b)

Fig. 6 TAS3-derived tasiRNAs are active in
galls and giant cells (GCs) as they could
degrade ARF3. At 3 d post infection (dpi),
pARF3:ARF3-GUS is not induced in galls
induced byMeloidogyne javanica in
Arabidopsis thaliana (a), whereas pARF3:
ARF3m-GUS, a mutated version resistant to
TAS3, is activated in galls (b), and giant cells
(c). Asterisks indicate giant cells. N,
nematode. Bars: (a, b) 500 lm; (c) 100 lm.
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by galls and controls, 67.7% (22 974) were upregulated in galls,
whereas only 10 954 were repressed (Fig. S2). Therefore, from
the 56 455 sequences of 24-nt DE, 42 944 (76%) were either
exclusive or upregulated in galls (Fig. S2). Strikingly, up to 1537
sequences of 24 nt presented a FC higher than + 20, showing

remarkable differences in their expression levels in galls as com-
pared to the control roots. Comparison of these results to those
relative to the sRNAs of 20–21 nt described above, mostly down-
regulated in galls, indicate a contrasted regulation between 20–
21-nt sRNAs and 24-nt sRNAs in galls.

Fig. 7 Distribution of rasiRNAs fromMeloidogyne javanica galls and control roots in the Arabidopsis genome. Repeat-associated small interfering RNAs in
gall and control libraries are shown across the five Arabidopsis chromosomes. x-Axis indicates chromosome position and y-axis the number of reads.

Table 2 Novel Arabidopsis miRNAs identified in galls induced byMeloidogyne javanica and control root libraries

Length Minimum Free Energy

Total number of Reads

P valueG1 G2 G3 C1 C2 C3

GAAGGTAGAGTTGTAGAGAGGTT 23 �61.3 16 11 10 0 0 0 0.020
AGAGAGAGAGAGAGAAGAGCAA 22 �28.2 11 5 8 0 0 0 0.042
TTGAGGGGGGTGTATTAATAATA 23 �24 9 14 15 0 0 0 0.022
GAAAGGAATTTGCGGTAGATATA 23 �73.2 1515 1622 1813 1988 2356 2643 0.004

GGGGGCTTTTTGAGAATTGGCAC 23 �31.6 28 0 40 72 62 83 0.035
TGATGAACTCGCAATTAGACGTA 23 �36.9 0 0 0 10 13 12 0.006
TGGATAGAGATGAGTGATGGATA 23 �22.3 0 0 0 970 1409 1331 0.009
GGAATGATGAGGAAAAATGTA 21 �18 0 0 0 15 13 15 0.005
GTGGAAGAAAGAGAAGATGATA 22 �47.2 0 0 0 17 19 24 0.001
GGTCATGATCGCGGTCACGGT 21 �69.1 0 0 0 17 13 19 0.009

ATGGAAGAGTGATATGGATAA 21 �44.4 0 0 0 40 70 64 0.020

The length, minimum free energy, total number of reads in the six libraries and statistical significance (P-value) for the differentially expressed novel
miRNAs identified in galls and control roots are indicated. In bold those sequences with a minimum free energy suitable for miRNAs.
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Those sRNAs associated with DNA, rasiRNAs (most of them
24-nt long; Axtell, 2013), from control and gall samples were
mapped in the five Arabidopsis chromosomes. Their distribution
was concentrated in the same areas (mostly centromeric) for con-
trols and galls, although the total rasiRNAs number was much
higher in galls than in controls (Fig. 7), similarly to that occur-
ring for the gall-exclusive and control root-exclusive rasiRNAs
(Fig. S3). From the 27 groups or families of repetitive sequences
identified in the six libraries, 16 were induced in galls with
respect to the controls and only two were less abundant (Table 4;
P < 0.05). All of these results suggest that the abundance or 24-nt
sRNAs (most probably also rasiRNAs), constitutes a gall hall-
mark as well.

Discussion

Under the generic name of small RNA (sRNA), a plethora of
diverse RNA molecules of 20–30 nt that have emerged as major
regulators in plants still have little-known roles in plant–nema-
tode interactions. The only data concerning root-knot nematode
(RKN)–plant interactions were the role of miRNAs in systemic
changes caused by the infection (Zhao et al., 2015). Here we
describe for the first time the sRNA population differential
expression (DE) in RKN-induced galls compared to uninfected
root segments. Our results indicate that the abundance of 24-nt
sRNAs (most probably rasiRNAs) constitutes a gall hallmark, at
least at early infection stages (Fig. 2). We also describe the first
functional role during a plant–nematode interaction for a
tasiRNA, TAS3a, regulated by miR390a in galls. This regulatory
module is highly conserved from the moss Physcomitrella patens

(Allen et al., 2005) to higher plants (Axtell et al., 2006). Our
study was performed with three independent biological replicates
for galls and for control roots. Accordingly, we had a high valida-
tion rate for the abundance tendencies of miRNAs and their
putative gene targets by independent techniques based on q-PCR
and microarrays (Fig. 3). Galls are pseudo-organs formed by the
expansion of giant cells (GCs), the proliferation of the neighbor-
ing vascular tissues and the hypertrophy of cortical cells in
response to the nematode infection (Escobar et al., 2015). There-
fore, sRNAs detected in this study by high-throughput sequenc-
ing could be originated from GCs and from any of these cell
types.

We obtained sequences of 21 and 24-nt as the most abundant
in the six libraries (Fig. 2). This is consistent with the scarce exist-
ing data on massive sRNAs sequencing in cyst-nematode feeding
sites (Hewezi et al., 2008, 2012; Li et al., 2012). We found differ-
ences in sRNA length distribution between galls and control
roots: 21-nt sRNAs (the length of most plant miRNAs; Axtell,
2013) were more abundant in uninfected root libraries than in
gall libraries, whereas 24-nt sRNAs, (the typical length of
rasiRNAs; Axtell, 2013) were amply more abundant in galls.
Only 11 miRNAs were upregulated in galls, whereas 51 miRNAs
were downregulated. These data strongly suggest a general down-
regulation of miRNAs in early-developing galls, as reported for
4-d-post-inoculation (dpi)-syncytia (Hewezi et al., 2008). Most
downregulated miRNAs in galls are induced or have a confirmed
role in other stress conditions or nutritional statuses (Guleria
et al., 2011), with the exception of two miRNAs from the same
family (miR156i, h), probably related to hypoxia (Guleria et al.,
2011), which were induced in galls (Table 1). Although hypoxia

Table 3 Predicted targets of differentially expressed (DE) miRNAs

miRNA Target ID Description

ath-miR156h AT3G05165 sugar transporter, putative
ath-miR156i AT2G17220 Protein kinase superfamily protein
ath-miR5643a AT1G45130 BGAL5 | beta-galactosidase 5
ath-miR5655 AT4G28270 ATRMA2, RMA2 | RING membrane-anchor 2
ath-miR5657 AT1G20950 Phosphofructokinase family protein
NewSeq1 AT5G51690 ACS12 | 1-amino-cyclopropane-1-carboxylate synthase 12
ath-miR156a,b,c,d,e,f,g,j AT5G50670 squamosa promoter-binding protein, putative
ath-miR156j AT5G08620 STRS2, ATRH25 STRS2 (STRESS RESPONSE SUPPRESSOR 2)
ath-miR159b/ath-miR319b AT5G06100 MYB33, ATMYB33 MYB33 (MYB DOMAIN PROTEIN 33); DNA binding/transcription factor
ath-miR163 AT3G44870 S-adenosyl-L-methionine:carboxyl methyltransferase family protein
ath-miR163 AT5G37990 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily protein
ath-miR165a,b/ath-miR166a,b,c,d,e,f,g AT2G34710 PHB, ATHB14, ATHB-14, PHB-1D PHB (PHABULOSA); DNA binding/transcription factor
ath-miR165a,b/ath-miR166a,b,c,d,e,f,g AT1G52150 ATHB-15, ATHB15, CNA, ICU4 ATHB-15; DNA binding/transcription factor
ath-miR167d AT3G61310 DNA-binding family protein
ath-miR169d,e,f,g,h,i,j,k,l,m,n AT5G06510 NF-YA10 NF-YA10 (NUCLEAR FACTOR Y, SUBUNIT A10); transcription factor
ath-miR169d,e,f,g,h,i,j,k,l,m,n AT3G05690 NF-YA2 (NUCLEAR FACTOR Y, SUBUNIT A2)
ath-miR169 h,i,j,k,l,m,n AT1G72830 HAP2C, ATHAP2C, NF-YA3 NF-YA3 (NUCLEAR FACTOR Y, SUBUNIT A3); transcription factor
ath-miR172a,b-3p AT5G12900 unknown protein
ath-miR172a,b-3p AT4G29430 rps15ae ribosomal protein S15A E
ath-miR2111a-5p,b-5p AT2G19590 ACO1, ATACO1 ACC oxidase 1
ath-miR399b,e AT2G33770 UBC24, ATUBC24, PHO2 PHO2 (PHOSPHATE 2); ubiquitin-protein ligase

Predicted Arabidopsis genes differentially expressed (DE) in 3-d-post-inoculation (dpi) giant cells and 3–7-dpi galls induced byMeloidogyne javanica and
M. incognita in Arabidopsis thaliana (Jammes et al., 2005; Barcala et al., 2010) as putative targets of the differentially expressedmiRNAs described within
the manuscript. Red, induced, and green, repressed in galls.
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inside galls has not been confirmed, indirect evidences come from
the activation in tobacco GCs induced by Meloidogyne javanica
of a hemoglobin promoter that responds to low oxygen tension
(Ehsanpour & Jones, 1996). Additionally, other hypoxia-related
genes were also induced in 3-dpi galls (Barcala et al., 2010;
Cabello et al., 2014), for example, a gene encoding a class I non-
symbiotic leghemoglobin with high oxygen affinity (At2g16060;
Hunt et al., 2002), an alcohol dehydrogenase-coding gene
(At1g77120), and SUS1/SUS4, upregulated in roots under
hypoxia (Bieniawska et al., 2007),

