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Résumé 
 

Le Post-Transcriptional Gene Silencing (PTGS) est un mécanisme dirigé contre les acides 

nucléiques invasifs endogènes (transposons) et exogènes (pathogènes, transgènes). Dans le cas 

des virus, le PTGS peut s’attaquer aux ARNs double-brin (dsRNAs) intermédiaires de la 

réplication virale et aux ARNs simple-brin viraux, mais il est souvent inhibé par des protéines 

virales appelées Viral Suppressor of RNAi (VSR). Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, 

une enzyme appelée RNase THREE-LIKE 1 (RTL1) est induite en réponse à l'infection virale 

et détruit les dsRNAs de manière non sélective. Cette enzyme devrait assurer à la plante une 

seconde ligne de défense en clivant les dsRNAs viraux, mais les VSR qui inhibent le PTGS 

inhibent généralement RTL1, indiquant que les virus ont mis en place des outils capables de 

combattre simultanément ces deux mécanismes de défense. Toutefois, un virus, le Turnip 

yellow mosaic virus (TYMV), est incapable d’inhiber RTL1 et semble même tirer profit de 

RTL1 pour réussir à infecter A. thaliana (Shamandi et al., 2015).  

Au cours de cette thèse, nous avons approfondi l’étude de l’interaction Arabidopsis-TYMV. 

Nous avons montré que le TYMV est incapable d’inhiber l’exécution du PTGS, mais est 

toutefois capable d’inhiber l’étape d’amplification du PTGS. Cette action est due à la protéine 

virale P69, et nous avons montré que P69 est retrouvée dans des corpuscules cytoplasmiques 

appelés siRNA-bodies qui sont le siège de l’amplification du PTGS. Par ailleurs, nous avons 

généré des mutants rtl1 et montré que l’absence de RTL1 retarde l’infection par le TYMV et 

augmente la quantité de siRNAs dirigés contre le virus, tandis que la surexpression de RTL1 

favorise l’infection et inhibe la production des siRNAs anti-viraux. Nous avons observé que 

RTL1 était retrouvée dans les siRNA-bodies, et nous avons montré que RTL1 était capable de 

détruire non seulement les dsRNAs mais également les siRNAs. Ces résultats indiquent donc 

que le TYMV réussit à infecter A. thaliana en : i) se répliquant dans des invaginations de la 

membrane chloroplastique (Prod’homme et al., 2003) qui mettent vraisemblablement les 

dsRNAs intermédiaires de la réplication à l’abri du PTGS et de RTL1, ii) en induisant 

l’expression de RTL1 qui s’attaque aux dsRNAs et siRNAs induits par le PTGS dans les siRNA-

bodies en réponse à l’infection, et iii) en exprimant la protéine P69 qui complète l’action de 

RTL1 en inhibant l’amplification du PTGS résiduel.  

Malgré un effet neutre ou négatif pour la plante vis-à-vis des virus, RTL1 est conservé dans 

toutes les accessions d’Arabidopsis, et l’étude du ratio des mutations synonymes et non 

synonymes dans les gènes RTL1 de 42 Eucotylédones suggère que RTL1 subit une pression de 
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sélection de conservation, suggérant un rôle essentiel. Chez A. thaliana, RTL1 est exprimé 

faiblement dans la racine, les tissus en sénescence, et au cours du développement de la graine. 

Le phénotypage des plantes sauvages et des mutants rtl1 n’a pas révélé de différences 

morphologiques notables, mais nous avons observé que le poids des graines était supérieur chez 

les mutants rtl1. Par ailleurs, nous avons observé une senescence accrue chez le mutant rtl1, en 

particulier dans l’accession Ler. Cette différence entre Ler et Col nous a poussé à examiner si 

RTL1 pouvait contribuer à la variabilité naturelle du PTGS des transgènes entre les accessions 

Ler (PTGS peu efficace) et Col (PTGS très efficace). Nous avons observé que la mutation rtl1 

n’affectait pas sensiblement l’efficacité du PTGS chez Col mais augmentait celle de Ler au 

niveau de Col, ce qui pourrait s’expliquer par une plus forte expression de RTL1 chez Ler que 

chez Col. L’effet de l’absence de RTL1 devra donc être précisé en condition normale et en 

condition d’infection en privilégiant Ler plutôt que Col. 

 

Abstract  
 

Post-Transcriptional Gene Silencing (PTGS) is a defense mechanism that targets invading 

nucleic acids of endogenous (transposons) or exogenous (pathogens, transgenes) origins. 

During virus infection, PTGS theoretically targets double-stranded (ds)RNA intermediates of 

viral replication and viral single-stranded RNAs; however, most viruses encode proteins, 

referred to as viral suppressor of RNAi (VSR), which inhibit PTGS. In the model plant 

Arabidopsis thaliana, an enzyme referred to as RNase THREE-LIKE 1 (RTL1) is induced in 

response to viral infection and cleaves dsRNAs in a non-specific manner. This enzyme should 

provide a second line of defense by cleaving viral dsRNAs, but VSR that inhibit PTGS 

generally inhibit RTL1, indicating that viruses had put in place tools that simultaneously 

counteract these two defense mechanisms. Nevertheless, at least one virus, Turnip yellow 

mosaic virus (TYMV), is not able to inhibit RTL1 and in fact seems to take advantage of RTL1 

to successfully infect A. thaliana (Shamandi et al., 2015).  

In this thesis, we deepened the study of Arabidopsis-TYMV interaction. We show that TYMV 

is not able to inhibit PTGS execution but is able to inhibit PTGS amplification. This effect is 

due to the viral protein P69, and we show that P69 localizes in cytoplasmic foci called siRNA-

bodies, where PTGS amplification takes place. Furthermore, using in house-generated rtl1 

mutants, we show that the lack of RTL1 delays TYMV infection and promotes the production 
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of siRNAs directed against the virus, whereas RTL1 overexpression enhances viral symptoms 

and suppresses the production of anti-viral siRNAs. We show that RTL1 is found in siRNA-

bodies, and we show that RTL1 attacks not only dsRNAs but also siRNAs. These results 

indicate that, TYMV successfully infect A. thaliana by : i) replicating in chloroplast membrane 

invaginations (Prod’homme et al., 2003), which likely shelter dsRNAs intermediates of 

replication from PTGS and RTL1, ii) inducing RTL1 expression, which promotes the 

destruction of dsRNAs and siRNAs produced by PTGS in siRNA-bodies in response to TYMV 

infection, and iii) expressing the P69 protein to inhibit residual PTGS amplification. 

Despite a neutral or detrimental effect on plant anti-viral PTGS, RTL1 is conserved in all 

Arabidopsis accessions, and the study of synonymous and non-synonymous substitutions ratios 

in RTL1 genes from 42 dicotyledonous plant reveals that RTL1 is under the control of a 

conservative selection, suggesting an essential role. In A. thaliana, RTL1 is weakly expressed 

in roots, in senescent tissues and during seed development. Phenotyping wild-type plants and 

rtl1 mutants did not revealed any significant morphological differences, but we observed that 

seeds weight is enhanced in rtl1 mutants. Moreover, we observed an increased senescence in 

rtl1 mutants, in particular in the Ler accession. This difference between Ler and Col prompted 

us to determine if RTL1 could participate in the natural variability of transgene PTGS efficiency 

between Ler (weak PTGS) and Col (strong PTGS). We observed that rtl1 mutations have no 

significant effect on PTGS efficiency in Col, but enhances PTGS efficiency in Ler, up to the 

level of Col, which could be explained by a strongest RTL1 expression in Ler compared to Col. 

These results indicate that the effect of RTL1 impairment should be further examined in normal 

and infectious contexts by focusing on Ler rather than Col. 
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I] Historique 
 

Au milieu du 20ème siècle, l’embryologiste anglais Conrad Waddington remet en cause le dogme 

de causalité direct entre le génotype et le phénotype d’un individu et introduit pour la première 

fois le terme « épigénétique ». Jusqu’alors, deux théories du développement embryonnaire 

s’opposent : d’un côté la théorie de la préformation, où l’ensemble des structures d’un 

organisme adulte préexistent dans l’embryon, et d’un autre la théorie de l’épigenèse, où 

l’ensemble des structures d’un organisme adulte résultent de divisions et multiplications de 

structures simples de l’embryon (Laubinger et al., 2008; Waddington, 2012; Waddington, 1942; 

Deans and Maggert, 2015). Waddington suggère que ces deux théories sont en fait 

complémentaires et les applique au domaine de la génétique. L’épigénétique désigne alors 

l’étude de l’influence des gènes et des composants cytoplasmiques sur la plasticité du 

phénotype d’un individu. Sa définition est affinée en 1958 par le biologiste américain David 

Nanney afin de distinguer les mécanismes génétiques « classiques » d’expression, de maintien 

et réplication du génome d’une part, des mécanismes de régulations d’expression de gènes 

spécifiques d’autre part, pouvant se maintenir au travers des divisions cellulaires (Nanney, 

1958; Deans and Maggert, 2015). 

 

Par la suite, la définition de l’épigénétique est amenée à évoluer à nouveau, notamment grâce à 

l’apparition de nouvelles techniques dans le domaine de la génétique, dont la première 

modification génétique volontaire de bactérie Escherichia Coli par l’équipe de Paul Berg en 

1972 (Nemes et al., 2014) et le perfectionnement de cette technique de clonage avec l’utilisation 

d’un vecteur l’année suivante par Hervé Boyer et Stanley Cohen (Cohen et al., 1973). En 1974, 

Annie Chang et Stanley Cohen réussissent à exprimer différents gènes de Staphyloccocus 

aureus chez des bactéries E. Coli par micro-injection d’ADN (Chang and Cohen, 1974) et les 

années suivantes les premiers Eucaryotes, dont des cellules de levure et de souris, sont 

également génétiquement modifiés (Jaenisch and Mintz, 1974; Hinnen et al., 1978; Copeland 

et al., 1979; Gordon et al., 1980). Enfin, avec la découverte du mécanisme d’intégration de 

gènes dans le génome des plantes par le plasmide Ti de la bactérie Agrobacterium tumefasciens 

(Van Larebeke et al., 1975; Watson et al., 1975; Chilton et al., 1977; de Framond et al., 1983), 

les premiers plants de tabac transgéniques résistants à un antibiotique sont générés en 1983 

(Otten et al., 1981; Bevan et al., 1992; Fraley et al., 1983; Barton et al., 1983; Herrera-Estrella 

et al., 1992). Cependant, l’expression du transgène n’est pas systématique et des études 
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contemporaines observent une corrélation entre la méthylation de sa séquence et l’absence de 

son expression (Hepburn et al., 1983; Amasino et al., 1984; van Slogteren et al., 1984).  Par 

ailleurs, Barton et al observent qu’une des tumeurs de tabac obtenues après transformation par 

une agrobactérie portant le plasmide Ti entier additionné du gène NEOMYCIN 

PHOSPHOTRANSFERASE (NPT)-II conférant la résistance à la kanamycine est capable de 

régénérer un plant de tabac de phénotype normal. L’observation que les descendants de cette 

plante sont sensibles à la kanamycine permettra plus tard à Marjori Matzke de conclure que 

c’est le silencing de tous les gènes portés par le T-DNA du plasmide Ti d’A. tumefasciens (gènes 

oncogènes et transgène NPT-II) qui a permis la régénération d’une plante intacte (Marjori 

Matzke, communication personnelle à Hervé Vaucheret). 

 

A la fin des années 80, la transformation des plantes est devenue routinière et plusieurs équipes 

constatent également que l’insertion des transgènes ne conduit pas systématiquement à leur 

expression ou à la production de protéines transgéniques. Les équipes de Marjori Matzke 

(Matzke et al., 1989), Peter Meyer (Linne et al., 1990) et Michel Caboche (Vaucheret et al., 

1990) décrivent les premiers cas où l’expression du transgène est inhibée par ce qui sera 

ultérieurement qualifié de Transcriptional Gene Silencing (TGS). Les équipes de Richard 

Jorgensen (Bologna et al., 2018), Joseph Mol (van der Krol et al., 1990) et David Grierson 

(Smith et al., 1990) décrivent les premiers cas où l’ARN messager (mRNA) transgénique est 

dégradé par ce qui sera ultérieurement défini comme du Post-Transcriptional Gene Silencing 

(PTGS). De nombreux autres exemples suivront dans les années qui suivent et nous retracerons 

dans cette partie historique la caractérisation de ces mécanismes. 
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Figure 1 : Première observation du silencing induit par un transgène 
Figure issue de l’article Napoli et al., 1990. Des pétunias de la variété V26 sont transformés avec un transgène 
35S:CHS. La descendance des plantes transformées (« transgenote ») présente de multiples combinaisons de 
couleurs par rapport à la lignée parentale. 4 profils sont présentés : 218.11 « wedge », 218.43 « star-like », 218.56 
et 218.38 « dancer-like ». 

Figure 2 : Phénotype des pétunias Red Star  
Image libre de droit. Van der Krol et al suggèrent en 1990 une corrélation entre le phénotype des pétunias 
transgéniques 35S:CHS et celui de la variété Red Star. 
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L’équipe de Richard Jorgensen souhaitait générer des plantes de pétunia aux pétales plus 

foncés. Ils supposaient que l’enzyme de la CHALCONE SYNTHASE (CHS), impliquée dans 

la synthèse des flavonoïdes, pouvait être limitante. Ils ont alors transformé différentes variétés 

de pétunias à l’aide d’agrobactéries porteuses d’un transgène constitué du gène CHS sous le 

contrôle du promoteur 35S du Cauliflower mosaic virus (CaMV) (Bologna et al., 2018). Mais 

dans la descendance des plantes transformées, au lieu de pétunias aux fleurs de couleur plus 

foncée attendus, ils ont constaté avec surprise la présence de plantes aux fleurs blanches ou 

bariolées de blanc, en lien avec une forte diminution de l’accumulation des RNAs du gène 

endogène CHS dans les fleurs blanches par rapport aux plantes non-transformées (Napoli et al.,  

1990 ; Figure 1). Ce phénomène de RNA silencing d’un gène endogène induit par l’expression 

d’un transgène de séquence homologue est baptisé « co-suppression ». Il est de nature héritable 

et réversible. En raison de la découverte de l’influence négative de groupes méthyl sur l’activité 

des gènes animaux par Robin Holliday et Arthur Riggs en 1975 (Holliday and Pugh, 1975; 

Riggs, 1975), Napoli et al suggèrent dès lors une implication de la méthylation du gène CHS 

dans la co-suppression.  

 

De leur côté, Van der Krol et al notent en plus que l’introduction d’une copie tronquée du gène 

CHS suffit à induire la co-suppression de l’expression du gène endogène CHS (van der Krol et 

al., 1990), et d’autres études complémentaires montrent que l’introduction d’une copie anti-

sens du gène induit une co-suppression plus forte de l’expression du gène endogène (van der 

Krol et al., 1988; Jorgensen et al., 1996), suggérant alors une implication des RNAs. Elle est 

également plus forte lorsque les plantes sont transformées avec un transgène portant un 

promoteur fort ou lorsque le nombre de copie insérée du transgène augmente (Schubert et al., 

2004). Par la suite, cette équipe montre que la dégradation des RNAs CHS est cytoplasmique 

car l’accumulation des RNAs CHS n’est pas affectée dans le noyau (Van Blokland et al., 1994). 

La co-suppression est donc un mécanisme séquence spécifique et post-transcriptionnel. Le 

phénomène est alors rebaptisé Post-Transcriptional Gene Silencing (PTGS).  

 

Van der Krol et al soulignent que le phénotype de co-suppression des pétunias transformés avec 

le transgène 35S:CHS est similaire à celui des pétunias de la variété Red Star, dont les pétales 

sont bariolés de blanc (Van Der Krol et al., 1990 ; Figure 2). Ils suggèrent alors que les bases 

moléculaires du phénomène de co-suppression pourraient être un mécanisme affectant aussi les 

gènes endogènes dans certaines situations. En effet, des études ultérieures montreront que 

certaines variétés d’Arabidopsis, de muflier, et de soja présentant une élévation du nombre de 



18 
 

copies d’un gène suite à des remaniements génomiques montrent un silencing spécifique de ce 

gène et de ses homologues, alors que les variétés classiques sans remaniement expriment 

correctement ces gènes (Coen and Carpenter, 1988; Melquist, 2003; Clough et al., 2004; Tuteja 

et al., 2004; Della Vedova et al., 2005; Tuteja et al., 2009; Durand et al., 2012). De la même 

façon, la décoloration des fleurs de pétunia Red Star est liée à une dégradation séquence-

spécifique des RNAs du gène CHS dans les zones blanches (Koseki et al., 2005), consécutive 

à une duplication d’un cluster de gènes CHS (Morita et al., 2012). On peut raisonnablement 

penser que ces réarrangements ne sont tolérés que parce qu’ils affectent des gènes non 

indispensables, suggérant que durant l’évolution les réarrangements touchant des gènes codant 

des protéines indispensables ont été contre-sélectionnés par ce mécanisme. 

 

Chez les autres Eucaryotes, des phénomènes apparentés sont observés à la fin des années 80 

(Nakayashiki, 2005; Kavi et al., 2005; Grishok, 2005; Aravin and Tuschl, 2005) : 

- Chez le champignon Neurospora crassa, l’équipe de Selker montrent que l’introduction 

de copies surnuméraires du gène endogène de la GLUTAMATE DESHYDROGENASE 

conduit à une altération de la séquence par Repeat-Induced Point mutation (RIP) à une 

étape précédent la méiose avec une transition des cytosines en thymines, et la plupart 

du temps à l’inactivation de l’expression du transgène et à la méthylation de ses 

cytosines (Selker and Stevens, 1985; Selker and Garrett, 1988; Galagan and Selker, 

2004). C’est également le cas lorsque plusieurs copies d’un gène exogène sont insérées 

chez N. crassa ou lorsqu’une unique copie est insérée à proximité d’une séquence 

endogène dupliquée (Foss et al., 1991). Dans des études ultérieures, ils observent 

également que les évènements de duplication du génome conduisent au RIP et à la 

variabilité de l’expression de certains gènes endogènes dans différentes souches de N. 

crassa (Grayburn and Selker, 1989), et que plus les séquences dupliquées divergent plus 

elles tendent à induire le RIP (Singer et al., 1995). Enfin, ils observent que la 

démethylation des séquences exogènes cibles du RIP permet la réactivation de 

l’expression du transgène chez N. crassa (Irelan and Selker, 1997).  

- Chez le champignon Ascobolus immersus, les équipes de Faugeron et Rossignol 

observent aussi que l’introduction de multiples copies du gène de l’homoserine O-

transacetylase MET2 (Goyon et al., 1988) conduit à leur inactivation à une étape 

précédent la meiose (Faugeron et al., 1989), en particulier lorsque l’insertion est proche 

de séquences répétées, et est associée à la méthylation des cytosines des copies insérées 

(Goyon and Faugeron, 1989; Faugeron et al., 1990). Ces modifications étant 
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transmissibles et réversibles, et conduisant à la méthylation de séquences homologues 

de novo sans mutation de séquence comme dans le cadre du RIP, ce phénomène est 

baptisé Methylation Induced Premeotically (MIP) (Rhounim et al., 1992). Ces deux 

mécanismes sont dépendants de la présence de séquences répétées et il est alors suggéré 

qu’ils participent au maintien de l’intégrité du génome, notamment en limitant les 

réarrangements chromosomiques (Maloisel and Rossignol, 1998; Rossignol and 

Faugeron, 1994). 

- Chez N. crassa, Romano et Macino montrent également que l’expression des gènes 

endogènes ALBINO-1 (AL-1) et AL-3, impliqués dans la biosynthèse des caroténoïdes, 

est réprimée chez les champignons transformés avec une séquence homologue (Romano 

and Macino, 1992). Ce phénomène semblable à la co-suppression des plantes est appelé 

« quelling » chez les champignons. Des résultats similaires sont obtenus la même année 

par l’introgression de multiples copies du gène de résistance à l’hygromycine d’E. Coli 

HYGROMYCIN PHOSPHOTRANSFERASE (HPT) chez N. crassa, corrélée avec la 

méthylation des cytosines des transgènes et l’inactivation de son expression (Pandit and 

Russo, 1992). Mais contrairement au RIP et au MIP, lorsque les souches sujettes au 

quelling sont traitées avec de l’ azacytidine (qui se substitue aux cytosines et inhibe leur 

méthylation), toutes ne réactivent pas l’expression du transgène HPT (Pandit and Russo, 

1992). De plus, chez le mutant de DNA-methyltransferase dim-2 où la méthylation des 

cytosines des gènes endogènes est perdue, le quelling est maintenu (Cogoni et al., 1996). 

Cogoni et al montrent également que l’introgression du promoteur du gène AL-1 n’est 

pas suffisante pour induire la répression de l’expression du gène endogène AL-1 et que 

le quelling n’affecte pas la transcription du gène AL-1, suggérant alors que le quelling 

est un mécanisme de régulation post-transcriptionnel (Cogoni et al., 1996).  

- Chez le nématode Caenorhabditis elegans, Lee et al montrent l’implication d’un RNA 

non-codant dans la régulation du gène LIN-14, essentiel au développement larvaire, via 

la production de RNAs de petites tailles complémentaires au gène LIN-14 (Lee et al., 

1993; Wightman et al., 1993). En 1995, Guo et Kemphues observent que l’injection 

chez C. elegans d’un RNA synthétique sens ou anti-sens correspondant au gène PAR-

1, impliqué dans le développement et la polarité des cellules de l’embryon, conduit à la 

dégradation des mRNAs PAR-1 endogènes et à une forte létalité chez le nématode (Guo 

and Kemphues, 1995). Ces résultats, similaires à la co-suppression des plantes et au 

quelling des champignons, appuient à nouveau l’implication des RNAs dans le 

silencing.  
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Un pas décisif est franchi en 1998 lorsque que Hamilton et al montrent que la transcription d’un 

ADN en Inverse Repeat (IR) de l’oxydase ACO1 suffit à déclencher la co-suppression du gène 

endogène ACO1 et du gène homologue ACO2 chez la tomate (Hamilton et al., 1998), suggérant 

que le RNA double brin (dsRNA) joue un rôle important dans la co-suppression et qu’elle peut 

également agir en trans. Le mois suivant, des résultats similaires sont obtenus chez C. elegans 

où l’introduction de dsRNA purifié entraîne l’inhibition de l’accumulation des RNAs du gène 

endogène homologue de manière plus forte que l’injection d’un RNA simple brin (ssRNA) sens 

ou anti-sens (Fire et al., 1998; Montgomery et al., 1998). Ces derniers résultats permettront à 

Andrew Fire et Craig Mello d’obtenir le prix Nobel de Physiologie ou Médecine en 2006 pour 

la découverte des bases du mécanisme qu’ils baptisent RNA interference (RNAi), où un dsRNA 

induit la dégradation d’un mRNA de manière séquence spécifique. Par la suite, chez la mouche 

Drosophila megalonaster, la purification de petits RNAs de 21 à 23 nucléotides issus de 

l’injection d’un dsRNA démontrent le rôle majeur des dsRNAs dans la formation de petits 

RNAs, appelés short/small interfering RNAs (siRNAs), et leur rôle dans le clivage des mRNAs 

cibles de séquence homologue (Hammond et al., 2000; Zamore et al., 2000). Par la suite, 

l’implication de protéines à activité endonucléase capable de cliver les dsRNAs en petits RNAs 

est démontré chez la drosophile (Bernstein et al., 2001; Nykänen et al., 2001). En 2003, le projet 

ENCODE (Encyclopedia of DNA elements) est lancé en complément du projet HUMAN 

GENOME de 1989 sur l’homme. Il appuie que l’ADN non-codant jusqu’alors qualifié de « junk 

DNA » participe en fait hautement à la régulation de l’expression des gènes endogènes (Pennisi, 

2012). 

 

1) TGS versus PTGS 
 

L’analyse des nombreux cas de silencing chez les plantes permet de distinguer deux grands 

types de silencing : le Transcriptional Gene Silencing (TGS) et le Post-Trancscriptional Gene 

Silencing (PTGS).  

 

En 1989, Matzke et al retransforment des plants de tabac transgéniques portant le T-DNA I 

(constitué du gène de résistance à la kanamycine NEOMYCIN PHOSPHOTRANSFERASE 

(NPT)-II d’E. Coli et le gène NOPALINE SYNTHASE (NOS) d’A. tumefasciens, tous deux sous 

le contrôle du promoteur du gène NOS d’A. tumefasciens) par une agrobactérie portant le le T-
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DNA II (constitué du gène de résistance à l’hygromycine HYGROMYCIN 

PHOSPHOTRANSFERASE (HPT) d’E. Coli sous le contrôle du promoteur 35S du CaMV et le 

gène OCTOPINE SYNTHASE d’A. tumefasciens sous le contrôle du promoteur NOS). A leur 

grande surprise, ils observent que parmi les doubles transformants sélectionnés sur 

hygromycine, certains sont devenus sensibles à la kanamycine. Chez ces plantes, les promoteurs 

NOS du T-DNA I sont méthylés, alors que les promoteurs NOS ne sont pas méthylés chez les 

plantes portant uniquement le T-DNA I qui sont résistantes à la kanamycine (Matzke et al., 

1989). Par ailleurs, cet effet est réversible puisque la résistance à la kanamycine peut être 

récupérée après ségrégation du T-DNA II. La méthylation des promoteurs NOS est 

partiellement perdue chez ces plantes redevenues résistantes à la kanamycine.  Ces résultats 

suggèrent que le T-DNA I est inactif en présence du T-DNA II et que le T-DNA II induit la 

méthylation en trans des promoteurs de séquences homologues du T-DNA I (Matzke et al., 

1989). Quelques années plus tard, chez différentes lignées d’Arabidopsis thaliana portant un 

transgène inactif constitué du gène de résistance à la kanamycine NPT-II d’E. Coli sous le 

contrôle du promoteur du gène NOS d’A. tumefasciens, Kilby et al observent aussi une 

corrélation entre l’inactivation du transgène et le niveau méthylation du promoteur NOS (Kilby 

et al., 1992). Par ailleurs, après traitement à l’azacytidine, ces plantes sont à nouveau résistantes 

à la kanamycine, suggérant que la méthylation des cytosines du promoteur est impliquée dans 

le silencing des transgènes (Kilby et al., 1992). De plus, chez différentes lignées transgéniques 

de tabacs instables pour une insertion du gène de résistance à l’hygromycine HPT sous le 

contrôle du promoteur 35S, Neuhuber et al observent une diminution de l’accumulation des 

mRNAs HPT nucléaires et une méthylation accrue du promoteur 35S par rapport aux lignées 

de tabacs transgéniques stables (Neuhuber et al., 1994). L’insertion d’un second locus 

partiellement homologue pour le promoteur 35S dans ces lignées augmente le silencing du 

transgène 35S:HPT (Neuhuber et al., 1994). Ces résultats, similaires à ceux obtenus par Matzke 

et al, suggèrent que l’homologie de séquence au niveau du promoteur des transgènes induit un 

silencing transcriptionnel capable d’agir en trans.  

 

Par la suite, une étude clef met en évidence que TGS et PTGS peuvent coexister dans la cellule, 

mais résultent de mécanismes distincts (Park et al., 1996). Pour le montrer, deux lignées 

transgéniques de tabacs précédemment caractérisées sont croisées : i) la lignée H2 porte 

plusieurs copies du gène bactérien HPT sous le contrôle du promoteur 35S et du gène OCS d’A. 

tumefasciens sous le contrôle du promoteur du gène NOS d’A. tumefasciens. Ce dernier est 

hyperméthylé et potentiellement capable d’induire le silencing de transgènes portant le 
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promoteur NOS (Matzke et al., 1989, 1993, 1994) ; ii) la lignée 271 porte plusieurs copies du 

gène endogène de la NITRITE REDUCTASE (NIR) en anti-sens (RIN) sous le contrôle du 

promoteur 35S et le gène NPT-II d’E. Coli sous le contrôle du promoteur 19S du CaMV et est 

capable d’induire en trans le silencing de transgènes portant les promoteurs 35S ou 19S et du 

gène NIR endogène au niveau transcriptionnel (Vaucheret et al., 1992; Vaucheret, 1993, 1994; 

Elmayan and Vaucheret, 1996). Park et al observent que les croisements H2 x 271 sont sensibles 

à l’hygromycine et présentent un phénotype de chlorose caractéristique de l’absence de 

l’activité de la protéine NIR (Park et al., 1996). Cependant, l’accumulation nucléaire des 

mRNAs NIR endogènes n’est pas affectée alors que l’accumulation nucléaire des mRNAs HPT 

est perdue et le promoteur du transgène 35S:HPT est fortement méthylé (Park et al., 1996). A 

la suite d’une série de backcross de la F1 H2 x 271 avec un tabac sauvage et la ségrégation du 

transgène 35S:RIN, la méthylation des cytosines du promoteur 35S:HPT n’est que partiellement 

perdue et plus le niveau de méthylation résiduel est fort, plus l’expression du gène HPT est 

réduite, alors que dès le premier backcross le silencing du gène endogène NIR est levé (Park et 

al., 1996). Ils suggèrent alors que le transgène 35S:HPT subit un silencing transcriptionnel 

(TGS) héritable et dépendant de l’homologie de la séquence promotrice du transgène et du gène 

cible et en partie de la méthylation du promoteur, quand le transgène 35S:RIN subit un silencing 

post-transcriptionnel (PTGS) réversible et dépendant de l’homologie dans la séquence 

transcrite du transgène et du gène cible (Park et al 1996).  