Examples of stress-induced miRNAs that were repressed in
galls include members of the miR169 family induced under
drought (Li et al., 2008; Zhao et al., 2011), low temperature
(Zhou et al., 2007; Lee et al., 2010), high soil salinity (Zhao
et al., 2009), N deficiency (Zhao et al., 2010) and UV-B radia-
tion (Zhou et al., 2007). Further examples are miR391 and
miR399, which are prominently induced upon phosphate starva-
tion and involved in inorganic phosphate homeostasis mainte-
nance (Lundmark et al., 2010; Guleria et al., 2011), and
miR780, induced under N starvation (Liang et al., 2012). Their
repression might indicate that N and P status are maintained in
galls, probably being a basic requirement to sustain nematode
feeding. This is also in accordance with the global downregula-
tion of stress-related genes in early-developing GCs and galls in
Arabidopsis and tomato (Jammes et al., 2005; Schaff et al., 2007;
Caillaud et al., 2008; Barcala et al., 2010; Portillo et al., 2013).

Other gall-repressed miRNAs are associated with developmental
processes, for example, MIR166/165 genes, which regulates shoot
apical meristem and floral development in parallel to the
WUSCHEL-CLAVATA pathway (Jung & Park, 2007), or
miR156 (a, b, c, d, e, f, j) that regulates the juvenile-to-adult
transition (Wu et al., 2009). In this respect, cyst nematodes
secrete peptides similar to CLAVATA-LIKE ELEMENTS (CLE-
like) plant ligands, which have a role during syncytia formation
(Replogle et al., 2011, 2013). Other CLE-like peptides, such as
16D10 from RKNs, interact with transcription factors such as
SCARECROW, a key regulator of radial patterning in the Ara-
bidopsis root (Levesque et al., 2006). Thus, the repression of
these miRNAs in galls might be related to developmental pro-
cesses contributing to maintain a balance between cell prolifera-
tion and differentiation in the complex gall structure (Table 1).

Although the reasons and functional consequences of massive
miRNA repression in galls is currently far from being under-
stood, downregulation of several miRNAs has been reported in
several plant species during interactions with different pathogens
such as fungi, viruses or bacteria (Balmer & Mauch-Mani,
2013). In Arabidopsis infected with Heterodera schachtii, miR396
downregulation and subsequent GRF1/GRF3 induction are nec-
essary for correct syncytia initiation (Hewezi et al., 2012). In
mammals, general miRNA-mediated gene repression contributes
to cancer by promoting transposable element (TE) expression
that benefits the evolving tumor by leading to genomic instability

Table 4 Repeat associated small interfering RNA (rasiRNAs) inMeloidogyne javanica galls and control root libraries

Type

Unique Reads

FC P valueG1 G2 G3 R1 R2 R3

DNA/En-Spm Antisense 12 324 10 919 11 389 5193 5921 6432 1.9 0.001
Sense 16 168 14 660 15 019 5722 6334 7043 2.3 0.001

DNA/Harbinger Antisense 3068 2672 2842 1893 1964 2194 1.4 0.007
Sense 3942 3446 3639 2089 2194 2404 1.6 0.003

DNA/hAT-Ac Antisense 7114 6390 7022 4393 4373 4826 1.5 0.001
Sense 6072 5246 5578 3138 3284 3491 1.6 0.002

DNA/MuDR Antisense 62 474 57 081 58 722 39 919 42 600 46 227 1.3 0.001
Sense 65 456 60 306 62 294 40 907 43 668 47 507 1.4 0.000

DNA/TcMar-Mariner Antisense 278 227 261 278 301 317 �1.2 0.038
LINE/L1 Antisense 25 452 23 074 24 568 15 505 16 393 17 736 1.4 0.001

Sense 40 596 36 065 39 289 22 187 23 629 25 230 1.6 0.001
LINE? Sense 1167 1027 1105 780 854 911 1.3 0.008
LTR/Copia Antisense 28 689 25 912 27 391 14 858 15 972 17 389 1.6 0.001

Sense 38 615 35 199 36 448 17 196 18 791 20 583 1.9 0.000
LTR/Gypsy Antisense 54 906 49 407 51 941 24 441 26 914 29 642 1.9 0.001

Sense 69 655 63 209 65 910 32 429 36 191 39 162 1.8 0.000
Other/Composite Antisense 712 699 676 554 545 676 1.1 0.011
RC/Helitron Antisense 22 238 20 305 20 770 16 397 16 985 18 957 1.2 0.007
rRNA Antisense 6329 5392 6131 4247 4018 4593 1.3 0.011
Satellite/centr Antisense 1459 1396 1328 478 554 645 2.4 0.000

Sense 1066 1037 967 439 536 576 1.9 0.000
Satellite Antisense 6815 6131 5993 2650 2811 3123 2.1 0.003

Sense 4410 4211 4066 2096 2112 2375 1.9 0.000
SINE/tRNA Antisense 3010 2581 3136 3269 3416 3697 �1.2 0.032
SINE? Sense 210 202 237 139 132 142 1.5 0.007

Number of unique reads in the six libraries are listed. Fold change (FC) and statistical significance (P-value) for the differentially expressed groups of repeat
associated small interfering RNA (rasiRNAs).
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(Shalgi et al., 2010). Accordingly, we have identified several
miRNAs as being downregulated in early-developing galls that
may target TEs in the Arabidopsis genome (Tables S2, S3).

The most abundant miRNA induced in 3-dpi galls is miR390
(Table 1). miR390a and TAS3-derived tasiRNAs define a path-
way that regulates leaf patterning establishing leaf polarity and
controls lateral root growth by repressing the ARF family mem-
bers ARF2, ARF3 and ARF4 (Hunter et al., 2006; Nogueira et al.,
2007; Marin et al., 2010). Previously, a molecular link between
lateral root formation and galls was demonstrated by the crucial
role during gall formation of LBD16, an essential gene for lateral
root development which is regulated by auxins (Cabrera et al.,
2014a), similarly to miR390a. Here we describe another regula-
tory network shared by galls and lateral roots, based on the regu-
latory action of miR390 on TAS3-derived tasiRNAs (Figs 4–6).
The expression patterns of miR390a and TAS3a promoters over-
lapped in galls, particularly in the vascular tissue and GCs
(Fig. 4). Loss-of-function lines showed increased resistance to
M. javanica and their galls were smaller than in control plants
(Fig. 5). Remarkably, TAS3-derived tasiRNAs were active in
galls, as proven by the fact that an ARF3::GUS-based sensor line
showed no signal in wild-type galls, whereas a line carrying an
ARF3 mutation resistant to TAS3-derived tasiRNAs showed
GUS activity restricted to the gall centre, including GCs (Fig. 6).
These results concur with our former data from microarrays,
where ARF4, another demonstrated target of TAS3-derived
tasiRNAs in lateral roots (Marin et al., 2010), was repressed in 3-
dpi GCs (Barcala et al., 2010). Thus, we identify for the first time
in the Arabidopsis–RKN interaction a complex regulatory mod-
ule that involves two sRNA types: an miRNA highly abundant in
galls, miR390, and the TAS3-derived tasiRNAs, actively func-
tioning in both galls and GCs. Although, Arabidopsis is not a
natural host for RKNs, the transcriptomes of early GCs induced
by M. javanica in Arabidopsis and tomato roots showed a high
similarity (Portillo et al., 2013). Furthermore, genes such as the
peroxidase TPX1, downregulated in Arabidopsis GCs at 3 dpi as
well as its corresponding ortholog in tomato (Barcala et al., 2010;
Portillo et al., 2013) with a demonstrably crucial role for GCs/
gall formation in tomato, provide another specific example.
These findings validate holistic approaches in the Arabidopsis
genetic model for simplicity, and launch the potential to transfer
this knowledge to crop plants.

Galls showed a higher abundance in 24-nt sRNA sequences
than control roots, most of them being gall-exclusive or upregu-
lated (Fig. S2). Most of these sequences match repetitive
sequences in the genome, like TEs (Table 4; Fig. 7). More than
16 out of 26 transposon families predicted to produce the
rasiRNAs identified in uninfected roots and galls were over-
represented in galls (Table 4). Among them, hAT and PIF/
Harbinger families are highly enriched in euchromatic regions in
maize and have been related to heterosis (He et al., 2013).
rasiRNAs play a pivotal role in gene silencing through the RNA-
dependent DNA methylation (RdDM) pathway (Weiberg et al.,
2014). In RdDM, the RNA polymerase IV/RDR2/DCL3/
AGO4/6/9 module induces DNA methylation through 24 nt
sRNAs, which is maintained by MET1 and CMT3. In

accordance, MET1 is upregulated in Arabidopsis GCs (Barcala
et al., 2010) and a chromomethylase involved in DNA methyla-
tion (Lindroth et al., 2001) is induced in tomato GCs (Portillo
et al., 2013). Moreover, previous microarray results showed a
drastic repression of gene expression in GCs as compared to con-
trol roots. This tendency was conserved in early-developing GCs
(3 dpi) and galls of Arabidopsis and tomato (Jammes et al., 2005;
Barcala et al., 2010; Portillo et al., 2013). Thus, in this context, it
is possible that epigenetic processes regulated by 24-nt sRNAs
mediate gene repression during early stages of GC differentiation
from their vascular precursors. A similar abundance of 24-nt
sRNAs was found in a Verticillium-sensitive cultivar of Gossypium
hirsutum, infected with Verticillium dahlia, a soil-borne fungal
pathogen (Yang et al., 2013). Suppression of the RdDM silencing
pathway increased Arabidopsis resistance to Pseudomonas syringae
(Dowen et al., 2012), suggesting that this pathway is important
for bacterial infection.