 

Une étude ultérieure démontre d’ailleurs que le silencing d’un transgène constitué du gène de 

résistance à la phosphinotricine BAR sous le contrôle de différentes versions du promoteur 35S 

mutées aux sites CG et CNG est toujours induit par le locus 271 (Diéguez et al., 1998). De plus, 

ils constatent une hyperméthylation des cytosines résiduelles du promoteur du transgène 

35S:BAR en absence des sites CG et CNG, suggérant que la méthylation n’est pas nécessaire à 

la mise en place du TGS mais plutôt à son maintien (Diéguez et al., 1998). Par la suite, afin de 

tester si la transcription du promoteur suffit à induire la méthylation des promoteurs 

homologues et le silencing en trans des gènes en aval, des tabacs transgéniques stables portant 

le gène bactérien de résistance à la kanamycine NPT-II sous le contrôle du promoteur du gène 

bactérien NOS (construction K ; Jakowitsch et al., 1999) sont transformés avec une construction 

chimérique portant le promoteur 35S suivi du promoteur du gène NOS et du terminateur du 

gène NOS (construction H ; Mette et al., 1999). Chez une lignée de ces tabacs, ils observent 

une perte de résistance à la kanamycine corrélée à la méthylation du promoteur NOS de la 

construction K ainsi que la production d’un RNA aberrant sans polyadénylation en 3’ issus de 
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la construction H (Mette, 1999). De plus, ils constatent chez cette lignée la présence de deux 

copies tronquées en IR de la construction H et, après un croisement avec la lignée 271 

précédemment décrite capable d’induire en trans le silencing de transgène portant un promoteur 

35S (Vaucheret et al., 1992; Vaucheret, 1993, 1994; Elmayan and Vaucheret, 1996), ils 

observent que la transcription de la construction H est inhibée et que le silencing de la 

construction K est levé (Mette, 1999). En cohérence avec les observations de Wassenegger et 

al., ces résultats suggèrent que les RNAs aberrants issus de la construction H, potentiellement 

capables d’adopter une structure en double brin, sont responsables de la méthylation du 

promoteur NOS de la construction K et de son silencing par TGS en trans (Mette, 1999). 

L’année suivante, Mette et al confirment cette hypothèse et montrent que les RNAs issus de 

l’IR du promoteur NOS ne sont pas sensibles à la dégradation par une enzyme RNAse 

spécifique des RNAs simples brins, confirmant ainsi leur structure double brin (Mette et al., 

2000). 

 

En amont de l’étude clef de Park et al., 1996 qui distingue le TGS et le PTGS des transgènes 

chez le tabac, les travaux de Napoli et al et van der Krol et al mettaient en évidence le 

phénomène de co-suppression du gène endogène CHS induit par le transgène 35S:CHS chez 

des pétunias transgéniques (Bologna et al., 2018; van der Krol et al., 1990). Les RNAs 

endogènes CHS s’accumulent dans le noyau mais pas dans le cytoplasmes des plantes 

transformées, suggérant dès lors un mécanisme de silencing post-transcriptionnel (PTGS) (van 

der Krol et al., 1990). Des résultats similaires sont obtenus quelques années plus tard chez le 

pétunia, où l’introduction d’un transgène portant la partie 5’ du gène de la BETA-

GLUCURONIDASE (UIDA) d’E. Coli et la partie 3’ du gène endogène CHS sous le contrôle 

du promoteur 35S conduit au silencing du transgène et du gène CHS endogène sans pour autant 

affecter l’accumulation des mRNAs CHS dans le noyau, suggérant que ce silencing résulte aussi 

d’un mécanisme post-transcriptionnel (Van Blokland et al., 1994). Afin de tester si cet effet est 

dû à la méthylation du promoteur du transgène, ils transforment les pétunias avec un transgène 

portant le gène NPT-II d’E. Coli et la partie transcrite du gène endogène CHS (Van Blokland et 

al., 1994). Ils observent alors que le PTGS du gène endogène CHS est toujours induit et semble 

lié à la présence de la séquence transcrite du gène CHS dans le transgène de manière 

indépendante de la méthylation du promoteur du transgène (Van Blokland et al., 1994). Des 

résultats similaires sont obtenus chez Nicotiana tobacum, où un transgène portant le gène 

BETA-1,3-GLUCANASE (GN1) de Nicotiana plumbaginifolia sous le contrôle du promoteur 

35S est silencé chez les plantes homozygotes pour l’insertion mais pas chez les plantes 



24 
 

hétérozygotes pour l’insertion, alors que la transcription du transgène n’est pas affectée dans le 

noyau des plantes homozygotes et hétérozygotes (de Carvalho et al., 1992). Quelques années 

plus tard, ils notent aussi que l’expression du gène endogène GN1 est réprimée (de Carvalho 

Niebel et al., 1995). Si l’hypothèse d’une interaction ADN-ADN dans la mise en place de ce 

silencing est considérée dans un premier temps, cet effet est également observé dans une autre 

étude chez des tabacs transgéniques homozygotes et hétérozygotes exprimant fortement un 

transgène 35S:UIDA, suggérant que c’est le niveau de transcription du transgène qui est 

déterminant dans l’induction du PTGS (Elmayan and Vaucheret, 1996). Par ailleurs, une étude 

complémentaire montre que chez les tabacs 35S:GN1 silencés, des RNAs de taille supérieures 

ou inférieures au mRNA GN1 s’accumulent : les premiers résultent d’une transcription 

aberrante du gène GN1 et les seconds, issus de la partie 5’ du mRNA et altérés en 3’ ou issus 

de la  partie 3’ du mRNA et altérés en 5’, résultent vraisemblablement du clivage du mRNA 

par une activité endonucléase suivi d’une dégradation par une activité exonucléase à partir du 

site de clivage (van Eldik et al., 1998). Des résultats similaires sont obtenus chez le pétunia 

dans le cadre du silencing induit par un transgène portant le gène CHS (Metzlaff et al., 1997). 

De plus, Metzlaff et al montrent in vitro qu’une partie 3’ de la séquence codante du gène CHS 

est complémentaire à une partie de l’UTR en 3’ et qu’elles peuvent s’apparier. Ils suggèrent 

alors que cette structure double brin pourrait être reconnue et induire la formation des RNAs 

aberrants (Metzlaff et al., 1997).  

 

Comme le TGS qui peut agir en trans sur les gènes partageant les mêmes séquences 

promotrices, le PTGS peut agir en trans sur les gènes partageant les mêmes séquences 

transcrites. Ces deux mécanismes ne sont d’ailleurs pas exclusifs comme le montre l’exemple 

remarquable du locus 271 qui est capable de faire simultanément du TGS et du PTGS chez le 

tabac (Vaucheret et al., 1992; Vaucheret, 1993, 1994; Elmayan and Vaucheret, 1996). Une 

analyse ultérieure montrera d’ailleurs que des dsRNAs correspondants à l’ensemble des 

séquences promotrices et transcrites de ce locus sont produits (Mourrain et al., 2007). Par 

ailleurs, des analyses de délétions chez le tabac montrent que la taille de l’homologie nécessaire 

à la reconnaissance d’un gène cible en trans est inférieure à 30 nucléotides (-nt) mais que le 

degré d’homologie doit être élevé, suggérant que le silencing est un mécanisme de régulation 

de l’expression du génome hautement spécifique (Thierry and Vaucheret, 1996; Voinnet et al., 

1998; Pélissier et al., 1999; Pélissier and Wassenegger, 2000). 
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A la même époque, l’équipe d’Hervé Vaucheret montre que les plantes faisant du PTGS 

produisent un signal mobile de silencing (Palauqui, 1997). Ils greffent des tabacs transgéniques 

exprimant correctement un transgène permettant de sur-exprimer le gène de la NITRATE 

REDUCTASE 2 (NIA2), indispensable à l’assimilation du nitrate, sur des porte-greffes 

transgéniques portant le même transgène silencé par PTGS (Palauqui, 1997). Chez ces derniers, 

le transgène est silencé et induit le silencing des gènes endogènes NIA1 et NIA2, conduisant à 

un phénotype de chlorose sur les feuilles. Or, ce phénotype est retrouvé après greffe chez les 

greffons où une suppression de l’accumulation des mRNAs NIA2 est constatée, démontrant 

l’existence d’un signal responsable du silencing du gène NIA2 capable de se propager de 

manière systémique du porte-greffe au greffon (Palauqui, 1997). Dans le même sens, Voinnet 

et Baulcombe observent que chez des tabacs transgéniques portant un transgène 35S:GFP 

agroinfiltrés avec une construction dsRNA GFP, le silencing du transgène est transmis dans les 

feuilles systémiques (Voinnet and Baulcombe, 1997). Peu après, Hamilton et Baulcombe 

découvrent l’implication de RNAs de petites tailles dans des cas de silencing induits par un 

transgène ou par une infection virale chez la tomate, suggérant alors que ces petits RNAs 

constituent le signal du PTGS (Hamilton, 1999). 

 

2) PTGS et défense anti-virale 
 

Toujours au milieu des années 90, chez les plantes, le premier lien entre PTGS et résistance aux 

infections de virus est établi. En effet, différentes équipes ont observé chez le tabac que 

l’introduction d’une séquence d’origine virale chez la plante conduit à une forme de résistance 

à l’infection de virus de séquences homologues et qualifie ce phénomène de Pathogen-Derived 

Resistance (PDR) ou Homology-Dependant virus Resistance (HDR) (Sanford and Johnston, 

1985; Abel et al., 1986; Nejidat, 1990; Baulcombe, 1994, 1996). En 1995, Mueller et al 

montrent que la HDR au Potato virus X (PVX) chez des tabacs transgéniques portant l’Open 

Reading Frame (ORF) de la RNA-Dependant RNA POLYMERASE (RdRP) du PVX sous le 

contrôle du promoteur 35S est corrélée avec une faible expression du transgène, une forte 

homologie avec la souche de PVX utilisée pour l’infection et la capacité d’inactiver en trans 

un transgène 35S:PVX exprimé de manière stable (Mueller et al., 1995). C’est également le cas 

pour des versions tronquées du transgène pour l’ORF RdRP ou délétées de leur codon Start, 

démontrant que la traduction du RNA RdRP n’est pas nécessaire à la mise en place de la HDR. 

De plus, l’accumulation nucléaire des RNAs du PVX  est similaire entre les plantes capables 
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de HDR et les plantes sensibles au PVX (Mueller et al., 1995). Ils suggèrent alors que la HDR 

est un mécanisme post-transcriptionnel similaire au PTGS des transgènes (Mueller et al., 1995).  

 

De manière étonnante, une autre équipe montre la même année que des tabacs transformés avec 

l’ORF de la COAT PROTEIN (CP) du Tobacco mosaic virus (TMV) sont hypersensibles à 

l’infection par le TMV, contrairement aux tabacs transformés avec une version mutée de la CP 

du TMV, suggérant que l’intégrité de la protéine virale codée peut affecter le silencing induit. 

Quelques années plus tard, il sera démontré que les virus peuvent produire des protéines 

capables d’inhiber le silencing appelées Viral Suppressor of RNA Silencing (VSR) 

(Anandalakshmi et al., 1998; Voinnet et al., 1999).  

 

Par la suite, English et al montrent que des tabacs portant une construction 35S:UIDA silencée 

sont résistants à l’infection d’une version du PVX portant le gène UIDA, contrairement aux 

tabacs 35S:UIDA non silencés (English et al., 1996). Ils observent également ce résultat avec 

d’autres versions du PVX portant des séquences homologues à différentes lignées transgéniques 

de tabac et de tomate. Ils constatent que le silencing des tabacs 35S:UIDA est post-

transcriptionnel et corrélé avec une méthylation des cytosines en 3’ du transgène 35S:UIDA. Ils 

proposent alors un modèle où le silencing d’un transgène 35S:UIDA peut être induit par la 

production de RNAs aberrants et affecter l’expression du PVX-UIDA en trans par homologie 

de séquence (English et al., 1996; Baulcombe and English, 1996). Dans une étude ultérieure, 

ils confirment ces résultats et montrent en plus que des tabacs transgéniques 35S:GUS silencés 

résistants à l’infection du PVX-UIDA deviennent sensibles à l’infection du PVX-UIDA après un 

croisement à la lignée 271, capable de silencer en trans les transgènes portant un promoteur 

35S (English et al., 1997). Cependant, chez les tabacs transgéniques silencés et non silencés 

croisés à 271, l’expression du transgène UIDA est perdue. La transcription du transgène est 

donc nécessaire pour l’inactivation en trans des séquences homologues virales (English et al., 

1997). 
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Ces résultats amènent Baulcombe à rappeler les 

travaux de Wingard mettant en évidence le 

phénomène de « recovery » en 1928. Sur des tabacs 

infectés par le nepovirus à RNA simple brin (ssRNA) 

Tobacco ring spot virus (TRSV), Wingard  constate à 

l’époque que les symptômes infectieux observés sur 

les feuilles inoculées diminuent voire disparaissent 

sur les feuilles systémiques (Wingard, 1928 ; Figure 

3). Ces dernières sont également résistantes à une 

seconde inoculation avec le TRSV. Toutefois, le virus 

reste présent dans la sève des feuilles systémiques 

puisqu’une infection de plants de tabac sains par la 

sève de plantes ayant subies le recovery permet 

d’induire des symptômes infectieux. Si l’état de l’art 

ne permet pas encore l’élucidation des mécanismes 

sous-jacents à ce phénomène, Wingard suggère déjà 

une immunité acquise contre l’infection par le TRSV 

dans les feuilles systémiques. Ce n’est que 67 ans plus 

tard, que Baulcombe et son équipe démontrent le lien 

entre le recovery et le RNA silencing. Chez des plants de tabac N. clevelandii infectés par le 

nepovirus à ssRNA Tomato black ring virus (TBRV, souche W22), ils observent le recovery 

dans les feuilles systémiques, avec une disparition des symptômes infectieux observés dans les 

feuilles sous-jacentes (Ratcliff, 1997). Ils infectent alors ces feuilles systémiques avec une 

version modifiée du Potexvirus à ssRNA Potato virus X (PVX), portant une insertion du 

génome de la souche W22 (PVX.W22), et ils constatent une diminution de l’accumulation des 

RNAs du virus PVX.W22, contrairement aux feuilles systémiques inoculées avec le virus 

contrôle PVX.GFP portant une insertion GFP, ou avec le PVX.W22 et le PVX.GFP seuls 

(Ratcliff, 1997). L’immunité acquise des feuilles systémiques est donc liée au ciblage du RNA 

viral et est similaire au silencing des transgènes. Dès lors, ils suggèrent que le recovery et le 

RNA silencing sont des mécanismes liés et des expériences complémentaires montrent que le 

PTGS est un mécanisme de défense général contre les infections virales (Ratcliff et al., 1999), 

ce qui sera définitivement prouvé en constatant que des mutants d’Arabidopsis thaliana 

déficients pour le PTGS sont hypersensibles à l’infection virale (Mourrain et al., 2000).  

 

Figure 3 : Première mise en évidence du 
phénomène de recovery 
Figure issue de l’article Wingard, 1928. Des 
plantes de N. tabacum turques sont 
photographiées 23 jours post-inoculation avec 
le TRSV 



28 
 

Par la suite, l’implication du PTGS dans la défense contre les virus est également montrée chez 

les animaux. Chez la drosophile, Li et al montrent que la protéine B2 du virus à ssRNA Flock 

house virus (FHV) est capable d’inhiber le silencing de tabacs transgéniques 35:GFP instables, 

avec une plus forte accumulation des RNAs GFP et une plus faible accumulation de petits 

RNAs GFP par rapport aux plantes non-agroinfiltrées (Li, 2002). L’infection de cellules de 

drosophiles par le FHV induit également la production de petits RNAs issus de la séquence du 

FHV, corrélée avec une diminution de l’accumulation des RNAs viraux (Li, 2002). De plus, 

l’induction du RNAi du gène ARGONAUTE (AGO)- 2, impliqué dans le RNAi (Hammond, 

2001), par l’introduction d’un dsRNA AGO2 entraîne une plus forte accumulation des RNAs 

du FHV alors que l’introduction d’un dsRNA homologue à la séquence du FHV diminue 

l’accumulation des RNAs du FHV par rapport aux cellules sauvages infectées (Li, 2002). Enfin, 

une version mutée du FHV pour l’ORF B2 n’est pas capable d’infecter les cellules hôtes 

sauvages alors que c’est le cas pour les cellules sujettes au RNAi d’AGO2 (Li, 2002).  

 

Ces résultats seront confirmés par la suite et Aliyari et al montrent que des dsRNAs sont 

produits à partir de la partie 5’ du génome du FHV, clivés majoritairement par la protéine de 

type endoribonucléase DICER-2 (DCR-2)  (Galiana-Arnoux et al., 2006; Aliyari et al., 2008). 

La protéine B2 du virus d’insectes et de mammifères à ssRNA Nodamura virus (NoV) est 

similaire à la protéine B2 du FHV et est aussi capable d’inhiber le RNAi des cellules humaines 

en se liant aux substrats et aux produits double brin des protéines DICER in vivo et in vitro 

(Sullivan and Ganem, 2005). Des résultats similaires sont obtenus la même année avec la 

protéine NON STRUCTURAL (NSs) du virus d’insectes et de mammifères à ssRNA négatif 

La Crosse encephalitis virus (Soldan et al., 2005) et nombreux autres VSR sont identifiés à 

cette période chez les virus de mammifères (Schütz and Sarnow, 2006). Mais ce n’est qu’en 

2013 que l’implication du RNAi dans la défense anti-virale des mammifères est définitivement 

prouvée : chez des cellules de souris infectées avec l’Encephalomyocarditis virus (EMCV) ou 

le Nodamura virus (NoV), Maillard et al observent la formation de duplex de petits RNAs 

d’environ 22-nt comprenant comme chez les plantes une extrémité sortante de 2-nt en 3’ et qui 

dérivent des supports double brin de la réplication virale (Maillard et al., 2013). Ils observent 

que ces petits RNAs sont majoritairement associés à la protéine ARGONAUTE (AGO) 1 et que 

leur production est inhibée chez le mutant pour l’endonucléase dicer. De plus, une version 

mutée du NoV dépourvue de son VSR B2 est capable de se répliquer fortement chez les cellules 

de souris mutées pour les 4 gènes AGOs par rapport aux cellules de souris ago1/2/3/4 où 
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l’expression ectopique de AGO2 est induite (Maillard et al., 2013). Ces résultats confortent la 

présence du RNAi anti-viral chez les mammifères.  

 

Chez le nématode C. elegans, l’infection par le virus de mammifères à ssRNA négatif Vesicular 

stomatitis virus (VSV) est plus forte chez des cellules déficientes pour le RNAi et plus faible 

chez des cellules avec un RNAi plus fort (Wilkins et al., 2005). De plus, elle induit la production 

de petits RNAs d’environ 20-nt chez les cellules sauvages mais pas chez les cellules déficientes 

pour le RNAi (Wilkins et al., 2005). Des résultats similaires ont obtenus par Schott et al la 

même année et montrent que la protéine endoribonucléase DICER (DCR) - 1 joue un rôle 

important dans le RNAi dirigé contre le VSV (Schott et al., 2005). Une autre équipe montre 

que l’infection de C. elegans par le FHV induit la production de petits RNAs dont l’action 

dépend de la protéine RDE-1, homologue aux ARGONAUTES des plantes et vertébrés, et 

auxquels se lie in vitro le VSR B2 (Lu et al., 2005).  Même si aucun virus naturel de nématodes 

n’ait été identifié à cette époque, ces résultats suggèrent l’implication du RNAi dans la défense 

des nématodes contre les infections virales. 

 

Bien que le nombre d’acteurs du RNAi et leurs rôles varient entre les différents règnes du 

vivant, le RNAi semble être un mécanisme général de défense contre les infections et les acides 

nucléiques invasifs (Ding and Voinnet, 2007; Obbard et al., 2009). Aujourd’hui, le RNA 

silencing ou RNA interférence (RNAi) désigne d’une manière générale un mécanisme répressif 

affectant la transcription, l’accumulation et la traduction des RNAs et faisant intervenir des 

petits RNAs d’une taille comprise entre 20 et 30-nt (désignés sous le terme de siRNAs) produits 

à partir d’un RNA double brin (dsRNA). Il est conservé chez tous les Eucaryotes, à l’exception 

de certaines levures dont Saccharomyces cerevisiaea (Drinnenberg et al., 2009). Chez les 

plantes, on continue à utiliser les termes de TGS et de PTGS pour distinguer facilement le 

niveau auquel le silencing agit. TGS et PTGS sont impliqués dans la régulation de nombreux 

processus développementaux, dans la réponse aux facteurs environnementaux et dans la 

défense des plantes contre les acides nucléiques invasifs endogènes ou exogènes (Meins et al., 

2005; Sudan et al., 2018; Baulcombe and Dean, 2014; Elvira-Matelot et al., 2017).  
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Figure 4 : Modèle simplifié du RNA silencing chez les plantes 
De nombreux éléments peuvent induire le RNAi : par exemple, la présence de séquences en Inverse-Repeat (IR) sur 
l’ADN capables d’adopter des structures en tige-boucle sur les RNAs, des RNAs aberrants issus de transgène sens ou 
du génome viral non-pris en charge par le RNA Quality Control (RQC) transformés en dsRNAs par une RNA-
dependant RNA POLYMERASE (RDR), les dsRNAs issus de la réplication de virus produits par une RNA-dependant 
RNA POLYMERASE (RdRP) virale. Après clivage par une protéine DICER-LIKE (DCL), un duplex de petits RNAs est 
produits. Il est méthylé en 3’ par la porteine HUA ENANCER (HEN) 1 avant d’être pris en charge par une protéine 
ARGONAUTE (AGO) au sein du complexe RNA-Induced Silencing Complex (RISC) qui sélectionne le brin guide. Selon 
les acteurs impliqués, le complexe AGO/petit ARN cible une séquence homologue dans le noyau et entraîne le 
recrutement de facteurs impliqués dans la méthylation de l’ADN complémentaire (TGS) ou entraîner le ciblage du 
RNA complémentaire dans le cytoplasme et sa dégradation ou son inhibition traductionnelle (PTGS).  
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II] Mécanismes du RNA silencing chez les 
plantes 
 

Sur le plan biochimique, TGS et PTGS partagent plusieurs points communs. Ils démarrent par 

la formation d'un RNA double brin (dsRNA) et son clivage en petits RNAs double brin de 20-

30 nucléotides (-nt) par une enzyme RNAse III de type DICER. Ces petits RNAs sont ensuite 

pris en charge par une protéine ARGONAUTE pour exécuter le silencing (Bologna and 

Voinnet, 2014 ; Figure 4). 

 

Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, il existe quatre enzymes appelées DICER-LIKE 

(DCL) 1, DCL2, DCL3 et DCL4 homologues aux DICERs des animaux, qui produisent 

respectivement des micro-RNAs (miRNAs) de 21-nt (DCL1) et des short interfering RNAs 

(siRNAs) de 21-nt (DCL4), 22-nt (DCL2) ou 24-nt (DCL3) dont nous détaillerons la biogenèse 

par la suite (Song and Rossi, 2017). Les duplex de miRNAs et siRNAs sont ensuite méthylés à 

leurs extrémités sortantes 3', signatures de l’action des DCLs, par la RNA methylase HUA 

ENHANCER (HEN1), ce qui les protège de l’uridylation et de la dégradation (Li et al., 2005). 

L'un des deux brins de ces duplex est sélectionné par l'une des 10 protéines de la famille 

ARGONAUTE (AGO) (Vaucheret, 2008). Les miRNAs, siRNAs endogènes et siRNAs dérivés 

de transgènes ou de virus de 21 et 22-nt s’associent aux protéines AGO1, AGO2, AGO5, AGO7 

ou AGO10 (Mallory and Vaucheret, 2010; Carbonell and Carrington, 2015; Ma and Zhang, 

2018). Les siRNAs endogènes ou dérivés de transgènes de 24-nt s’associent à AGO4, AGO6 

et AGO9 (Mallory and Vaucheret, 2010; Ma and Zhang, 2018). Quant au rôle de AGO3 et 

AGO8, il est aujourd’hui encore mal connu. Les protéines AGOs possèdent un sillon dans 

lequel peuvent se glisser les longs RNAs complémentaires au petit RNA (Poulsen et al., 2013). 

Une fois le complexe AGO/petit RNA/long RNA formé, différents évènements de TGS et de 

PTGS peuvent se produire (Elvira-Matelot et al., 2017) : 

 

- clivage du long RNA, catalysé par le domaine PIWI de la protéine AGO1, AGO2, 

AGO5 ou AGO7 (PTGS) 

- blocage de la traduction du long RNA par AGO10 (PTGS) 

- adressage d’AGO4, AGO6 ou AGO9 à l’ADN homologue au petit RNA pour guider 

sa méthylation et bloquer sa transcription par la POLYMERASE II (TGS) 
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- recrutement des RNA-dependant RNA POLYMERASE (RDRs) pour générer un 

nouveau dsRNA et produire des siRNAs dits secondaires (uniquement dans le cas de 

clivages générés par AGO1 associés à des siRNAs de 22-nt : (Garcia-Ruiz et al., 2010; 

Chen et al., 2010; Wang et al., 2011) 

 

De l’origine du dsRNA et des facteurs du RNAi impliqués dans sa prise en charge dépendent 

la diversité des petits RNAs produits et leur action. Dans cette seconde partie, nous introduirons 

donc dans un premier temps les différentes voies de production des dsRNAs, puis nous 

décrirons les différents types de petits RNAs et les acteurs impliqués dans leur production. 

Enfin, nous décrirons les différents rôles biologiques des petits RNAs selon les acteurs qui les 

prennent en charge vis-à-vis des gènes endogènes et des acides nucléiques invasifs endogènes 

tel que les éléments transposables, mais également dans la réponse de la plante face aux acides 

nucléiques invasifs exogènes.  

 

1) Les voies de production des dsRNAs  
 

Les dsRNAs inducteurs de RNAi peuvent dériver du repliement d’un long RNA simple brin 

capable d’adopter une structure secondaire en tige boucle ou « hairpin ». C’est le cas des 

miRNAs produits à partir des gènes MIR et des endoIR-siRNAs (« inverse-repeats » IR 

endogènes) produits à partir de longues séquences répétée inversées du génome (Bologna and 

Voinnet, 2014 ; Figure 4). C’est également le cas lorsque des transgènes contiennent une 

séquence en IR intentionnellement construite dans le but de produire des siRNAs (Stam et al., 

1998; Béclin et al., 2002; Smith et al., 2007). Dans ce cas, le PTGS induit est qualifié d’IR-

PTGS. 

  

Les dsRNAs peuvent également dériver de l’appariement de deux longs RNAs simple brin 

transcrits à partir de deux régions distinctes du génome ou à partir d’une région du génome 

portant deux gènes chevauchants en orientation inverse (Zhang et al., 2012 ; Figure 4). Les 

siRNAs produits à partir de ces dsRNAs sont appelés nat-siRNAs (pour « natural anti-sense » 

siRNAs). Lorsqu’un transgène produit volontairement un RNA anti-sense du mRNA d’un gène 

endogène ou d’un autre transgène on parle alors d’anti-sense-PTGS (ou AS-PTGS). 

 

Enfin, les dsRNAs peuvent dériver de l’action d’une RNA-dependant RNA POLYMERASE 

(RDR) cellulaire sur certains types de RNAs (Bologna and Voinnet, 2014 ; Figure 4). Il en 
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existe 6 chez Arabidopsis thaliana (Wassenegger and Krczal, 2006), et si les protéines RDR3, 

RDR4 et RDR6 n’ont pas de fonction connues, l’implication des protéines RDR1, RDR2 et 

RDR6 dans de nombreux processus de régulation de l’expression des gènes endogènes et 

exogènes est caractérisée (Willmann et al., 2011; Prakash et al., 2017). Ainsi, les transcrits 

produits par la DNA-dependant RNA POLYMERASE Pol IV sont immédiatement transformés 

en dsRNAs par RDR2 pour former de courts dsRNAs qui sont clivés en siRNAs de 24-nt par 

DCL3 dans le cadre du TGS (Xie et al., 2004; Lu et al., 2006; Matzke and Birchler, 2005; 

Kasschau et al., 2007; Elvira-matelot et al, 2017). D’autres RNAs, considérés comme aberrants, 

sont transformés en dsRNAs par RDR1 ou RDR6 et clivés en siRNAs de 21- et 22-nt par DCL4 

et DCL2 (Luo and Chen, 2007; Voinnet, 2008; Willmann et al., 2011; Yoshikawa, 2013; 

Martínez de Alba et al., 2015). Dans cette catégorie, on trouve les RNAs issus du clivage de 

longs mRNAs par les complexes AGO1/miRNA ou AGO1/siRNA mettant en jeu des miRNAs 

et siRNAs de 22-nt, ou du complexe AGO7/miR390. Les bases de cette spécificité ne sont pas 

connues, mais ces associations et elles seules permettent la production de ce qu’on appelle les 

siRNAs secondaires (Chen et al., 2010; Garcia-Ruiz et al., 2010; Wang et al., 2011). Par 

ailleurs, RDR1 et RDR6 sont capables de transformer en dsRNAs les RNAs sans coiffe ou sans 

queue polyadénylée (polyA) ayant échappé à un processus appelé RNA Quality Control (RQC) 

qui ordinairement élimine les RNAs aberrants incapables d’être traduits normalement (Moreno 

et al., 2013; Martinez de Alba et al., 2015). C’est par exemple le cas des transgènes exprimés 

sous le contrôle d’un promoteur fort ainsi que des virus (Dalmay et al., 2000; Prakash et al., 

2017; Garcia-Ruiz et al., 2010). On parlera alors de Sens-PTGS (ou S-PTGS). 

 

2) Le RNA Quality Control 
 

Le RNA Quality Control est un mécanisme de surveillance de la qualité des RNAs et de 

dégradation des RNAs aberrants, dangereux pour l’intégrité de la plante en cas de traduction en 

protéines aberrantes (Liu and Chen, 2016). Parmi les anomalies détectées par le RQC, on peut 

citer l’absence de coiffe en 5’ ou de queue polyA en 3’, la poly-uridylation en 3’ mais aussi des 

anomalies plus subtiles comme la présence d’un codon Stop précoce (cible du nonsense-

mediated decay, NMD), l’absence de codon Stop (cible du nonstop decay, NSD), ou encore la 

présence d’une séquence retardant la progression des ribosomes lors de la traduction (cible du 

no-go decay, NGD). La détection de RNAs aberrants entraîne une élimination de la coiffe en 

5’ et une déadénylation de la queue polyA en 3’, suivies d’une dégradation de 5’ vers 3’ par les  
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exoribonucléases (XRN) et une dégradation de 3’ vers 5’ sous l’action de l’exosome (EXO) 

(Elvira-matelot et al, 2017). 