In soybean, DNA hypermethylation has been observed in
cyst nematode-resistant lines with multiple Rhg1 copies (Cook
et al., 2014). Strikingly, tasiRNA transcripts can also generate
24-nt sRNAs in plants (Allen et al., 2005; Khraiwesh et al.,
2010). These induce cytosine methylation at tasiRNA-
generating loci (Wu et al., 2012), similarly to 21-nt secondary
siRNAs generated by DCL4 that participate in post-
transcriptional silencing of exogenous targets through AGO1
(Cuperus et al., 2010). In this respect, a recent differential
methylation study (methyloma) of Arabidopsis DNA extracted
from soybean roots infected with H. schachtii (Rambani et al.,
2015) showed DNA methylation changes during the compati-
ble interaction that impact a large number of protein coding
genes locally in the syncytium and systemically. A significant
portion of the differentially methylated genes was among genes
with differential expression in the soybean syncytium. These
results point to a novel role of syncytia-induced DNA methy-
lation in regulating gene expression changes during parasitism
(Rambani et al., 2015).

In conclusion, a plethora of sRNAs is present in early-developing
galls. Among them, some miRNAs will contribute to the gene
silencing observed in GCs via target mRNA degradation,
translation inhibition, or by regulation of ta-siRNAs, such as
miR390-TAS3. The scenario gets more complex, as one of the gall
molecular signatures is the high abundance of 24-nt sRNAs known
to mediate epigenetic regulation of gene expression through chro-
matin remodeling. Future research will elucidate these sRNA-
mediated mechanisms that probably orchestrate the developmental
processes participating in gall and GC differentiation.
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(PACA). B.F. was supported by the French Government

� 2015 The Authors

New Phytologist� 2015 New Phytologist Trust
New Phytologist (2016) 209: 1625–1640

www.newphytologist.com

New
Phytologist Research 1637



(National Research Agency, ANR) through the ‘Investments for
the Future’ LabEx SIGNALIFE (ANR-11-LABX-0028-01).

Author contributions

J.C., C.F. and C.E. planned and designed the research. J.C.,
M.B., A.G., A.R-M., C.M. and A.M. performed experiments
and analysed data. J.C., V.R-F, S.J-P, B.F, C.F and C.E. wrote
the manuscript. All authors made changes to the initial
manuscript and revised the final version.

References

Allen E, Xie Z, Gustafson AM, Carrington JC. 2005.microRNA-directed

phasing during trans-acting siRNA biogenesis in plants. Cell 121: 207–221.
Aukerman MJ, Sakai H. 2003. Regulation of flowering time and floral organ

identity by a microRNA and its APETALA2-like target genes. Plant Cell 15:
2730–2741.

Axtell MJ. 2013. Classification and comparison of small RNAs from plants.

Annual Review of Plant Biology 64: 137–159.
Axtell MJ, Jan C, Rajagopalan R, Bartel DP. 2006. A two-hit trigger for siRNA

biogenesis in plants. Cell 127: 565–577.
Balmer D, Mauch-Mani B. 2013. Small yet mighty – microRNAs in plant-

microbe interactions.Microrna 2: 72–79.
Barcala M, Garcia A, Cabrera J, Casson S, Lindsey K, Favery B, Garcia-Casado

G, Solano R, Fenoll C, Escobar C. 2010. Early transcriptomic events in

microdissected Arabidopsis nematode-induced giant cells. Plant Journal 61:
698–712.

Bar-Or C, Kapulnik Y, Koltai H. 2005. A broad characterization of the

transcriptional profile of the compatible tomato response to the plant parasitic

root knot nematodeMeloidogyne javanica. European Journal of Plant Pathology
111: 181–192.

Bieniawska Z, Paul Barratt DH, Garlick AP, Thole V, Kruger NJ, Martin C,

Zrenner R, Smith AM. 2007. Analysis of the sucrose synthase gene family in

Arabidopsis. Plant Journal 49: 810–828.
Bohlmann H. 2015. Introductory chapter on the basic biology of cyst nematodes.

In: Escobar C, Fenoll C, eds. Advances in botanical research: plant nematode
interactions, vol. 73. Oxford, UK: Elsevier, 33–59.

Bologna NG, Voinnet O. 2014. The diversity, biogenesis, and activities of

endogenous silencing small RNAs in Arabidopsis. Annual Review of Plant
Biology 65: 473–503.

Bonnet E, Wuyts J, Rouz�e P, Van de Peer Y. 2004. Evidence that microRNA

precursors, unlike other non-coding RNAs, have lower folding free energies

than random sequences. Bioinformatics 20: 2911–2917.
Cabello S, Lorenz C, Crespo S, Cabrera J, Ludwig R, Escobar C, Hofmann J.

2014. Altered sucrose synthase and invertase expression affects the local and

systemic sugar metabolism of nematode-infected Arabidopsis thaliana plants.
Journal of Experimental Botany 65: 201–212.

Cabrera J, Bustos R, Favery B, Fenoll C, Escobar C. 2014a.NEMATIC: a

simple and versatile tool for the in silico analysis of plant–nematode

interactions.Molecular Plant Pathology 15: 627–636.
Cabrera J, Diaz-Manzano FE, Sanchez M, Rosso MN, Melillo T, Goh T, Fukaki

H, Cabello S, Hofmann J, Fenoll C et al. 2014b. A role for LATERAL
ORGAN BOUNDARIES-DOMAIN 16 during the interaction Arabidopsis-

Meloidogyne spp. provides a molecular link between lateral root and root-knot

nematode feeding site development. New Phytologist 203: 632–645.
Caillaud MC, Dubreuil G, Quentin M, Perfus-Barbeoch L, Lecomte P, de

Almeida Engler J, Abad P, Rosso MN, Favery B. 2008. Root-knot nematodes

manipulate plant cell functions during a compatible interaction. Journal of
Plant Physiology 165: 104–113.

Cook DE, Bayless AM, Wang K, Guo X, Song Q, Jiang J, Bent AF. 2014.

Distinct copy number, coding sequence, and locus methylation patterns

underlie Rhg1-mediated soybean resistance to soybean cyst nematode. Plant
Physiology 165: 630–647.

Cuperus JT, Montgomery TA, Fahlgren N, Burke RT, Townsend T, Sullivan

CM, Carrington JC. 2010. Identification of MIR390a precursor processing-

defective mutants in Arabidopsis by direct genome sequencing. Proceedings of
the National Academy of Sciences, USA 107: 466–471.

Dai X, Zhao PX. 2011. psRNATarget: a plant small RNA target analysis server.

Nucleic Acids Research 39: W155–W159.

Dowen RH, Pelizzola M, Schmitz RJ, Lister R, Dowen JM, Nery JR, Dixon JE,

Ecker JR. 2012.Widespread dynamic DNA methylation in response to biotic

stress. Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 109: E2183–E2191.

Ehsanpour AA, Jones MG. 1996. Glucuronidase expression in transgenic tobacco

roots with a parasponia promoter on infection withMeloidogyne javanica.
Journal of Nematology 28: 407–413.

Escobar C, Barcala M, Cabrera J, Fenoll C. 2015.Overview of root-knot

nematodes and giant cells. In: Escobar C, Fenoll C, eds. Advances in botanical
research: plant nematode interactions, vol. 73. Oxford, UK: Elsevier, 1–32.

Escobar C, Sigal B, MitchumM. 2011. Transcriptomic and proteomic analysis

of the plant response to nematode infection. In: Jones J, Gheysen G, Fenoll C,

eds. Genomics and molecular genetics of plant–nematode interactions. Dordrecht,

the Netherlands: Springer, 157–176.

Frenquelli M, Muzio M, Scielzo C, Fazi C, Scarfò L, Rossi C, Ferrari G, Ghia P,

Caligaris-Cappio F. 2010.MicroRNA and proliferation control in chronic

lymphocytic leukemia: functional relationship between miR-221/222 cluster

and p27. Blood 115: 3949–3959.
Ghildiyal M, Zamore PD. 2009. Small silencing RNAs: an expanding universe.

Nature Reviews Genetics 10: 94–108.
Guleria P, Mahajan M, Bhardwaj J, Yadav SK. 2011. Plant small RNAs:

biogenesis, mode of action and their roles in abiotic stresses. Genomics
Proteomics Bioinformatics 9: 183–199.

Harfouche L, Haichar Fel Z, Achouak W. 2015. Small regulatory RNAs and the

fine-tuning of plant–bacteria interactions. New Phytologist 206: 98–106.
He G, Chen B, Wang X, Li X, Li J, He H, Yang M, Lu L, Qi Y, Wang X et al.

2013. Conservation and divergence of transcriptomic and epigenomic variation

in maize hybrids. Genome Biology 14: R57.
Hewezi T, Baum TJ. 2015. Gene silencing in nematode feeding sites. In: Escobar

C, Fenoll C, eds. Advances in botanical research: plant nematode onteractions, vol.
73. Oxford, UK: Elsevier, 221–239.