 

Dans le cytoplasme, les enzymes nécessaires à la mise en place du RQC se trouvent dans les 

Processing (P)-bodies alors que le PTGS prend place dans les siRNA-bodies (Liu and Chen, 

2016). Ces corpuscules sont distincts mais toujours adjacents (Martínez de Alba et al., 2015). 

Le RQC ne dégrade que les RNAs aberrants alors que le PTGS dégrade tous les RNAs 

complémentaires aux siRNAs, qu’ils soient aberrants ou non. C’est probablement pour cela que 

le PTGS n’est en général pas utilisé contre les gènes endogènes, au profit d’un RQC plus sélectif 

(Moreno et al., 2013). Cependant, les RNAs aberrants peuvent passer des P-bodies aux siRNA-

bodies et activer le S-PTGS dans certaines conditions. Cela peut survenir lors d’une saturation 

du RQC par une trop grande quantité de RNA aberrants, par exemple lors d’une infection virale 

ou lorsqu’un locus transgénique est fortement transcrit. En effet, l’infection par certains virus 

induit également à la production de siRNAs à partir de milliers de mRNAs endogènes via RDR1 

ou RDR6, suggérant que ces virus produisent des protéines qui inactivent le RQC (Cao et al., 

2014). Une étude récente a d’ailleurs démontré l’inhibition de la formation du complexe 

d’élimination de la coiffe par la VIRAL GENOME-LINKED PROTEIN (VPg) ainsi que 

l’inhibition de l’activité l’exoribonucléase XRN4 par la protéine HC-Pro des Potyvirus (Li and 

Wang, 2018). De plus, les transgènes qui induisent le PTGS produisent une plus forte quantité 

de RNAs aberrants non coiffés que les transgènes non silencés (Parent et al., 2015b). Cela peut 

également survenir lorsque le RQC n’est plus fonctionnel. C’est ainsi que dans des mutants 

déficients en RQC, on voit apparaître des siRNAs à partir de milliers de mRNAs endogènes via 

RDR1 ou RDR6, responsables de la létalité ces mutants (Yu et al., 2015; Martínez de Alba et 

al., 2015; Zhang et al., 2015). 
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Figure 5 : Structure des protéines DICER-LIKE chez Arabidopsis thaliana 
La légende est détaillée dans le texte à droite. Les protéines DCL1, DCL2 et DCL3 sont plus proches 
phylogénétiquement entre elles qu’avec la protéine DCL3. DCL1 et DCL4 sont constituées des mêmes domaines, 
quand il n’y a qu’un seul domaine de fixation aux dsRNAs (DRB) chez DCL2 et pas de domaine PAZ chez DCL3.  



39 
 

3) Diversité des petits RNAs et voies de biosynthèse 

 
a) Les protéines DICER-LIKE 
 

Les protéines DICER-LIKE (DCL) sont des endoribonucléases de type III principalement 

nucléaires spécifiques des dsRNAs (Laubinger et al., 2008). La première caractérisation in vitro 

de l’activité des DCLs chez la plante modèle A. thaliana est observée à partir de l’incubation 

d’extraits purifiés de cultures cellulaires et des inflorescences avec des dsRNAs de 400 paire 

de bases (pb), conduisant à la formation de duplex de petits RNAs 21 à 24-nt avec des 

extrémités sortantes de 2 à 3-nt en 3’ (Qi et al., 2005), en cohérence avec des études précédentes 

chez le blé et le choux (Tang, 2003). Elles sont constituées de 6 domaines fonctionnels 

conservés chez les plantes, les procaryotes et les animaux (Liu et al., 2009; Mukherjee et al., 

2013 ; Figure 5) :  

- un domaine PAZ (Piwi Argonaute and Zwille) qui fixe les extrémités 3’ des précurseurs 

dsRNAs (MacRae, 2006) 

- deux domaines de clivage RNase III liés au domaine PAZ par une hélice alpha et 

déterminants dans la taille du duplex généré (Lamontagne et al., 2001; MacRae, 2006). 

Ils sont composés d’un motif de 9 acides aminés hautement conservés chez les protéines 

RNase III (Zhang et al., 2004; Comella et al., 2008; Du et al., 2008). 

- les domaines DExD/H (DEAD box et hélicase) impliqués dans le mouvement de la 

protéine DCL le long du dsRNA de manière ATP-dépendante et également impliqués 

dans la détermination de la taille du petit RNA (Jacobsen et al., 1999; Collins and 

Cheng, 2005; Liu et al., 2012). 

- le domaine DUF283 qui pourrait jouer un rôle dans la fixation au dsRNA cible et le 

recrutement des co-facteurs aux DCLs (Dlakić, 2006; Qin et al., 2010). 

 

Le rôle des DCLs est donc critique dans la mise en place du RNAi par la production des duplex 

de petits RNAs à partir du substrat dsRNA. Ainsi, chez tous les Eucaryotes où le processus de 

RNAi a été observé, les DICER et DCL sont présentent (Mukherjee et al., 2013). Chez 

A.thaliana, on en dénombre 4 (Bologna and Voinnet, 2014): 

- DCL1 est responsable de la production de la majorité des miRNAs de 21-nt impliqués 

principalement dans la régulation des gènes de développement (Jover-Gil et al., 2005). 

Ainsi un allèle nul dcl1 est embryo-létal, soulignant l’importance de DCL1 dans le 

développement de la plante, mais il existe toutefois des allèles hypomorphes viables  



40 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

dépourvus de la plupart des miRNAs (Vaucheret, 2004). DCL1 a une forte affinité pour 

les dsRNAs courts (structure en tige boucle) présentant des mismatchs, ce qui est le cas 

des précurseurs des miRNAs (Yu et al., 2017b).  

- DCL2 est responsable de la production de siRNAs de 22-nt dérivés des transgènes et 

des virus (Bouché et al., 2006; Parent et al., 2015a). 

- DCL3 est responsable de la production de siRNAs de 24-nt impliqués dans la 

méthylation de l’ADN correspondant principalement aux régions hétérochromatiques 

du génome (Kasschau et al., 2007; Castel and Martienssen, 2013; Nagano et al., 2014). 

- DCL4 est responsable de la production des ta-siRNAs à partir des RNAs endogènes 

ciblés par les miRNAs de 22-nt, et des siRNAs de 21-nt dérivés des transgènes, des 

virus (Gasciolli et al., 2005; Xie et al., 2005; Bouché et al., 2006a; Nagano et al., 2014; 

Parent et al., 2015a). 

 

La multiplicité des copies et les variations des domaines protéiques, notamment chez les 

Angiospermes, permet la spécialisation des DCLs dans différents processus, toutefois une 

redondance partielle peut être observée (Xie et al., 2004; Gasciolli et al., 2005). Ainsi, la taille 

des duplex de petits RNAs produits par les DCLs peut varier en fonction des conditions et des 

DCLs actives. C’est le cas par exemple de DCL2 et DCL4 dont l’activité est partiellement 

redondante vis-à-vis des acides nucléiques exogènes, comme nous le verrons dans le chapitre 

traitant sur rôle du RNAi sur les acides nucléiques invasifs exogènes  (Parent et al., 2015a).  
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Figure 6 : Voie de biosynthèse des miRNAs et siRNAs endogènes chez Arabidopsis thaliana 
Figure issus de la revue de Borges and Martienssen, 2016. La biosynthèse des différents petits RNAs présentés 

est décrites dans le texte. 
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b) Les différents types de petits RNAs 
 

- Les micro-RNAs 

 

Les miRNAs sont issus de l’action de DCL1 sur les longs RNAs non-codants transcrits par la 

RNA-dependant RNA POLYMERASE Pol II à partir des gènes MIR des régions intergéniques 

du génome (Lee et al., 2004; Voinnet, 2009 ; Figure 6). La présence d’IR dans la séquence du 

transcrit MIR conduit à la formation d’une structure en tige boucle ou « hairpin ». Ces 

précurseurs dsRNAs imparfaits, coiffés en 5’ et polyadénylés en 3’, sont appelés pri-miRNAs  

(AMBROS, 2003). Chez les plantes, ils sont clivés une première fois dans le noyau par DCL1 

à la base de la structure en tige boucle pour former des pré-miRNAs puis maturés dans une 

seconde étape de clivage en 1 ou 2 duplex de petits RNAs par gène MIR, majoritairement de 

21-nt, appelés miRNAs (Henderson et al., 2006; Kurihara and Watanabe, 2004). De nombreux 

facteurs cellulaires sont essentiels à la maturation des miRNAs dont la protéine de fixation aux 

dsRNAs HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1), la protéine de fixation aux RNAs DAWDLE 

(DDL), les protéines CAP-BINDING (CB) P20 et CBP80 et la protéine C2H2-zinc finger 

SERRATE (SE) (Voinnet, 2009).  

 

Après la méthylation de leurs extrémités sortantes en 3’ par la méthylase HEN1 (Yu et al., 2005; 

Li et al., 2005; Ren et al., 2012), ils sont transportés dans le cytoplasmes par l’exportine HASTY 

(HST) (Bollman, 2003). Un des deux brins du duplex, appelé brin guide, est pris en charge par 

une protéine AGO, principalement AGO1, au sein du complexe protéique RNA Induced 

Silencing Complex (RISC), et l’autre brin du duplex, appelé passager, est dégradé (Eamens et 

al., 2009; Manavella et al., 2012). L’interaction AGO1/miRNA/RNA entraine le clivage et la 

dégradation du RNA cible complémentaire lorsque ce dernier est parfaitement complémentaire 

au miRNA (Voinnet, 2009). Dans certains cas, l’interaction AGO/miRNA/mRNA conduit à la 

répression traductionnelle, mais ce qui détermine le choix entre clivage et répression demeure 

mystérieux. Les miRNAs de 21-nt sont majoritairement impliqués dans la régulation des gènes 

développementaux (Jover-Gil et al., 2005; Baulcombe and Dean, 2014). Les miRNAs de 22-nt 

permettent la production de siRNAs secondaires (Yoshikawa, 2013 ; Figure 6) dont nous 

détaillerons la biogenèse par la suite. 

 

Un autre type de miRNAs, les young miRNAs, sont quant à eux issus du clivage par DCL4 

d’un précurseur plus long que pour les miRNAs classiques (Rajagopalan et al., 2006). Il semble  
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Figure 7 : Voie de la RdRM canonique chez Arabidopsis thaliana 
Issus de la figure 5 de la revue de Gerbert and Rosenkranz, 2015. Les marques H3K9me sont reconnues par la 
protéine SHH1, entrainant le recrutement de Pol IV. Le transcrit simple brin produit est transformé par RDR2 en 
dsRNAs puis clivé en duplex de het-siRNAs de 24-nt par DCL3. Après la méthylation de leur extrémité sortante en 
3’ par HEN1, ils sont exportés dans le cytoplasme où ils sont pris en charge par AGO4 ou AGO6, assistées de la 
protéine HEAT STRESS PROTEIN (HSP) 90. Après sélection du brin guide, le complexe AGO/het-siRNA est importé 
dans le noyau. En parallèle sur le même locus, les marques de méthylation de l’ADN sont reconnus par la protéine 
au domaine SET and RING-associated (SRA) SUVH2 ou SUVH9 selon les loci. Elles recrutent le complexe DDR 
composé de la protéine de remodelage de la chromatine DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 
(DRD1), de la protéine de structuration du chromosome DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3 (DMS3) et la 
protéine RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 (RDM1). En conséquence, Pol V est recrutée et, assistée par la 
protéine DRM3, produit un transcrit ciblé par le complexe AGO/het-siRNA.  Cette interaction est stabilisée par la 
protéine KOW DOMAIN-CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR 1 (KTF1) et entraine le recrutement de la protéine 
DRM2 qui méthyle le locus de novo et entraîne son inhibition transcriptionnelle. 
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que les gènes supports de la production des youngs miRNAs soient issus comme les gènes MIR 

d’évènements de duplication plus récents, donc n’ayant pas eu le temps de subir de nombreux 

évènements de divergence, et que la longueur de la partie double brin plus longue permette 

l’action de DCL4 mais pas de DCL1. Si leur rôle biologique n’est pas encore clair, une étude 

récente montre l’implication de deux young miRNAs dans la régulation de la réponse à la 

carence azotée chez A. thaliana (He et al., 2014).  

 

Les précurseurs de certains miRNAs peuvent également être clivés par DCL3, donnant lieu des 

petits RNAs de 23 à 25-nt qui pourraient être impliqués dans la régulation de l’expression de 

leurs gènes cibles par méthylation (Chellappan et al., 2010; Wu et al., 2010).  

 

- Les short interfering RNAs 

 

Les siRNAs de 21-, 22- et 24-nt sont respectivement issus de l’action de DCL4, DCL2 et DCL3 

sur de longs précurseurs parfaitement appariés en dsRNAs (Bologna and Voinnet, 2014). A la 

différence des précurseurs de miRNAs qui produisent généralement un seul duplex, un 

précurseur de siRNAs conduit à la formation de multiples duplex de siRNAs. Les siRNAs 

produits par DCL2, DCL3 et DCL4 ont une abondance et des fonctions différentes. 

 

Les heterochromatic siRNAs 
 

Les plus abondants sont les heterochromatic siRNAs (het-siRNAs) ou également appelés p4/p5-

siRNAs et sont majoritairement impliqués dans la méthylation des séquences répétées 

centromériques et des éléments transposables (TE) du génome (Law and Jacobsen, 2010; 

Matzke et al., 2015 ; Figure 6). Chez les plantes, les méthylations (me) portées par les lysines 

des histones 3 (H3K9) sont reconnues par la protéine SAWADEE HOMEDOMAIN 

HOMOLOG 1 (SHH1) (Law et al., 2011 ; Figure 7) Cette interaction recrute la DNA-

dependant RNA POLYMERASE Pol IV, responsable de la production de transcrit court à partir 

des TEs ou des séquences répétées (Law et al., 2011; Blevins et al., 2015). La protéine RDR2 

transforme le transcrit en dsRNA, qui est ensuite clivé par DCL3 en duplex de 24-nt het-siRNAs 

(Henderson et al., 2006; Law et al., 2011; Blevins et al., 2015). Après leur méthylation en 3’ 

par HEN1, ils sont exportés vers le cytoplasme où ils sont pris en charge majoritairement par 

AGO4 et de manière moindre AGO6 (Zheng et al., 2007; Wierzbicki et al., 2009; Matzke et al., 

2015). Après sélection du brin guide, le complexe AGO/het-siRNAs, assisté de la protéine 
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KOW domain-containing TRANSCRIPTION FACTOR 1/RNA-directed DNA 

METHYLATION (KTF1/RDM3) (He et al., 2009), est à nouveau importé dans le noyau pour 

réprimer la transcription du transcrit produit par la DNA-dependant RNA POLYMERASE Pol 

V, assistée par la protéine DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 3 (DRM3) 

(Zhong et al., 2015) et recrutée par le complexe DDR de reconnaissance de marque de 

méthylation de l’ADN, au même locus que le transcrit Pol IV d’origine (Law et al., 2010; 

Wierzbicki et al., 2008; Zhong et al., 2012; Liu et al., 2018). Ce mécanisme de TGS est appelé 

RNA-directed DNA Methylation (RdDM) canonique (Figure 7) et entraine le recrutement de 

la protéine DRM2 qui méthyle de novo les cytosines du locus, principalement dans un contexte 

CHH où H peut être une Adénine, une Cytosine ou une Thymine (Zhong et al., 2014; Gebert 

and Rosenkranz, 2015). Le TGS est ensuite entretenu par la protéine METHYTRANSFERASE 

1 (MET1) dans un contexte CG, par la protéine CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3) dans le 

contexte CHG après recrutement par la protéine de reconnaissance des marques H3K9me 

KRYPTONITE (KYP) et par la protéine CMT2 dans les contextes CHH, avec le support du 

facteur de remodelage de la chromatine DECREASE IN DNA METHYLATION 1 (DDM1) 

notamment pour les TEs longs (Elvira-Matelot et al., 2017).  

 

D’autres acteurs peuvent intervenir dans certaines conditions dans la RdDM. Par exemple, une 

étude montre l’implication de transcrits Pol II issus de régions intergéniques dans le recrutement 

de Pol IV et Pol V et le TGS de ces régions (Zheng et al., 2009). On peut noter aussi 

l’implication de AGO9, qui s’exprime spécifiquement dans les fleurs, dans la RdDM dirigée 

contre les TEs dans l’ovule (Durán-Figueroa and Vielle-Calzada, 2010; Olmedo-Monfil et al., 

2010). Les acteurs du PTGS peuvent également induire la RdDM. Pour certains dsRNAs plus 

longs, un pré-clivage par la RNAse THREE-LIKE 2 est nécessaire en amont de l’action de 

DCL3 et dans certaines conditions une version nucléaire de DCL4 peut agir à la place de DCL3 

(Elvira-Matelot et al., 2016; Pumplin et al., 2016).  Des dsRNAs issus de l’action de RDR6 sur 

des produits de clivage du complexe AGO1/petit RNA peuvent être aussi pris en charge par 

DCL3 et induire la RdDM qu’on qualifie alors de non-canonique (Cuerda-Gil and Slotkin, 

2016). De plus, des petits RNAs de 21-22nt secondaires issus du PTGS dirigé contre les TEs 

peuvent aussi être pris en charges par AGO6 et induire la RdDM (McCue et al., 2015).  

 

Une nouvelle classe de siRNAs de 21 et 22-nt impliqués dans la méthylation de loci spécifiques 

a d’ailleurs été mise à jour il y a quelques années : les NEEDED FOR RDR2-INDEPENDANT 

DNA METHYLATION (NERD)-siRNAs. La biogenèse de leurs précurseurs implique RDR1 
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ou RDR6, clivés ensuite par DCL2 ou DCL4. Les duplex de NERD-siRNAs produits sont pris 

en charges par AGO2 et entrainent la méthylation des lysines 4 des histones 3 (H3K4) (Pontier 

et al., 2012). Contrairement aux het-siRNAs, leur production et leur action sont indépendantes 

de RDR2, DCL3, AGO4 et AGO6.  

 

Ainsi PTGS et TGS peuvent être liés dans la régulation des acides nucléiques invasifs, et une 

étude récente montre même que la méthylation du corps des séquences géniques en 3’ et sur 

leur partie centrale est induite par le PTGS de manière totalement indépendante des acteurs de 

la RdDM (Taochy et al., 2019). 

 

Les trans-acting siRNAs 
 

Les trans-acting siRNAs (ta-siRNAs) quant à eux sont des siRNAs secondaires dont la 

biogenèse nécessite l’intervention de miRNAs spécifiques (Yoshikawa, 2013 ; Figure 6). Les 

gènes non-codants TAS sont transcrits par la DNA-dependant RNA POLYMERASE Pol II en 

pri-TAS dans le noyau, qui sont ensuite exportés vers le cytoplasme. De par la présence d’un ou 

deux sites de fixation aux miRNAs sur les RNAs TAS, ils sont clivés par des miRNAs 

spécifiques de 20 à 22-nt, pris en charges par AGO1 ou AGO7 dans le complexe RISC, 

respectivement en « one-hit » ou « two-hit » selon le gène TAS. (Axtell et al., 2006; 

Montgomery et al., 2008a, 2008b; Endo et al., 2013). Le fragment résultant est protégé de la 

dégradation par la protéine SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3 (SGS3) (Yoshikawa et 

al., 2005; Elmayan et al., 2009) puis est transformé par RDR6 en dsRNA (Peragine, 2004; 

Hernandez-Pinzon et al., 2007; Rajeswaran and Pooggin, 2012). Après méthylation en 3’ par 

HEN1, le long duplex résultant est clivé majoritairement par DCL4 et son co-facteur DOUBLE 

STRANDED RNA BINDING PROTEIN 4 (DRB4) en duplex de ta-siRNAs de 21-nt (Vazquez 

et al., 2004; Xie et al., 2005; Gasciolli et al., 2005; Fukudome et al., 2011). Ces derniers sont 

pris en charge par AGO1, AGO2 ou AGO5 et clivent les transcrits complémentaires 

(Yoshikawa, 2013). 

Il existe 8 loci TAS chez Arabidopsis thaliana : TAS1a-c et TAS2 dont la biogenèse des ta-

siRNAs nécessite le complexe AGO1/miR173 et qui régulent l’expression de gènes 

PENTATRICOPEPTIDE REPEAT PROTEIN (PRP), les TAS3a-c ta-siRNAs qui nécessitent le 

complexe AGO7/miR390 et régulent l’expression des gènes AUXINE RESPONSIVE FACTOR 

(ARF) et les TAS4 ta-siRNAs qui nécessitent le complexe AGO1/miR828 et régulent 



48 
 

l’expression des facteur de transcription MYB (MYELOBLASTOSIS) (Vazquez et al., 2004; 

Allen et al., 2005; Fahlgren et al., 2006; Rajagopalan et al., 2006). En conséquence, les mutants 

rdr6 et sgs3 affectés dans la production des ta-siRNAs présentent un phénotype d’enroulement 

des feuilles appelé « zippy » (Vazquez et al., 2004). 

 

Il est important de noter que certains gènes codants pour des protéines NUCLEOTIDE-

BINDING SITE-LEUCINE-RICHE REPEAT (NB-LRR) peuvent également entrainer la 

production de siRNAs secondaires de manière miRNAs dépendantes (Shivaprasad et al., 2012; 

Li et al., 2012). C’est par exemple le cas du gène RESISTANT TO P. SYRINGAE 5 (RPS5) dont 

l’expression est régulée de manière RDR6 et miR472 dépendante en condition d’infection 

bactérienne chez A. thaliana (Boccara et al., 2014). 

 

Les epigenetically active siRNAs 
 

Un autre type siRNAs secondaires, les epigenetically active siRNAs (ea-siRNAs), nécessite 

également l’intervention de miRNAs pour leur production, de manière similaire à celle des ta-

siRNAs (Sarazin and Voinnet, 2014; Borges and Martienssen, 2016 ; Figure 6). C’est le cas 

lorsque l’activation de la transcription de séquences TE dans le génome d’A. thaliana est induite 

par la mutation des gènes DECREASE IN DNA METHYLATION 1 (DDM1) et DNA 

METHYLTRANSFERASE 1 (MET1) et permet le ciblage de ces transcrits Pol II par de multiples 

miRNAs, entrainant pour certains la formation d’ea-siRNAs de 21 et 22-nt dans les 

inflorescences  (Slotkin et al., 2009; Creasey et al., 2014). Leur production nécessite 

l’intervention de DCL4 et de son cofacteur DRB4  (McCue et al., 2012; Clavel et al., 2016), de 

manière redondante DCL2 ainsi que SGS3 et RDR6  (McCue et al., 2012; Nuthikattu et al., 

2013). Elle entraine la dégradation des RNAs de séquences homologues issus de TEs par PTGS 

et la méthylation des séquences des TEs via le complexe AGO6/ea-siRNAs, soulignant une 

possible implication dans la transition du PTGS vers le TGS des transposons (McCue et al., 

2015; Borges and Martienssen, 2015). De plus, la ré-activation de transposons en condition de 

stress peut induire la production d’ea-siRNAs capables de cibler en trans les mRNAs endogènes 

sans complémentarité parfaite de séquence et influence alors l’expression du génome de la 

plante (McCue and Slotkin, 2012; McCue et al., 2013). 
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Les natural anti-sens-siRNAs 
 

Les natural anti-sens-siRNAs (nat-siRNAs) résultent quant à eux du clivage d’un dsRNA formé 

en trans par l’appariement de séquences complémentaires entre deux transcrits Pol II de loci 

différents (trans-nat-siRNAs) ou en cis par l’appariement des transcrits sens et anti-sens Pol II 

d’un même locus (cis-nat-siRNAs) (Borges and Martienssen, 2016 ; Figure 6). Il peuvent 

également dériver de l’hybridation de transcrits Pol II issus de séquences inversées et répétées 

(IR) du génome et sont alors qualifiés d’endogenous Inverse Repeat siRNAs (endoIR-siRNAs) 

(Bologna and Voinnet, 2014). Si le dsRNA se forme a priori sans l’intervention des RDRs, son 

accumulation nécessite que les protéines Pol IV, RDR6 et SGS3 soient fonctionnelles (Borsani 

et al., 2005). Il est ensuite clivé en duplex de 21, 22 ou 24-nt nat-siRNAs primaires par DCL1, 

DCL2 ou DCL3 et après méthylation de leur extrémité 3’ par HEN1, ils sont pris en charge par 

une protéine AGO non-caractérisée à ce jour (Borsani et al., 2005; Katiyar-Agarwal et al., 2006; 

Borges and Martienssen, 2015). Le complexe AGO/nat-siRNAs primaires cible un transcrit 

complémentaire, qui sera alors transformé en dsRNA par RDR6 avant d’être clivé en nat-

siRNAs secondaires de 21-nt qui ciblent leur transcrit primaire. SGS3 et Pol IV sont également 

nécessaires pour cette étape (Borsani et al., 2005). Si leur rôle biologique n’est pas connu, ils 

pourraient être impliqués dans la régulation de l’expression de gènes en condition de stress 

biotique ou abiotique ainsi que dans le développement des gamétophytes chez A. thaliana 

(Borsani et al., 2005; Katiyar-Agarwal et al., 2006; Ron et al., 2010).  

 

4) Rôle biologique des petits RNAs endogènes 
 

a) Les protéines ARGONAUTES  
 

Le complexe RISC est un acteur essentiel du RNA silencing, responsable de la reconnaissance 

des RNAs cibles par complémentarité de base avec le petit RNA pris en charge (Fang and Qi, 

2016). Parmi les protéines qui le composent, les protéines ARGONAUTES jouent un rôle clef 

et sont ainsi très conservées chez les Eucaryotes où le RNAi est observé (Carmell et al., 2002).  

AGO1 est la première ARGONAUTE caractérisée lors d’un screen génétique forward chez A. 

thaliana et est à l’origine du nom de ces protéines, car les mutants ago1 ont un développement 

très affecté et possèdent des feuilles semblables aux tentacules des calamars du genre 

Argonauta sp (Bohmert, 1998). 
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Les protéines AGO sont constituées de 4 domaines principaux : un domaine N-terminal variable 

et les domaines conservés MIDLE (MID), PIWI-ARGONAUTE-ZWILLE (PAZ) et PIWI (P-

element induced wimpy testes) (Vaucheret, 2008). Le domaine PAZ fixe le nucléotide en 3’ sur 

l’extrémité sortante du dsRNA cible grâce à son motif Oligonucleotide/Oligosaccharide 

Binding (OB). Il est également impliqué dans la séparation du brin guide et du brin passager 

(Gu et al., 2012). Les domaines MID et PIWI forment une structure tubulaire qui fixent le 

nucléotide en 5’ (Vaucheret, 2008; Frank et al., 2012; Zhang et al., 2014). Grâce à son motif 

RNase H, le domaine PIWI entraine le clivage du RNA cible complémentaire au brin guide. La 

fonction du domaine N-terminal n’est pas encore clair, mais il pourrait jouer dans la séparation 

du petit RNA guide et du RNA ciblé après clivage comme c’est le cas chez la bactérie Thermus 

thermophilus (Wang et al., 2009) ou dans des études in vitro avec des AGOs humaines (Kwak 

and Tomari, 2012). 

Il existe 10 protéines ARGONAUTES chez A. thaliana, classées en 3 clades selon leur 

proximité phylogénétique : AGO1, AGO1 et AGO10 dans le clade I, AGO2, AGO3 et AGO7 

dans le clade II et AGO4, AGO6, AGO8 et AGO9 dans le clade III (Vaucheret, 2008). La 

proximité phylogénétique au sein de chaque clade n’est cependant pas corrélée avec leur rôle 

biologique. La taille du duplex de petits RNAs et son nucléotide en 5’ sont déterminants dans 

la prise en charge par les AGOs. Ainsi, AGO1, AGO2, AGO5, AGO7 et AGO10 fixent 

préférentiellement les petits RNAs de 21-nt quand AGO3, AGO4, AGO6 et AGO9 plutôt ceux 

de 24-nt. AGO1 et AGO10 ont une plus forte affinité pour les duplex de petits RNAs avec un 

Uracyl en 5’ quand AGO2, AGO3, AGO4, AGO6, AGO7 et AGO9 privilégient les duplex avec 

une Adénine en 5’. AGO5 quant à elle a une plus forte affinité pour les petits RNAs avec une 

Cytosine en 5’ (Mi et al., 2008; Takeda et al., 2008; Montgomery et al., 2008a; Zhu et al., 2011; 

Havecker et al., 2010). 

Parmi les co-facteurs aux AGOs présents dans le complexe RISC, on trouve la protéine 

chaperone HEAT SHOCK PROTEIN 90 (HSP90) et ses co-chaperones, qui sont nécessaires à 

la prise en charge du duplex de petits RNAs par AGO1 et AGO4 de manière ATP-dépendante 

(Landthaler, 2010; Earley and Poethig, 2011; Iki et al., 2012; Ye et al., 2012).  
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b) Régulation de l’expression des gènes endogènes et des éléments 

transposables par le RNAi 
 

Les RNAs produits part les gènes endogènes sont rarement la cible du RNAi puisque 

nécessaires au développement de l’organisme (Elvira-Matelot et al., 2017). La plupart des 

RNAs endogènes aberrants sont en effet pris en charge par le RQC. C’est seulement lorsque le 

RQC est déficient qu’on observe la production de petits RNAs à partir des RNAs endogènes 

(Martinez de Alba et al., 2015; Zhang et al, 2015). Cela peut également arriver en cas de 

duplication d’un gène codant non-essentiel (Elvira-Matelot et al., 2017) mais aussi en cas 

d’infection virale, probablement parce que les virus inhibent le RQC ou boostent la production 

de RNAs aberrants, entrainant la production de virus activated short interfering RNAs (va-

siRNAs) à partir de transcrits endogènes (Cao et al., 2014; Li and Wang, 2018). 