Hewezi T, Howe P, Maier TR, Baum TJ. 2008. Arabidopsis small RNAs and

their targets during cyst nematode parasitism.Molecular Plant-Microbe
Interactions 21: 1622–1634.

Hewezi T, Maier TR, Nettleton D, Baum TJ. 2012. The Arabidopsis

microRNA396-GRF1/GRF3 regulatory module acts as a developmental

regulator in the reprogramming of root cells during cyst nematode infection.

Plant Physiology 159: 321–335.
Hunt PW, Klok EJ, Trevaskis B, Watts RA, Ellis MH, Peacock WJ, Dennis ES.

2002. Increased level of hemoglobin 1 enhances survival of hypoxic stress and

promotes early growth in Arabidopsis thaliana. Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 99: 17 197–17 202.

Hunter C, Willmann MR, Wu G, Yoshikawa M, de la Luz Gutierrez-Nava M,

Poethig SR. 2006. Trans-acting siRNA-mediated repression of ETTIN and

ARF4 regulates heteroblasty in Arabidopsis. Development 133: 2973–2981.
Jagga Z, Gupta D. 2014. Supervised learning classification models for prediction

of plant virus encoded RNA silencing suppressors. PLoS ONE 9: e97446.

Jammes F, Lecomte P, de Almeida-Engler J, Bitton F, Martin-Magniette ML,

Renou JP, Abad P, Favery B. 2005. Genome-wide expression profiling of the

host response to root-knot nematode infection in Arabidopsis. Plant Journal
44: 447–458.

Jung J-H, Park C-M. 2007.MIR166/165 genes exhibit dynamic expression

patterns in regulating shoot apical meristem and floral development in

Arabidopsis. Planta 225: 1327–1338.
Kanno T, Yoshikawa M, Habu Y. 2013. Locus-specific requirements of DDR

complexes for gene-body methylation of TAS genes in Arabidopsis thaliana.
Plant Molecular Biology Reporter 31: 1048–1052.

Khraiwesh B, Arif MA, el Seum GI, Ossowski S, Weigel D, Reski R, Frank W.

2010. Transcriptional control of gene expression by microRNAs. Cell 140:
111–122.

Klink VP, Hosseini P, Matsye P, Alkharouf NW, Matthews BF. 2009. A gene

expression analysis of syncytia laser microdissected from the roots of the Glycine

New Phytologist (2016) 209: 1625–1640 � 2015 The Authors

New Phytologist� 2015 New Phytologist Trustwww.newphytologist.com

Research

New
Phytologist1638



max (soybean) genotype PI 548402 (Peking) undergoing a resistant reaction
after infection by Heterodera glycines (soybean cyst nematode). Plant Molecular
Biology 71: 525–567.

Klink VP, Hosseini P, Matsye PD, Alkharouf NW, Matthews BF. 2010.

Syncytium gene expression in Glycine max([PI 88788]) roots undergoing a
resistant reaction to the parasitic nematode Heterodera glycines. Plant
Physiology and Biochemistry 48: 176–193.

Lee H, Yoo SJ, Lee JH, KimW, Yoo SK, Fitzgerald H, Carrington JC, Ahn JH.

2010.Genetic framework for flowering-time regulation by ambient temperature-

responsive miRNAs in Arabidopsis. Nucleic Acids Research 38: 3081–3093.
Levesque MP, Vernoux T, Busch W, Cui H, Wang JY, Blilou I, Hassan H,

Nakajima K, Matsumoto N, Lohmann JU et al. 2006.Whole-genome analysis of

the SHORT-ROOT developmental pathway in Arabidopsis. PLoS Biology 4: e143.
Li W-X, Oono Y, Zhu J, He X-J, Wu J-M, Iida K, Lu X-Y, Cui X, Jin H, Zhu J-

K. 2008. The Arabidopsis NFYA5 transcription factor is regulated

transcriptionally and posttranscriptionally to promote drought resistance. Plant
Cell Online 20: 2238–2251.

Li X, Wang X, Zhang S, Liu D, Duan Y, Dong W. 2012. Identification of

soybean microRNAs involved in soybean cyst nematode infection by deep

sequencing. PLoS ONE 7: e39650.

Liang G, He H, Yu D. 2012. Identification of nitrogen starvation-responsive

microRNAs in Arabidopsis thaliana. PLoS ONE 7: e48951.

Lindroth AM, Cao X, Jackson JP, Zilberman D, McCallum CM, Henikoff S,

Jacobsen SE. 2001. Requirement of CHROMOMETHYLASE3 for

maintenance of CpXpG methylation. Science 292: 2077–2080.
Lundmark M, Korner CJ, Nielsen TH. 2010. Global analysis of microRNA in

Arabidopsis in response to phosphate starvation as studied by locked nucleic

acid-based microarrays. Physiologia Plantarum 140: 57–68.

Marin E, Jouannet V, Herz A, Lokerse AS, Weijers D, Vaucheret H, Nussaume

L, Crespi MD, Maizel A. 2010.miR390, Arabidopsis TAS3 tasiRNAs, and

their AUXIN RESPONSE FACTOR targets define an autoregulatory network

quantitatively regulating lateral root growth. Plant Cell 22: 1104–1117.
Mitkowski NA, Abawi GS. 2003. Root-knot nematodes. Plant Health Instructor
2011: doi: 10.1094/PHI-I-2003-0917-0.

Montgomery TA, Howell MD, Cuperus JT, Li D, Hansen JE, Alexander AL,

Chapman EJ, Fahlgren N, Allen E, Carrington JC. 2008. Specificity of

ARGONAUTE7-miR390 interaction and dual functionality in TAS3 trans-
acting siRNA formation. Cell 133: 128–141.

Navarro L, Dunoyer P, Jay F, Arnold B, Dharmasiri N, Estelle M, Voinnet O,

Jones JD. 2006. A plant miRNA contributes to antibacterial resistance by

repressing auxin signaling. Science 312: 436–439.
Nogueira FT, Madi S, Chitwood DH, Juarez MT, Timmermans MC. 2007.

Two small regulatory RNAs establish opposing fates of a developmental axis.

Genes & Development 21: 750–755.
Nuthikattu S, McCue AD, Panda K, Fultz D, DeFraia C, Thomas EN, Slotkin

RK. 2013. The initiation of epigenetic silencing of active transposable elements

is triggered by RDR6 and 21-22 nucleotide small interfering RNAs. Plant
Physiology 162: 116–131.

Portillo M, Cabrera J, Lindsey K, Topping J, Andres MF, Emiliozzi M, Oliveros

JC, Garcia-Casado G, Solano R, Koltai H et al. 2013. Distinct and conserved

transcriptomic changes during nematode-induced giant cell development in

tomato compared with Arabidopsis: a functional role for gene repression. New
Phytologist 197: 1276–1290.

Portillo M, Lindsey K, Casson S, Garcia-Casado G, Solano R, Fenoll C, Escobar

C. 2009. Isolation of RNA from laser-capture-microdissected giant cells at

early differentiation stages suitable for differential transcriptome analysis.

Molecular Plant Pathology 10: 523–535.
R Development Core Team 2008. R: A language and environment for
statistical computing. Vienna Austria: R Foundation for Statistical

Computing. URL http://www.R-project.org [accessed 01 September 2015].

Rambani A, Rice JH, Liu J, Lane T, Ranjan P, Mazarei M, Pantalone V, Stewart

CN Jr, Staton M, Hewezi T. 2015. The methylome of soybean roots during

the compatible interaction with the soybean cyst nematode. Plant Physiology
168: 1364–1377.

Replogle A, Wang J, Bleckmann A, Hussey RS, Baum TJ, Sawa S, Davis EL,

Wang X, Simon R, MitchumMG. 2011. Nematode CLE signaling in

Arabidopsis requires CLAVATA2 and CORYNE. Plant Journal 65: 430–440.

Replogle A, Wang J, Paolillo V, Smeda J, Kinoshita A, Durbak A, Tax FE,

Wang X, Sawa S, Mitchum MG. 2013. Synergistic interaction of

CLAVATA1, CLAVATA2, and RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 2 in

cyst nematode parasitism of Arabidopsis.Molecular Plant–Microbe Interactions
26: 87–96.

Schaff JE, Nielsen DM, Smith CP, Scholl EH, Bird DM. 2007. Comprehensive

transcriptome profiling in tomato reveals a role for glycosyltransferase in Mi-

mediated nematode resistance. Plant Physiology 144: 1079–1092.
Shalgi R, Pilpel Y, Oren M. 2010. Repression of transposable-elements – a

microRNA anti-cancer defense mechanism? Trends in Genetics 26: 253–
259.

Smant G, Jones J. 2011. Suppression of plant defences by nematodes. In: Jones J,

Gheysen G, Fenoll C, eds. Genomics and molecular genetics of plant–nematode
interactions. Dordrecht, the Netherlands: Springer, 273–286.

Sunkar R, Li Y-F, Jagadeeswaran G. 2012. Functions of microRNAs in plant

stress responses. Trends in Plant Science 17: 196–203.
Thimm O, Blasing O, Gibon Y, Nagel A, Meyer S, Kruger P, Selbig J, Muller

LA, Rhee SY, Stitt M. 2004.MAPMAN: a user-driven tool to display

genomics data sets onto diagrams of metabolic pathways and other biological

processes. Plant Journal 37: 914–939.
Weiberg A, Wang M, Bellinger M, Jin H. 2014. Small RNAs: a new paradigm

in plant-microbe interactions. Annual Review of Phytopathology 52: 495–516.
Wu G, Park MY, Conway SR, Wang JW, Weigel D, Poethig RS. 2009. The

sequential action of miR156 and miR172 regulates developmental timing in

Arabidopsis. Cell 138: 750–759.
Wu G, Poethig RS. 2006. Temporal regulation of shoot development in Arabidopsis
thaliana by Mir156 and its target SPL3. Development 133: 3539–3547.

Wu L, Mao L, Qi Y. 2012. Roles of dicer-like and argonaute proteins in TAS-

derived small interfering RNA-triggered DNA methylation. Plant Physiology
160: 990–999.

Xu M, Li Y, Zhang Q, Xu T, Qiu L, Fan Y, Wang L. 2014. Novel miRNA and

phasiRNA biogenesis networks in soybean roots from two sister lines that are

resistant and susceptible to SCN race 4. PLoS ONE 9: e110051.

Yang X, Wang L, Yuan D, Lindsey K, Zhang X. 2013. Small RNA

and degradome sequencing reveal complex miRNA regulation during cotton

somatic embryogenesis. Journal of Experimental Botany 64: 1521–1536.
Zhang Z, Yu J, Li D, Zhang Z, Liu F, Zhou X, Wang T, Ling Y, Su Z.

2010. PMRD: plant microRNA database. Nucleic Acids Research 38:

D806–D813.

Zhao M, Ding H, Zhu J-K, Zhang F, Li W-X. 2011. Involvement of miR169 in

the nitrogen-starvation responses in Arabidopsis. New Phytologist 190: 906–
915.

Zhao B, Ge L, Liang R, Li W, Ruan K, Lin H, Jin Y. 2009.Members of miR-

169 family are induced by high salinity and transiently inhibit the NF-YA

transcription factor. BMCMolecular Biology 10: 29–29.
Zhao W, Li Z, Fan J, Hu C, Yang R, Qi X, Chen H, Zhao F, Wang S.

2015. Identification of jasmonic acid-associated microRNAs and

characterization of the regulatory roles of the miR319/TCP4 module

under root-knot nematode stress in tomato. Journal of Experimental Botany
66: 4653–4667.

Zhao CZ, Xia H, Frazier TP, Yao YY, Bi YP, Li AQ, Li MJ, Li CS, Zhang BH,

Wang XJ. 2010.Deep sequencing identifies novel and conserved microRNAs

in peanuts (Arachis hypogaea L.). BMC Plant Biology 10: 3.
Zhou X, Wang G, Zhang W. 2007. UV-B responsive microRNA genes in
Arabidopsis thaliana.Molecular Systems Biology 3: 103–103.

Supporting Information

Additional supporting information may be found in the online
version of this article.

Fig. S1 Expression pattern of pMIR390a::GUS and pTAS3a::
GUS in noninfected plant roots and in roots infected with
M. incognita.

� 2015 The Authors

New Phytologist� 2015 New Phytologist Trust
New Phytologist (2016) 209: 1625–1640

www.newphytologist.com

New
Phytologist Research 1639

http://dx.doi.org/10.1094/PHI-I-2003-0917-0
http://www.R-project.org


Fig. S2 Pie charts indicating the number of 24 nt sequences that
are exclusive, up-or downregulated in gall and control root
libraries.

Fig. S3Distribution of repeat associated small interfering RNA
(rasiRNAs) exclusive of galls and roots among the five Arabidop-
sis chromosomes.

Table S1 Sequence of primers used for the analysis of miRNA
target genes by real time q-PCR

Table S2Number of reads found in the six libraries generated of
known miRNAs found in miRBase for Arabidopsis

Table S3 Putative target genes identified for all the differentially
expressed known miRNAs

Table S4 Putative target genes identified for the differentially
expressed novel miRNAs

Please note: Wiley Blackwell are not responsible for the content
or functionality of any supporting information supplied by the
authors. Any queries (other than missing material) should be
directed to the New Phytologist Central Office.

New Phytologist is an electronic (online-only) journal owned by the New Phytologist Trust, a not-for-proit organization dedicated

to the promotion of plant science, facilitating projects from symposia to free access for our Tansley reviews. 

Regular papers, Letters, Research reviews, Rapid reports and both Modelling/Theory and Methods papers are encouraged. 

We are committed to rapid processing, from online submission through to publication ‘as ready’ via Early View – our average time

to decision is <27 days. There are no page or colour charges and a PDF version will be provided for each article. 

The journal is available online at Wiley Online Library. Visit www.newphytologist.com to search the articles and register for table

of contents email alerts.

If you have any questions, do get in touch with Central Oice (np-centraloice@lancaster.ac.uk) or, if it is more convenient,

our USA Oice (np-usaoice@lancaster.ac.uk)

For submission instructions, subscription and all the latest information visit www.newphytologist.com

New Phytologist (2016) 209: 1625–1640 � 2015 The Authors

New Phytologist� 2015 New Phytologist Trustwww.newphytologist.com

Research

New
Phytologist1640



New Phytologist Supporting Information 

Article title:  Differentially expressed small RNAs in Arabidopsis galls formed by Meloidogyne javanica:  A 
functional role for miR390 and its TAS3-derived tasiRNAs  

Authors: Javier Cabrera, Marta Barcala, Alejandra García, Ana Rio-Machín, Clémence Medina, Stephanie 
Jaubert-Possamai, Bruno Favery, Alexis Maizel, Virginia Ruiz-Ferrer, Carmen Fenoll, Carolina Escobar. 

Article acceptance date:  25 September 2015 

The following Supporting Information is available for this article: 

Table S1. Sequence of primers used for the analysis of miRNA target genes by real time q-PCR. 

Table S2. Number of reads found in the six libraries generated of known miRNAs found in miRBase for 
Arabidopsis. 

Table S3. Putative target genes identified for all the differentially expressed known miRNAs. 

Table S4. Putative target genes identified for the differentially expressed novel miRNAs. 

Figure S1. Expression pattern of pMIR390a::GUS and pTAS3a::GUS in non-infected plant roots and in 
roots infected with M. incognita. 

Figure S2. Pie charts indicating the number of 24 nt sequences that are exclusive, up-or down-regulated in 
gall and control root libraries. 

Figure S3. Distribution of repeat associated small interfering RNA (rasiRNAs) exclusive of galls and roots 
among the five Arabidopsis chromosomes.  



Figure S1. Expression pattern of pMIR390a::GUS and pTAS3a::GUS in non-infected plant roots 

and in roots infected with M. incognita. Scale bars: 0.5 mm. Black arrows point to galls in (e) and 

(f). 

Figure S2. (a) Pie chart indicating the number of 24 nt sequences that are exclusive, up-or down-

regulated in gall and control root libraries. (b) Fold change distribution of 24 nt sequences up-
regulated in galls. (c) Fold change distribution of 24 nt sequences down-regulated in galls. 



Figure S3. Distribution of repeat associated small interfering RNA (rasiRNAs) exclusive of galls 

and roots among the five Arabidopsis chromosomes. The X-axis indicates the position in the 

chromosome and the Y-axis the number of reads. 



Gene ID Primer forward Primer reverse 

At1g52150 CCGTCAACATACTCCAAATCC GTCACCACCGATTCACAGC 

At2g28550 GCGTGGAGTTAGCTTGAGGA TCCAGTAAAGGCGATGATCC 

At2g34710 TTGGTTTCAGAACCGCAGA CTGTTTGAAGACGAGCAGCTT 

At3g05165 TGCCTTCAGCTACGGATGT CGCTGAAAATTGTGCCATAG 

At3g05690 GCAACTCTGCAACGCACTTA TGGCACAAGTCTTGGACTCTT 

At3g61310 GTGGTGCTGTCTCTACTGCAA GAGAGAGATATGAGCTCGAATAGACC 

At1g13440 TGTGGTTGAGTTCGTACTGTTCTGA CTGCGCATGGAATCAGTGAA 

Table S1. Sequence of primers used for the analysis of miRNA target genes by real time q-

PCR. 
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Fig Annexe: Preliŵinary results of PTGS or DNA ŵethylation ŵutants
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Annexe 3: 
Protocole d’hyďridation in 

situ des petits ARN



Hybridation in situ des petits ARN 
 
REACTIFS 
• DIG oligonucléotide kit de marquage extrémité 3 ', 2ème 
génération (Roche, cat. no. 03353575910) pour étiqueter 
sondes LNA personnalisées (voir RÉACTIF SETUP). 
Alternativement, les sondes LNA DIG-marquées peuvent 
être commandés directement auprès Exiqon 
• DEPC (Sigma, cat. No. 77017), conserver à 4 ° C 
ATTENTION DEPC est nuisible et dangereux; porter des 
gants de protection et en disposer correctement. 

• Histo-Clear (Fisher, cat 50-899-90147) 
ATTENTION solvant a manipuler sous une hotte 

• De l'éthanol (100%) et dilution en série de l'eau 
• Protéase de Streptomyces griseus ( Sigma, n ° P5147; 
conserver à - 20 ° C) 
• Glycine (Sigma, cat. No. G7403) 
• Triéthanolamine (Sigma, cat. No. 90279) 
• Anhydride acétique (Sigma, n ° A6404; Conserver à 4 ° C) 
• formamide déionisé (Sigma, n ° F9037; Conserver à 4 ° 
C) 
! ATTENTION formamide désionisé est toxique et 
dangereux; porter des gants 
pour la protection et jetez-la correctement. 