En dehors des cas exceptionnels pré-cités, la régulation de gènes endogènes par des petits RNAs 

a donc lieu essentiellement lorsqu’ils présentent une complémentarité de séquence avec un 

miRNA ou siRNA. La protéine AGO1 est majoritairement impliquée dans la prise en charge 

des miRNAs de 21-nt produits par DCL1, responsables de la régulation de gènes de 

développement et de résistances au stress (Vaucheret, 2004; Dolata et al., 2016; Bajczyk et al., 

2019), dans la prise en charge des miR173 et miR828 pour le clivage des RNAs issus des gènes 

TAS1a-c, TAS2 et TAS4 comme précédemment décrit (Yoshikawa, 2013) ainsi que dans la 

défense contre les acides nucléiques viraux comme nous le verrons par la suite (Bologna and 

Voinnet, 2014). Le RNA complémentaire aux miRNAs ou siRNAs chargés par AGO1 est alors 

clivé ou sa traduction est inhibée (Baumberger and Baulcombe, 2005; Brodersen et al., 2008). 

Lorsqu’AGO1 prend en charge un siRNA de 22-nt issus de l’action de DCL2 sur un dsRNA 

RDR-dépendant, le clivage du mRNA cible est suivi de la production de siRNAs secondaires 

(Mlotshwa et al., 2008; Chen et al., 2010; Garcia-Ruiz et al., 2010; Wang et al., 2011). 

La protéine AGO2 est également impliquée dans une moindre mesure dans la prise en charge 

des miRNAs, notamment via l’association avec le miR408 qui régule l’expression du gène 

PLANTACYANIN de manière redondante avec AGO1 (Maunoury and Vaucheret, 2011) et 

possiblement de manière redondante à AGO7 via l’association avec le miR390 dans la 

biogenèse des ta-siRNAs issus des gènes TAS3a-c (Mi et al., 2008; Montgomery et al., 2008a). 

Cependant, contrairement aux mutants ago1 aux anomalies développementales fortes 

(Bohmert, 1998), les mutants ago2 sont viables. En effet, l’expression du gène AGO2 est 

régulée négativement par l’association AGO1/miR403, ce qui suggère une redondance 
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hiérarchisée entre AGO1 et AGO2 (Harvey et al., 2011). AGO2 est également impliquée dans 

la défense de la plante contre les bactéries en association avec le miR393 qui cible les transcrits 

du gène MEMBRIN 12 (MEMB12) et conduit à l’exocytose de la protéine anti-microbienne 

PATHOGENIS-RELATED 1 (PR1) (Zhang et al., 2011). Mais son rôle est majoritaire dans la 

défense de la plante contre les acides nucléiques viraux avec AGO1 (Harvey et al., 2011; 

Bologna and Voinnet, 2014) 

La protéine AGO10 peut également prendre en charge certains miRNAs, notamment en entrant 

en compétition avec AGO1 pour le chargement des miR165 et miR166. En conséquence, les 

transcrits cibles issus des gènes HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER (HD-ZIP) de classe III, 

impliqués dans la formation du méristème apical caulinaire et la polarité des feuilles, sont 

réprimés pour leur traduction (Zhu et al., 2011; Zhang and Zhang, 2012; Zhou et al., 2015). 

Les protéines AGO4, AGO6 et AGO9 sont majoritairement impliquées dans la méthylation de 

l’ADN au sein de la RdDM ou dans les modifications des histones, notamment au niveau des 

TEs (Borges and Martienssen, 2015).  

Si AGO4 prend en charge majoritairement des petits RNAs de 24-nt, elle pourrait aussi agir de 

manière partiellement redondante à AGO1 et AGO7 dans la régulation du gène APETALA 2 

(AP2) impliqué dans la floraison en association avec le miR172 et dans la biogenèse des ta-

siRNAs issus des gènes TAS3a-c en association avec le miR390 (Qi et al., 2006). De plus, une 

étude récente montre qu’AGO4 est capable de prendre en charge des petits RNAs de 20 à 60-

nt produit par les 3’-5’exonucléases de manière indépendante des DCLs (siRNAs independent 

of DCLs ou sidRNAs) à partir de transposons et de régions intergéniques et d’induire la 

méthylation de l’ADN cible dans les contextes CHG et CHH (Ye et al., 2016). AGO4 est 

également impliquée dans la résistance à la bactérie Pseudomonas syringae (Agorio and Vera, 

2007) et dans la défense de la plante contre les infections virales (Raja et al., 2008; 

Bhattacharjee et al., 2009; Brosseau et al., 2016). 

AGO6 est exprimé au niveau des méristèmes racinaires et apicaux où il pourrait y agir en 

complément de AGO4 sur différents loci (Zheng et al., 2007; Havecker et al., 2010; Eun et al., 

2011; Duan et al., 2015). AGO9 est pour sa part exprimé au niveau de foci cytoplasmiques des 

cellules compagnes des cellules somatiques et pourrait avoir un rôle dans la formation des 

gamètes femelles (Olmedo-Monfil et al., 2010; Havecker et al., 2010).   

La protéine AGO3 agit de manière partiellement redondante à AGO4 et AGO6 dans la prise en 

charge des siRNAs de 24-nt et, si son rôle n’est pas encore clair, elle pourrait être impliquée 
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dans la réponse de la plante lors de stress abiotiques (Zhang et al., 2016) et lors d’infection 

virale (Minoia et al., 2014). 

La protéine AGO7 est exprimée dans les siRNA-bodies cytoplasmiques, où elle colocalise avec 

RDR6 et SGS3 (Jouannet et al., 2012b). Elle est impliquée dans la prise en charge du miR390, 

conduisant au clivage des pri-TAS3 et régule l’expression des gènes de développement AUXINE 

RESPONSIVE FACTOR 3 (ARF) et ARF4 (Adenot et al., 2006; Montgomery et al., 2008a). En 

conséquence, les mutants ago7 présentent un phénotype d’enroulement des feuilles 

caractéristique de l’absence des ta-siRNAs appelé « zippy », autre nom d’AGO7. 

La protéine AGO5 est exprimée dans les cellules somatiques et si le mutant ago5 se développe 

normalement il est affecté dans le développement des gamètes (Tucker et al., 2012). 

Récemment, des études suggèrent son implication dans le RNAi dirigé contre les pseudogènes 

dans les inflorescences et les siliques (Marchais et al., 2019) et dans la régulation du timing de 

floraison via son association avec le miR156 (Roussin-Léveillée et al., 2020). Son expression 

est également induite en cas d’infection par différents virus et elle peut prendre en charge 

certains siRNAs viraux, suggérant un rôle dans la défense anti-virale de la plante de manière 

redondante à AGO2 (Takeda et al., 2008; Brosseau and Moffett, 2015). 

Enfin, le gène AGO8, par sa faible expression lors du développement de la plante, est assimilé 

à un pseudogène et aucune fonction biologique ne lui est attribuée pour le moment (Mallory 

and Vaucheret, 2010). On peut extrapoler qu’il n’existe que 9 AGOs fonctionnelles chez A. 

thaliana. 
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III] Le RNA silencing contre les acides 
nucléiques exogènes invasifs 
  

Comme nous l’avons vu dans la partie historique, certains RNAs issus d’éléments exogènes 

invasifs (transgènes ou pathogènes) peuvent induire le RNAi au même titre que les RNAs 

aberrants issus de gènes endogènes ou d’éléments transposables. 

 

1) Les transgènes 
 

a) IR-PTGS 
 

Lorsque les transgènes transcrivent des séquences en Inverse-Repeat (IR), la formation de 

dsRNA est systématique (Waterhouse et al., 1998; Chuang and Meyerowitz, 2000). Le dsRNA 

est clivé par DCL2, DCL3 et DCL4 en siRNAs de 22, 24 et 21-nt. Les siRNAs de 21 et 22-nt 

sont pris en charge par AGO1 et probablement AGO2, tandis que les siRNAs de 24-nt sont pris 

en charge par AGO4, AGO6 ou AGO9. Si la séquence en IR correspond au promoteur d’un 

gène endogène ou d’un autre transgène, les siRNAs de 24-nt provoquent le TGS de ces 

(trans)gènes (Mette et al., 2000), et les siRNAs de 21 et 22-nt n’ont pas d’action notable. Si la 

séquence en IR correspond à la séquence transcrite d’un gène endogène ou d’un autre transgène, 

les siRNAs de 21 et 22-nt provoquent le PTGS de ces (trans)gènes (Béclin et al., 2002; Dunoyer 

et al., 2007; Parent et al., 2015a), et les siRNAs de 24-nt n’ont pas d’action notable. 

b) S-PTGS 
 

Lorsque les transgènes transcrivent des séquences qui ne sont pas censées former de dsRNA 

(transgènes sens constitués d’un promoteur, d’une séquence sans répétition et d’un 

terminateur), il arrive pourtant que le transgène s’inactive par TGS ou PTGS après intégration 

dans le génome (Elmayan and Vaucheret, 1996; Elmayan et al., 1998, 2005). Lorsque 

l’inactivation se fait par PTGS, on parle alors de S-PTGS pour Sens-PTGS. Lorsque le 

transgène qui induit le S-PTGS transcrit une séquence homologue à la séquence transcrite d’un 

gène endogène, il y a S-PTGS en trans, autrefois appelé co-suppression (Bologna et al., 2018). 

Si les transgènes intégrés conduisent occasionnellement au TGS ou PTGS, l’étape d’expression 

extra-chromosomique qui précède l’intégration dans le génome conduit systématiquement à la 
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production de siRNAs par les transgènes sens (Johansen and Carrington, 2001), suggérant 

qu’un nombre de copies élevé (ce qui est le cas dans la phase extra-chromosomique qui précède 

l’intégration) est déterminant dans l’induction du RNAi. 

Après intégration dans le génome, un transgène sens induit le S-PTGS uniquement s’il produit 

des RNA aberrants dont la quantité excède la capacité de dégradation du RQC et qui peuvent 

servir de substrats aux RDRs (Luo and Chen, 2007; Parent et al., 2015b). C’est par exemple le 

cas pour la lignée d’Arabidopsis thaliana appelée L1 qui porte deux copies d’un T-DNA 

comportant le transgène 35S:GUS (ou 35S:UIDA). Cette lignée caractérisée par notre équipe 

depuis 25 ans, montre une dégradation systématique des RNAs GUS à chaque génération alors 

que le transgène est transcrit correctement. A l’inverse, la lignée 6b4 qui porte une seule copie 

du même T-DNA montre une expression stable dans un contexte sauvage (Elmayan et al., 

1998). Toutefois, dans différents fonds mutants déficients pour le RQC, la lignée 6b4 déclenche 

le S-PTGS comme le fait la lignée L1 spontanément, suggérant une différente quantitative et 

non qualitative entre ces deux lignées. La recherche de RNAs aberrants chez la lignée L1 a 

permis d’identifier un RNA non-coiffé anti-sens du RNA GUS, et dénommé SUG. Ce RNA 

SUG est abondant chez L1 et chez 6b4 en contexte mutant pour le RQC, mais quasiment 

indétectable chez la lignée 6b4 en fond sauvage. L’origine de SUG est incertaine, mais comme 

le gène NEOMYCIN PHOSPHOTRANSFERASE (NPT) conférant la résistance à la kanamycine 

est en anti-sens par rapport au gène 35S:GUS (Figure 16), il est possible que le terminateur 

bactérien du gène NPT permette une transcription permissive jusque dans le transgène 

35S:GUS. Le RNA NPT-SUG produit serait alors clivé au site de polyadénylation du 

terminateur, libérant un RNA aberrant non-coiffé SUG et un RNA NPT correctement coiffé et 

polyadénylé (Elmayan et al., 1998; Parent et al., 2015b). En faveur de cette hypothèse, la lignée 

6b4 montre une très faible résistance à la kanamycine alors que la lignée L1 montre une très 

forte résistance à la kanamycine, suggérant que la transcription du gène NPT est plus forte chez 

L1 que chez 6b4, conduisant à une production plus importante de RNAs NPT-SUG et de RNAs 

SUG chez L1, expliquant ainsi la capacité de cette lignée à déclencher spontanément le S-PTGS 

alors que la lignée 6b4 ne déclenche le S-PTGS que lorsque le RNA SUG, moins abondant, est 

stabilisé par un défaut de RQC. Cette hypothèse explique également l’importance du nombre 

de copies et du niveau d’expression du transgène qui avait été notée dès le début des études sur 

le S-PTGS (Que et al., 1997; Vaucheret et al., 1997). 

 



57 
 

2) Les virus 
 

Chez la plupart des Eucaryotes, les infections virales conduisent à la production de petits RNAs 

issus de la séquence du pathogène (Cottrell and Doering, 2003; Ding and Lu, 2011). Le RNA 

silencing est également impliqué dans la réponse anti-virale chez les plantes, et les virus doivent 

le contrecarrer pour réussir leur infection (Pumplin and Voinnet, 2013). 

Les virus sont des agents infectieux capables de se répliquer uniquement au sein d’une cellule 

vivante d’un organisme. Ce sont des parasites intracellulaires obligatoires qui utilisent la 

machinerie cellulaire de son hôte pour se répliquer (Wolkowicz and Schaechter, 2008).  Le 

scientifique russe Dmitri Ivanivski constate en 1892 qu’une solution issue de feuilles de tabac 

infectés, filtrée au travers d’un filtre de Chambelland spécifique des bactéries, reste capable 

d’induire des symptômes (Lecoq, 2001). Il observe sans le savoir les effets de l’infection par le 

Tobacco mosaic virus (TMV). Des résultats similaires ont été obtenus par le microbiologiste 

allemand Adolf Meyer en 1886 sans qu’il suspecte pour autant un agent infectieux autre qu’une 

bactérie (Lecoq, 2001). Par la suite, le concept de virus est défini par le scientifique hollandais 

Martinus Beijerinck en 1898. A partir de résultats similaires à Ivanovski et la possibilité 

d’observer l’agent infectieux sur un gel d’agarose, il conclut qu’un agent infectieux d’un 

nouveau type qualifié de « contagium vivum fluidum » est responsable des symptômes observés 

(Beijerinck, 1898; Lecoq, 2001). 

Ils sont aujourd’hui classés sur le modèle du système Linnéen par l’International Comittee on 

Taxonomy of Viruses (ICTV) selon leur homologie de séquences, et par la classification de 

Baltimore selon la composition de leur génome avec, entre autre, le groupe I pour les virus à 

ADN double brin (dsDNA), le groupe II pour les virus à ADN simple brin (ssDNA), le groupe 

III pour les virus à RNA double brin (dsRNA) et les groupes IV et V respectivement pour les 

virus à RNAs simples brin (ssRNA) positif et négatif (Murphy et al., 1995). Le matériel 

génétique généralement court du virus et les protéines associées forment un virion, protégé par 

une capside de forme et taille variées selon les familles, pouvant elle-même être protégée par 

une enveloppe lipidique dérivée des membranes plasmiques de l’hôte (Bamford et al., 2005).  