• Le sulfate de dextran (Sigma, n ° D8906-5G; Conserver à 
4 ° C) 
• 50 x solution de Denhardt (Sigma, n ° D2532; Conserver à 
- 20 ° C) 
• ARNt (Roche, n ° 109541; Conserver à - 20 ° C) 

• Blocking Reagent (Roche, n ° 1 096 176; Conserver à 4 ° 
C) 
• Sérum albumine bovine (BSA; ≥98%) (Sigma, n ° A7906; 
Magasin 
à 4 ° C) 
• Triton X-100 (Sigma, cat. No. T8787) 
• Anti-DIG-AP, fragments Fab de moutons (Roche, n ° 1 
093 274; Magasin 
à 4 ° C) 
• NaCl 
• Tris 
• HCl 
• EDTA 
• phosphate de sodium 
• citrate de sodium 
• eau ultra-purifiée (par exemple, Milli-Q, Millipore) 
• NBT / BCIP solution stock (Roche, n ° 1 681 451; 
Conserver à 4 ° C) 
• Na HPO2 4 
• NaH2PO4 
• NaCl 
• Tris 
• HCl 
• EDTA 
• phosphate de sodium 
• citrate de sodium 
• eau ultra-purifiée (par exemple, Milli-Q, Millipore) 

 
MATÉRIEL 
• Incubateur (37 ° C) 
• Fours à hybridation 
• bloc de chauffage à sec à 85 ° C 
• Deux ou trois grandes boîtes en verre plat 
• Chambre humide (Pour faire une chambre d'humidité, nous plaçons d u papier humidifié 
sur le fond d'une boîte et on recouvre avec le film alimentaire) 
• Plate-forme à agitation 
 
 



RÉACTIFS 
฀ CRITIQUES 
Tous les réactifs doivent être préparés à l'avance, à moins d'explicitement indiquer le contraire. Les 
solutions sont conservées à température ambiante et peuvent être conservées pendant au moins 4 
mois, à moins d'indication contraire. 
Les solutions sont traitées DEPC quand c'est possible. 
2 à 3 litre d'Eau DEPC sont nécessaire par série d'hybridation. 
 
Les volumes sont indiqués pour maximum 14/16 lames 
 
DEPC traitement 
1mL de DEPC pour 1L de liquide, agiter et laisser 
ON à RT. Puis autoclaver. 
 
PBS 10X 
Pour préparer 10 × PBS, mélanger 70 mM Na 
HPO, 30 mM NaH PO et 
2 4 2 41.3M NaCl, puis ajuster le pH à 7,0. 
 
TE 10X 
Pour préparer la solution TE, mélanger Tris 1 M 
(pH 8,0) et 500 mM 
EDTA. 
 
TBS 10X 
Pour préparer une  tampon TBS 10X, mélanger 1 
M Tris-HCl pH 7,5 et NaCl 1,5 M. 
 
Protéase 
Diluer le contenu du flacon dans Eau DEPC à une 
concentration finale de 100 mg/ml et pré digérer 
la Protéase. 
 
 
0,2 % glycine (w/v) 
En PBS 1X 
 
TEA 
฀ CRITIQUE Bien que les autres solutions 
peuvent être utilisées pour  mµltiples 
racks, cette solution doit être fraîchement 
préparés pour chaque rack de . 

Pour 250 ml de la solution, préparer 0,1 M 
triéthanolamine-HCl 
(PH 8,0) tampon en mélangeant 245 ml d'H2O, 
3,25 ml de triéthanolamine et 
1 ml de HCl. Immédiatement avant utilisation, 
ajouter 1,25 ml d'anhydride acétique 
 
Sels d'hybridation in situ 
Mélanger 3 M de NaCl, 100 mM de Tris-HCl 
(pH 8,0), du phosphate de sodium 100 mM (pH 

6,8) et EDTA 50 mM; aliquotes de magasins de 
1 ml à -20 ° C. 
50% (poids / volume) de sulfate de dextran, 
dissoudre le sulfate de dextran en chauffant le 
solution à 80 ° C; aliquotes de magasins de 1 ml 
à - 20 ° C. 
 
ARNt 
100/ml mg d'ARNt diluer la poudre d'une fiole 
d'ARNt dans 1 ml de 
H2O RNase-free; aliquotes de magasins 
comparables de - 20 ° C. 
Tampon d'hybridation 
pour 10 ml du tampon, mélanger 1,25 ml de in 
situ sels d'hybridation, 5 ml de formamide 
déionisé, 2,5 ml de 50% (poids / volume) 
sulfate de dextran, 250 µl de 50 x solution de 
Denhardt, 125 µl de 100 mg/ml ARNt et 875 µl 
de H2O; stocker à - 20 ° C. 

 
Probe Mix 
฀ CRITIQUE Préparez juste avant utilisation. 
Pour préparer chaque lame, mélanger 10 µl de 
formamide déionisé, 
la quantité appropriée de la sonde LNA 
(déterminée expérimentalement) et 
RNase-free de H2O jusqu'à 20 µl. 
 
20 x SSC 
Pour préparer 1 litre de 20 x SSC, combiner 3 
M de NaCl et 0,3 M 
citrate de sodium (pH 7,0). 

 
 
10 × tampon TBS 
Pour préparer une × tampon TBS, mélanger 1 M 
Tris-HCl pH 7,5 et 
NaCl 1,5 M. 
 
Le tampon de blocage 
฀ CRITIQUE préparer fraîchement le jour 
d'utilisation. 



Pour préparer le tampon de blocage, mélanger 1% 
(poids / volume) de blocage 
réactif dans 1 x tampon TBS. Chauffer le TBS à 
70 ° C, ajouter le Blocking Reagent et 
dissoudre en agitant en permanence tandis que la 
solution refroidit à la température ambiante. 

 
Tampon de lavage 
฀ CRITIQUE Fraîchement préparer le jour 
d'utilisation. 
Mélanger 1% (poids / volume) de BSA et 0,3% 
(Volume / volume) de Triton X-100 à 1 x tampon 
TBS. 

 
Solution anti-DIG 
฀ CRITIQUE La préparation doit être 
effectuée immédiatement avant utilisation. 
Immédiatement avant utilisation, diluer Anti-

DIG-AP à 0,6 U/ml dans un tampon de 
lavage. 
 
1 x tampon TN Pour préparer 1 × TN, 
mélanger 100 mM de Tris-HCl (pH 9,5) et 
NaCl 100 mM. 
 
Solution de coloration 
 ฀  CRITIQUE La solution doit être préparée 
immédiatement avant utilisation. 
 Immédiatement avant utilisation, diluer 20 µl 
de NBT / BCIP stocks solution dans 1 ml de 
1 x tampon TN. 

 
 

 
 

 
Marquage DIG de l'extrémité 3' de l'oligo LNA 
Dans un tube à centrifuger conservé dans la glace, mélanger les composants sous forme de tableau 
ci-dessous. Incuber le tube à 37 ° C pendant 1 h et ensuite 
placez-le sur la glace. Arrêter la réaction en ajoutant 4 µl d'EDTA 0,1 M (pH 8,0). 
Diluer la sonde avec 22 µl de formamide déionisé et stocker à - 20 ° C 
pour plus de 6 mois. 
Composant  La concentration finale 
5 x tampon de réaction 4 µl 1 × 
MM CoCl2 25 4 µl 5 mM 
LNA oligo d'intérêt 100 pmoles   
1 mM DIG-ddUTP 1 µl 50 nM 
Terminale recombinante  transférase 1 µl 2,5 U 
H2O Jusqu'à 20 µl 
A ce points les sondes ont une concentration de 2,3 µMol nous allons les diluer à 500nM en 
formamide 50 %. Pour cela on rajoute 156 µl de formamide 50 %. 
On aliquote en 10 ou 15µl et on conserve à -20°C. 
 
 
 
 
 
 
 



฀ CRITICAL Toutes les étapes sont réalisées à température ambiante sauf indication contraire. 
 
PRÉHYBRIDATION ●  2-3 h 
 
1 | Avant de commencer, mettre en place un bloc de chauffage à sec à 85 ° C et  préparer les plats 
lame de coloration avec les solutions appropriées: 
Histo-Clear, la série d'éthanol. 
Réchauffer le TE pour le traitement de la protéase à 37 ° C, ajouter la protéase mais seulement au 
moment de l'utilisation. 
 
2 | Déparaffiner les lames 1 fois dans Histo-Clear pendant 20 minutes, bouger les  lames de temps à 
autres. 
 
3 | Rincer les sections deux fois dans l'éthanol 100% pendant 1 min par rinçage. 
 
4 | Réhydrater la sections en les pasant dans une série d'éthanol de 96, 85, 75, 50, 25 (vol / vol) 
d'éthanol, pendant 30 s par incubation. 
 
5 | Placer les sections dans 1 x PBS pendant 2 min. 
 
6 | Mélanger 94 µl de 100 mg/ml de protéase dans 75 ml de solution TE qui a été préchauffée à 37 ° 
C; incuber les  pour 20 min à 37 ° C. 
 
7 | Neutraliser l'activité de protéase dans 0,2% glycine pendant 2 min. 
 
8 | Rincer les lames  deux fois dans 1 x PBS pendant 2 min par rinçage. 
 
S'il y a du bruit de fond, traiter les sections avec TEA (encadré 1) avant de passer à l'étape 9. 

Le traitement de TEA sert à acétyler les groupes amino chargés positivement dans le tissu qui peut 

conduire à la liaison non spécifique de 

la sonde. Avec le commutateur de sondes hautement spécifiques oligo LNA, cette étape peut être 

omise. Cependant, si le niveau de fond coloration se avère problématique, le traitement de la TEA 

est recommandée. Dans ce cas, comprendre les étapes suivantes: 

 

a. Dans un plat en verre avec un agitateur dans la hotte, préparer fraîchement 250 ml de 0,1 M de 

tampon triéthanolamine-HCl (pH 8,0) 

b. Ajouter 1,25 ml d'anhydride acétique dans le tampon immédiatement avant utilisation et 

brièvement remuez bien. Réduire la vitesse de l'agitateur et mettre les lames dans le mélange. 

Continuer à remuer lentement pendant 10 min. 

c. Rincer les  deux fois dans 1 x PBS pendant 2 min chacun. 

 
9 | Déshydrater les coupes de tissu par passage des  lames dans une série d'éthanol de 25, 50, 75, 85, 
96, 96 et 100% (Vol / vol) d'éthanol, pendant 30 s par incubation. 
฀ PAUSE POINT  peuvent être stocké dans un récipient étanche avec une quantité minimale 
d'éthanol à 100% au fond pour plusieurs heures à 4 ° C. 
 
 
 



HYBRIDATION ●  16-20 h (une nuit) 
 
10 | Sécher complètement à l'air les lames. 
 
11 | Chauffer le mélange de la sonde (20 µl pour chaque lame) pendant 2-3 min à 85 ° C, refroidir 
immédiatement sur la glace, centrifuger brièvement et le garder sur la glace jusqu'à utilisation. 
 
12 | Ajouter 80 µl de tampon d'hybridation à chaque sonde de telle sorte que le volume total de 
solution d'hybridation est de 100 µl par lame. Pour éviter les bulles, bien mélanger et poser 
délicatement sur les lamelles. 
฀ ÉTAPE CRITIQUE La concentration de la sonde LNA nécessaire dans la solution d'hybridation 
doit être déterminée de manière empirique en testant une série de dilution de la sonde. Comme point 
de départ, nous testons toute nouvelle sonde de LNA à 20 nM et 1 nM. Selon les résultats obtenus, 
il faudra peut être testé concentrations de sondes supplémentaires. 
 
13 | Pipetter le mélange d'hybridation sur le bord de la lame et progressivement abaisser une 
lamelle .฀ Il faut éviter les bulles 
 
14 | Poser les lames dans une chambre humide. Veiller à ce que les  ne se touchent pas les uns les 
autres, car cela pourrait conduire à des mélange de solutions d'hybridation. Scellez la boîte 
hermétiquement avec un film alimentaire. 
15 | Incuber les  pendant une nuit à 16 à 20 h à la température d'hybridation appropriée, 
typiquement entre 42 et 57 ° C. 
฀ ÉTAPE CRITIQUE La température optimale d'hybridation doit aussi être déterminée 
expérimentalement pour chaque sonde LNA. 
 
Post-hybridation ● TIMING 2,5 h 
 
16 | A la fin du premier jour, réchauffer 1 litre de 0,2 x SSC à la température d'hybridation pour une 
utilisation dans les étapes 18 et 19. 
 
17 | Préparer un volume minimal de tampon de blocage (~ 75 à 100 ml pour 25 ) et 500 ml de 
tampon de lavage. 
 
18 | Transférer les lames dans un rack. Laissez les lamelles glissent hors des lames en maintenant 
chaque lame verticalement. 
 
19 | Laver les lames deux fois dans 0,2 x SCC pendant 1/2 heure chacun à la même température que 
celle utilisée dans l'étape d'hybridation. 
 
20 | Rincer les  dans 1 x PBS à la température ambiante pendant 5 min. 
฀ PAUSE POINT  peuvent être stockées dans 1 × PBS pendant une nuit à 4 ° C. 
 
DÉTECTION ●  1 nuit à 5 d 
21 | Rincer les  dans 1 x TBS pendant 5 min. 
 
22 | Mettre les lames sur le fond d'un récipient en plastique plat. Appliquer le tampon de blocage 
directement sur les lames, ce qui assure que la solution couvre uniformément toutes les lames, et 
incuber les lames sur une plate-forme à agitation lente pendant 45 min. 
23 | Placer les lames  dans un récipient en plastique propre. Laver les lames avec le tampon de 
lavage une fois sur une plate-forme à agitation lente pendant 45 min. 
 



24 | Jeter le tampon de lavage et appliquer la solution anti-DIG directement sur les lames, s'assurer 
que la solution couvre uniformément  toutes les sections, et incuber les 2-3 h à température 
ambiante (en chambre humide). 
฀ PAUSE POINT  peuvent être stockées dans une solution anti-DIG nuit à 4°C. 
 
25 | Laver les lames 4 fois dans du tampon de lavage sur une plate-forme à agitation lente pendant 
15 minutes par lavage. 
 
26 | Rincer les  dans 1 x TBS pendant 2 min. 
 
27 | Équilibrer les sections deux fois en 1 × TN pendant 2 min par lavage pour élever le pH dans les 
sections à 9,5 pour alcaline optimale activité de la phosphatase. 
 
28 | Incuber les  dans une solution fraîchement préparée solution de coloration NBT / BCIP. Pour ce 
faire, mettre 200µl de  solution de coloration entre lame et lamelle. 
 
29 | Remplacer la solution de coloration à deux fois par jour pendant 1-5 jours. 
 
30 | Observer le développement du signal sous un microscope. 
 
31 | Lorsque le signal est clair, égoutter les lames et arrêter le développement en transférant les 
lames dans du TN. 
 
32 | Égoutter les lames sur du papier et placez quelques gouttes de glycérol 40 %. 
 
 



 



Annexe 4: 
CV



Compétences personnelles 

• Gestion de projet: réalisation et animation d’un projet de recherche en génomique, mise en place de phases de tests et de 

validations statistiques. 

• Apprentissage et mise au point des techniques inhérentes au projet (bio-informatique, biologie moléculaire, biotechnologie).   

• Organisation de l’activité en laboratoire (évaluation des besoins matériels et techniques). 

• Bonne communication et intégration au sein d’une équipe.  Encadrement de stagiaires. 

• Développement d’un réseau de collaborations scientifiques dans un contexte national et international. 

• Aptitude à restituer un contenu scientifique à un public varié. Organisation d’évènement scientifiques. 

Compétences professionnelles 

  Analyses informatiques et bio-informatiques:    

- Outil d’analyse de séquences (Shortstack, 

Bowtie, htseqcount, Bedtools, Blast, GBrowse). 

- Outils statistiques R (EdgeR et Deseq).  

- Environnement Unix (lignes de commande). 

- Outil de bureautique: Word, Excel, Powerpoint. 

Biologie moléculaire: 

- Extraction ADN/ARN et petits ARN. 

- Génotypage.  

- Northern Blot (ARN et petits ARN), 

qRT-PCR et stem loop qPCR. 

- Clonage Gateway et transgénèse. 

  Travail en milieu confiné:   

- Production de plantes. 

- Manipulation de bio-agresseurs. 
 

  Biologie cellulaire:     

- Microscopie optique et confocale. 
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DUT Industries 

alimentaires 

 

 

Diplômes 
Projet de recherche actuel (PhD) : Caractérisation des petits ARNs régulateurs 

végétaux impliqués dans l’établissement des cellules géantes induites par les 

nématodes phytoparasites du genre Meloidogyne. Ref: Dr B. FAVERY 

(bruno.favery@inra.fr) et Dr S. JAUBERT-POSSAMAI (stephanie.jaubert@inra.fr). 

Mots-clés: ARN, bio-informatique, génomique, analyse fonctionnelle, Arabidopsis, 

tomate, nématode.  

Stage (6 mois) : Caractérisation des petits ARN végétaux impliqués dans l’immunité 

lors de l’intéraction Xanthomonas oryzae pv. oryzae – Riz.  

Ref : Dr Sébastien CUNNAC (sebastien.cunnac@ird.fr). 

Mots-clés: ARN, génomique, Northern-Blot, qPCR, riz, bactérie. 

Stage (4 mois) : Etude de la régulation des intégrations virales de Banana streak 

virus dans le génome du bananier.   

Ref : Dr Marie-Line CARUANA. (marie-line.caruana@cirad.fr) 

Mots-clés: ARN, génotypage, Northern blot, bananier, virus. 

Stage (3 mois) : Caractérisation histologique du cycle de développement du 

nématode Meloidogyne paranaensis sur Coffea canephora (resistant) et Coffea 

arabica (sensible). Ref : Dr Luc VILLAIN. (luc.villain@ird.fr).  

Mots-clés: histologie, microscopie, caféier, nématode 

Stage (3 mois) : Fractionnement et pré-traitement de la biomasse ligno-

cellulosique. Ref: Dr. Gabriela GHIZZI. 

Mots-clés: biotechnologie, broyage, ingénierie des agro-polymères. 

Nice 

Montpellier 

Montpellier 

Montpellier 

Montpellier 

Date de naissance: 25/12/1989 

Nationalité: Française 

     Tel: +33 6 87 39 58 78          1728 Route de Cannes 06560 VALBONNE

      clemence.medina89@gmail.com                        LinkedIn: veuillez cliquer ici .  
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Communication 

 Diffusion scientifique: 

- Enseignement:  Niveau Licence: Encadrement de travaux pratiques et évaluation du travail en Microbiologie, Biologie 

Moléculaire et Botanique (Université de Nice – Sophia Antipolis, 224h).  

- Projet MEDITES (investissement d’avenir): Diffusion de l’information scientifique au niveau collège. Sensibilisation à 

la démarche scientifique à travers le diagnostic de pathogène de plantes (2 jours). 

- Fête de la Science: Animation du stand INRA présentant les différents pathogènes de plantes étudiés à l’Institut 

Sophia Agrobiotech (2 jours). 

 

Congrès: 

- Membre du comité d’organisation des journées de l’Ecole Doctorale de Nice (JEDN) 2014/2015. 

- Présentation de travaux scientifiques: Congrès nationaux et internationaux. (Posters et présentations orales). 

• “European society of nematologist” - Braga, Portugal (2016) – Présentation orale 

• “Labex Signalife Congress “ - Nice, France (2015) – Présentation poster. 

• “Keystone Symposia - RNA Silencing in plants” - Keystone ,Colorado (2015) – Présentation Poster. 

• “Effectome Congress” - Montpellier, France (2014) –  Présentation poster. 

 

- Prix Poster au congrès du Laboratoire d’Excellence Signalife, 2015. 

 

Langues:  

-Français (natif), Anglais (scientifique). 

 

Article et rapports:  

- Valorisation du  travail par la publication d’articles scientifiques dans des revues internationales à comité de lecture: 

 
• Cabrera, J., Barcala, M., Garcia, A., Rio-mach, A., Medina, C., Jaubert, S., Favery, B., Maizel, A., Ruiz-Ferrer, V., Fenoll, 

C.,Escobar, C. (2015). Differentially expressed small RNAs in Arabidopsis galls formed by Meloidogyne javanica : a functional 

role for miR390 and its TAS3-derived tasiRNAs. New Phytologist. 209(4):1625-40. 

• Medina, C., Da Rocha, M., Magliano, M., Raptopoulo, A., Revel, B., Marteu, N., Magnone, V., Cabrera, J., Barcala, M., Pereira 

da Silva, A., Escobar, C., Abad, P., Favery, B., Jaubert-Possamai, S. A role for Arabidopsis miR159 in the development of galls 

induced by M. Incognita. Soumis. 

• Medina, C., Da Rocha, M., Magliano, M., Raptopoulo, A., Revel, B., Marteu, N., Magnone, V., Cabrera, J., Barcala, M., Pereira 

da Silva, A., Escobar, C., Abad, P., Favery, B., Jaubert-Possamai, S (2016 unpublished). Genome-Wide Profiling and Analysis of 

Arabidopsis siRNAs  during the development of galls induced by M. Incognita. En cours d’écriture. 

 

- Rédaction de rapports annuels d’avancement du projet pour l’INRA et la région PACA. 

En savoir plus sur mon projet principal (projet de thèse):  

- Génération de matériel biologique: infection de plantes (Arabidopsis et tomate) avec nématodes. 

- Extraction ARN et petits ARN sur échantillons végétaux. 

- Préparation de banques. 

- Traitement des données de séquençage à haut débit SOLiD (transcriptome de petits ARNs). 

- Création d’un pipeline informatique répondant à une problématique. Collaboration avec la plateforme 

de bio-informatique interne au laboratoire. 

- Analyse fonctionnelle sur Arabidopsis (clonage, transgénèse, test de résistance). 

- Analyse de l’expression de gènes rapporteurs sur tissus frais et fixés (microscopie optique et confocale). 

- Analyse de l’expression génique: qPCR. 

- Mis en forme des résultats obtenus in vivo et in silico. 

 

 



Résuŵé : 

Les Ŷéŵatodes à galles du geŶre Meloidogyne soŶt des parasites oďligatoires des plaŶtes capaďles 
d’iŶfecter uŶ large paŶel de plaŶtes d’iŶtérġt agroŶoŵiƋue. Ces parasites oŶt la capacité d’iŶduire la 
différeŶciatioŶ de ciŶƋ à sept cellules raciŶaires eŶ cellules géaŶtes, hǇpertrophiées, 
ŵétaďoliƋueŵeŶt actives et ŵultiŶucléées. Ces cellules géaŶtes coŶstitueŶt le site Ŷourricier 
iŶdispeŶsaďle au Ŷéŵatode, et sur leƋuel il va s’aliŵeŶter jusƋu’à sa reproductioŶ. Le 
développeŵeŶt de ces cellules eŶtraiŶe uŶe déforŵatioŶ raciŶaire appelée « galle » Ƌui va perturďer 
l’aďsorptioŶ de ŶutriŵeŶts de la plaŶte et l’affaiďlir. Des études traŶscriptoŵiƋues oŶt ŵoŶtré 
Ƌu’uŶe vaste reprograŵŵatioŶ traŶscriptioŶŶelle a lieu lors de la forŵatioŶ de la galle. Cette thğse 
vise à caractériser le rôle des petits ARN, des ARN ŶoŶ codaŶts, au cours de la forŵatioŶ des galles 
iŶduites par M. incognita. Les petits ARN ŶoŶ codaŶts soŶt des régulateurs clés de l’eǆpressioŶ 
géŶiƋue et coŵpreŶŶeŶt deuǆ graŶdes faŵilles : les ŵicroARN ;ŵiARNͿ et les petits ARN iŶterféreŶts 
;siARNͿ. Pour cela, les petits ARN de raciŶes de la plaŶte ŵodğle Araďidopsis thaliana saiŶes et 
iŶfectées par le Ŷéŵatode à galle M. incognita oŶt été caractérisés par séƋueŶçage haut déďit à 7 et 
ϭϰ jours aprğs iŶfectioŶ, deuǆ stades iŵportaŶts du développeŵeŶt des cellules géaŶtes. Cette étude 
a perŵis d’ideŶtifier Ϯϰ ŵiARN d’Araďidopsis différeŶtielleŵeŶt eǆpriŵés daŶs les galles eŶ 
coŵparaisoŶ auǆ raciŶes ŶoŶ iŶfectées. L’aŶalǇse foŶctioŶŶelle de ces ŵiARN a perŵis de valider le 
profil d’eǆpressioŶ daŶs les galles de ciŶƋ ŵiARN et de déŵoŶtrer le rôle de ŵiRϭ59 daŶs la répoŶse 
de la plaŶte à M. incognita. De plus, uŶe approche paŶgéŶoŵiƋue a été réalisée afiŶ d’ideŶtifier les 
gğŶes susceptiďles d’ġtre régulés par les siARN lors de l’iŶteractioŶ. EŶ coŶclusioŶ, ce travail a 
coŶtriďué à déŵoŶtrer d’uŶe part l’iŵplicatioŶ des ŵiARN daŶs l’iŶteractioŶ plaŶte - Ŷéŵatode à 
galles et a perŵis l’ideŶtificatioŶ des gğŶes poteŶtielleŵeŶt régulés par les siARN lors de l’iŶteractioŶ 
et iŵpliƋués daŶs la forŵatioŶ des cellules géaŶtes iŶduites par les Ŷéŵatodes à galles. 

Aďstract : 

Root-KŶot-Neŵatodes are oďligate plaŶt parasites aďle to iŶfect a large paŶel of cultivated plaŶts. 
These parasites have the aďilitǇ to iŶduce rediffereŶtiatioŶ of five to seveŶ root cells iŶto specialized 
giaŶt cells, hǇpertrophied, ŵultiŶucleated aŶd ŵetaďolicallǇ overactive. These giaŶt cells forŵ the 
feediŶg site upoŶ ǁhich Ŷeŵatodes feed coŶtiŶuouslǇ uŶtil reproductioŶ. GiaŶt cells developŵeŶt 
leads to a root deforŵatioŶ, Ŷaŵed gall, ǁhich disturďs plaŶt ŶutrieŶts aďsorptioŶ causiŶg its 
ǁeakeŶiŶg. TraŶscriptoŵic studies shoǁed that a huge traŶscriptioŶal reprograŵŵiŶg occurs duriŶg 
gall developŵeŶt. This project aiŵs to characterize the role of sŵall RNAs, ŶoŶ-codiŶg RNAs, duriŶg 
gall developŵeŶt iŶduced ďǇ M. incognita. Sŵall ŶoŶ-codiŶg RNAs are keǇ regulators of geŶe 
eǆpressioŶ aŶd iŶclude tǁo ŵajor faŵilies: ŵicroRNAs ;ŵiRNAsͿ aŶd sŵall iŶterferiŶg RNAs ;siRNAsͿ. 
Thus, sŵall RNAs froŵ roots of the ŵodel plaŶt Araďidopsis thaliana healthǇ or iŶfected ďǇ M. 
incognita ǁere characterized ďǇ Neǆt GeŶeratioŶ SeƋueŶciŶg at 7 aŶd ϭϰ daǇs after iŶfectioŶ, tǁo 
iŵportaŶt stages of gall developŵeŶt. This studǇ led to the ideŶtificatioŶ of Ϯϰ plaŶt ŵicroRNAs 
differeŶtiallǇ eǆpressed iŶ galls coŵpared to uŶiŶfected roots. FuŶctioŶal aŶalǇsis of these ŵiRNAs 
validated the eǆpressioŶ patterŶ iŶ galls of five ŵiRNAs aŶd deŵoŶstrated the role of ŵiRϭ59 iŶ the 
plaŶt respoŶse to M. incognita. IŶ additioŶ, a geŶoŵe-ǁide approach ǁas used to ideŶtifǇ geŶes that 
could ďe regulated ďǇ siRNAs duriŶg the iŶteractioŶ. IŶ coŶclusioŶ, this ǁork coŶtriďuted to 
deŵoŶstrate, oŶ oŶe haŶd, the iŶvolveŵeŶt of ŵicroRNAs iŶ the plaŶt - RKN iŶteractioŶ aŶd alloǁed 
the ideŶtificatioŶ of geŶes poteŶtiallǇ regulated ďǇ sŵall iŶterferiŶg aŶd iŶvolved iŶ the forŵatioŶ of 
giaŶt cells iŶduced ďǇ root-kŶot Ŷeŵatodes. 