 

Dans le cas des virus à ssRNAs, majoritaires chez les plantes, une RNA-Dependant RNA 

POLYMERASE (RdRP) virale transforme les ssRNAs viraux en dsRNAs lors de la réplication 

du virus (Hamilton, 1974). Ces intermédiaires de réplication virale peuvent être un support pour 

l’action des DCLs de la plante, induisant ainsi la réponse PTGS anti-virale, mais il est 
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également possible que les DCLs s’attaquent aux ssRNAs viraux sur des régions structurées en 

dsRNAs pour induire le PTGS (Molnár et al., 2005; Donaire et al., 2008; Blevins et al., 2011; 

Aregger et al., 2012). De plus, certains virus produisent des RNAs génomiques ou sub-

génomiques dont la structure diffère de celle des mRNAs de l’hôte (soit par l’absence de coiffe 

à leur extrémité 5’, soit par l’absence de queue polyA à leur extrémité 3’). Ces RNA considérés 

comme aberrants par la cellule peuvent être soit attaqués par le RQC, soit utilisés comme 

matrice par les RDRs cellulaires pour induire le PTGS (Burgyán and Havelda, 2011).  

 

De manière générale les protéines DCL4 et DCL2 peuvent transformer les dsRNAs viraux en 

duplex de siRNAs 21- et 22-nt (Deleris et al., 2006; Bouché et al., 2006). Après leur méthylation 

en 3’ par HEN1 (Boutet et al., 2003; Li et al., 2005) ils sont pris en charge par une protéine 

AGO, généralement AGO1 ou AGO2 mais occasionnellement AGO5, AGO7 ou AGO10, pour 

guider le clivage du RNA viral complémentaire (Carbonell and Carrington, 2015). Si le clivage 

est effectué par AGO1 associée à un siRNA de 22-nt, les protéines d’amplification du PTGS 

sont recrutées : le RNA viral simple brin clivé est protégé de la dégradation par la protéine 

SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3 (SGS3) et transformé en dsRNA par RDR1 ou 

RDR6, assisté de SDE5, puis clivé par DCL2 et DCL4 (Mourrain et al., 2000; Hernandez-

Pinzon et al., 2007; Wang et al., 2011). Cela entraine la production de siRNAs secondaires qui 

permettent d’amplifier la dégradation du RNA viral et se propagent aux cellules voisines sur 

une courte distance via les plasmodesmes et à longue distance via le phloème (Wang et al., 

2010; Vazquez and Hohn, 2013; Garcia-Ruiz et al., 2010). Dans le cas des virus à ADN, les 

siRNAs secondaires entrainent généralement la méthylation du génome viral et impliquent de 

nombreux facteurs du TGS tel que DCL3, RDR2 et Pol IV (Raja et al., 2008; Pooggin, 2013) 

 

Ainsi, de nombreux mutants du TGS et du PTGS montrent une hyper-susceptibilité aux 

infections virales avec des symptômes plus sévères que les plantes sauvages et une production 

de siRNAs viraux altérée. Par exemple, c’est le cas pour les mutants ago1 face au Cucumber 

mosaic virus (CMV) (Morel et al., 2002), des mutants ago2 face au Turnip crinckle virus (TCV) 

et au CMV (Harvey et al., 2011), des mutants dcl2dcl4 face au TCV (Bouché et al., 2006) ou 

pour les mutants impliqués dans la méthylation de l’ADN tel que dcl3, rdr2, ddm1 et met1 face 

au virus à ssDNA Cabbage leaf curl virus (CaLCuV) (Raja et al., 2008).  

 

Cependant, l’analyse des mutants du RNAi ne suffit pas à déterminer les facteurs dirigés contre 

les infections virales. En effet, la plupart des virus produisent des protéines capables de réprimer 
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les différentes étapes du RNAi : les Viral Suppressor of RNA silencing (VSR) (Csorba et al., 

2015; Pumplin and Voinnet, 2013). Par exemple, la protéine P0 des Turnip yellows virus 

(TuYV) se lie à AGO1 et entraine sa dégradation (Fusaro et al., 2012; Michaeli et al., 2019). 

La protéine P19, VSR caractéristique des virus de la famille des Tombusvirus, est quant à elle 

capable de séquestrer les siRNAs (Lakatos et al., 2004, 2006). Les différents VSR ne présentent 

pas d’homologie de séquences, divergent par leur fonction, et certains ont d’ailleurs plusieurs 

fonctions. Dans le cas du Turnip mosaic virus (TuMV), le VSR nommé HC-Pro (Helper 

Component-Proteinase) est impliqué dans les différentes étapes de la multiplication virale 

(Maia et al., 1996) et séquestre les siRNAs dérivés du génome de TuMV afin d’empêcher un 

chargement sur les AGOs et l’amplification le RNAi (Garcia-Ruiz et al., 2015). Dans le cas du 

TCV, le VSR est la protéine de capside P38 et inhibe l’activité d’AGO1 (Azevedo et al., 2010; 

Iki et al., 2017). C’est également le cas de la protéine 2b du CMV, qui induit des symptômes 

de nécroses sur les feuille d’A. thaliana (Masuta et al., 2012)  et est capable d’inhiber AGO1 et 

de fixer les dsRNAs ((Fang et al., 2016). La protéine 16K du Tobacco rattle virus (TRV) est 

importante pour la stabilisation du RNA2 du génome viral (Deng et al., 2013) et semble affecter 

la formation du complexe RISC (Fernández-Calvino et al., 2016). Le Turnip yellow mosaic 

virus (TYMV) a pour VSR sa protéine de mouvement P69, essentielle à la propagation du virus, 

à l’induction des symptômes de mosaïque jaune et ayant un effet sur les miRNAs et le S-PTGS 

transgénique (Bozarth et al., 1992; Chen et al., 2004; Ni et al., 2017). Dans le cas du virus à 

ADN Cauliflower mosaic virus (CaMV), la protéine P6 est impliquée dans le mouvement et la 

réplication virale (Rodriguez et al., 2014) et est capable d’interagir avec DRB4, inhibant alors 

indirectement l’activité de DCL4 dont DRB4 est un cofacteur (Haas et al 2008). 

 

L’action des VSR peut être caractérisée en testant leur effet sur le PTGS induit par un transgène 

en Inverse-Repeat (IR-PTGS) ou par un transgène sens (S-PTGS) (Verchot-Lubicz and Carr, 

2008). Ainsi, certains VSR inhibent efficacement S-PTGS et IR-PTGS (P19, P38, HC-Pro) 

alors que la protéine de mouvement P69 du TYMV semble avoir un effet très faible sur le S-

PTGS et pas d’effet sur l’IR-PTGS (Chen et al 2004). Toutefois, la caractérisation des VSR par 

des systèmes transgéniques est compliquée par le fait que leur localisation peut être restreinte. 

Par exemple, bien qu’il ait un fort effet sur l’homéostasie de AGO1, l’action de P0 est restreinte 

au phloème de la plante car c’est là que le virus se réplique (De Cillia et al., 2010).  
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IV] Objectifs de la thèse 
 

La plante A. thaliana possède trois gènes appelés RNase THREE-LIKE (RTL) codant 

potentiellement des protéines comportant un domaine RNAse III et un ou plusieurs domaines 

de fixation aux dsRNAs (DRB). A. thaliana possède également plusieurs gènes codant 

potentiellement des protéines comportant seulement un domaine RNAse III. Notre équipe 

s’intéresse au rôle biologique des trois gènes RTL. 

 

- RTL1 s’exprime faiblement dans les racines, les siliques en cours de maturation et dans 

les feuilles sénescentes (données Bar.UToronto, Figure 39). La protéine est constituée 

d’un domaine RNase III et d’un domaine DRB. De manière intéressante, elle est la seule 

RTL dont l’expression est induite par l’infection de différents virus, suggérant un rôle 

dans la défense anti-virale de la plante (Shamandi et al., 2015). Notre équipe a 

également montré qu’elle est capable de cliver les dsRNAs endogènes et en 

conséquence d’inhiber la production des siRNAs et des young miRNAs, mais pas des 

miRNAs, suggérant une spécificité pour les longs dsRNAs parfaits ou quasi-parfaits 

(Shamandi et al., 2015).  Un analyse in vitro a également démontré le clivage de 

dsRNAs de 100 à 500-nt par RTL1 (Tschopp et al., 2017) et son domaine DRB est 

essentiel à son activité (Charbonnel et al., 2017). En conséquence, les plantes qui 

surexpriment RTL1 miment un triple mutant dcl2dcl3dcl4 dans leur profil de petits 

RNAs et sont affectés dans leur développement avec des feuilles zippées signatures de 

l’absence des ta-siRNAs, un nanisme, un retard dans la floraison et une faible viabilité 

des graines (Shamandi et al., 2015).  

- RTL2 s’exprime de manière constitutive dans la plante. La protéine est constituée d’un 

domaine RNase III et de deux domaines DRBs. Elle est impliquée majoritairement dans 

le pré-clivage de certains précurseurs longs dsRNAs des het-siRNAs (Elvira-Matelot et 

al., 2016) et dans la maturation du RNA ribosomal 45S (Comella et al., 2008). 

Cependant, les mutants rtl2 ne sont pas affectés dans leur développement en condition 

standard de croissance en serre (Elvira-Matelot et al., 2016). 

- RTL3 est composé d’un domaine RNase III et de plusieurs domaines DRBs, mais n’est 

jamais exprimé dans la plante et est donc considéré comme un pseudogène (Comella et 

al., 2008). Les mutants rtl3 ne sont pas affectés dans leur développement en condition 

standard de croissance en serre (données non publiées du laboratoire). 
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Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés au rôle de RTL1 dans la défense anti-

virale de la plante. En effet, de par l’induction de son expression lors d’une infection par des 

virus à ssRNAs (CMV, TCV, TuMV, TVCV et TYMV) et de par son activité de clivage des 

dsRNAs, (Shamandi et al., 2015), nous avons supposé dans un premier temps que RTL1 agissait 

en complément des DCLs pour cliver les dsRNAs viraux et induire la réponse anti-virale. Par 

ailleurs, nous avons observé que des plusieurs VSR (HC-Pro du TuMV, P38 du CMV et 2b du 

TCV) inhibaient l’activité de RTL1, confortant l’hypothèse d’un rôle de RTL1 dans la défense 

anti-virale. Cependant, nous avons aussi observé qu’un VSR (P69 du TYMV) n’inhibait pas 

l’activité de RTL1. Qui plus est, des plantes surexprimant RTL1 montraient une hypersensibilité 

au TYMV (Shamandi et al., 2015). Il semble donc que le rôle de RTL1 dans les infections 

virales soit conditionné par le type de VSR, et que RTL1 puisse même limiter les défenses de 

la plante. L’activité de RTL1 pourrait donc être délétère pour la plante lors de l’infection par 

un virus n’ayant pas évolué pour inhiber son activité. Ces résultats suggèrent donc un 

antagonisme et plusieurs questions auxquelles nous essaierons de répondre par la suite.  

 

Dans une première partie, nous avons essayé de comprendre pourquoi certains VSR comme 

HC-Pro, P38 et 2b inhibaient l’activité de RTL1. Nous avons fait l’hypothèse que RTL1 pouvait 

cibler les dsRNAs viraux des virus correspondants. Pour réussir leur infection, ces derniers 

auraient donc évolué de manière à inhiber non seulement les composants du PTGS anti-viral 

mais également RTL1. Pour tester cette hypothèse, nous avons donc étudié le rôle de RTL1 

dans l’infection d’un virus, le TuMV, en comparant des plantes sauvages et des plantes 

surexprimant RTL1, infectées par le TuMV sauvage ou par une version mutante, délétée de son 

VSR. 

 

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés au rôle de RTL1 dans l’infection par 

des virus dont le VSR n’a pas d’effet sur RTL1. Quand on compare des plantes surexprimant 

RTL1 à des plantes sauvages, on observe une accumulation accrue du TYMV et une absence 

de siRNAs issus du PTGS anti-TYMV (Shamandi et al., 2015). En n’inhibant pas l’activité de 

RTL1, le TYMV semble donc favorisé puisque RTL1 inhibe le PTGS anti-viral. Le rôle de 

RTL1 ressemblerait donc à celui de la RNase III codée par le virus d’insecte Heliothis virescens 

ascovirus (Hussain et al., 2010) et de la RNase III codée par le virus de plante Sweet potato 

chlorotic stunt virus qui clive les siRNAs viraux en duplex de 14-nt que le RNAi ne peut plus 

prendre en charge (Cuellar et al., 2009). Dans cette partie, nous avons mis en évidence que 
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RTL1 pouvait s’attaquer directement aux siRNAs. Nous avons analysé en détail les acteurs du 

PTGS impliqués dans la défense anti-TYMV de la plante modèle A. thaliana, ainsi que l’effet 

du VSR P69 sur le PTGS induit par divers transgènes et sur la production des ta-siRNAs. Grâce 

à la génération de mutants nul pour rtl1, nous avons également étudié l’effet de l’absence de 

RTL1 sur l’infection du TYMV et sur le PTGS anti-TYMV. Enfin, nous avons commencé à 

étudier l’effet de la mutation rtl1 sur l’infection par d’autres virus produisant des symptômes 

aussi faibles que le TYMV, le Tobacco rattle rirus (TRV) et le Cauliflower mosaic virus 

(CaMV).  

 

Dans une troisième et dernière partie, nous nous sommes intéressés au rôle de RTL1 dans la 

plante en dehors d’un contexte d’infection virale. Les plantes qui surexpriment RTL1 ont un 

phénotype très affecté (Shamandi et al., 2015), ce qui pourrait expliquer pourquoi RTL1 est peu, 

voire pas exprimé aux cours du développement chez A. thaliana. Pourtant, RTL1 est conservé 

chez A. thaliana (projet 10001 Génome), ce qui suggère que RTL1 pourrait être importante 

dans le développement de la plante. La faible expression de RTL1 dans les racines, les siliques 

et les feuilles sénescentes nous a conduit à étudier l’effet de l’absence de RTL1 sur différents 

stades de développement de la plante, notamment via l’utilisation de la plateforme de 

phénotypage haut-débit de notre centre de recherche, l’analyse de différents paramètres dans la 

graine, l’analyse des racines et les phénomènes d’hétérosis et de triploïd block. Toutes nos 

analyses ayant été réalisées dans l’accession Col-0, nous avons également généré des mutants 

rtl1 dans l’accession Ler et commencé à documenter les différences entre ces deux accessions 

liées à RTL1. 
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Tableau 1 : Mode d’action de différents VSR sur le RNAi et sur l’activité de RTL1 
La caractérisation de l’effet des VSR sur l’activité de RTL1 résultent des travaux de Shamandi et al., 
2015. nd : non-déterminé. 
 

 

 

Famille, genre Virus type VSR Effets connus 
Inhibe l’activité 

de RTL1 ? 
Références 

Luteoviridae, 

Polerovirus 

Beet western 

yellow virus 
P0 

Déstabilisation 

de AGO1 
nd 

Pazhouhandeh et al., 

2006; Bortolamiol et al., 

2007; Baumberger et al., 

2007; Fusaro et al., 2012; 

Michaeli et al., 2019 

Caulimoviridae, 

Caulimovirus 

Cauliflower 

mosaic virus 
P6 

Interaction 

avec DRB4 
nd 

Haas et al., 2002; Love et 

al., 2007; Haas et al., 

2008; Love et al., 2012; 

Laird et al., 2013 

Virgaviridae, 

Tobravirus 

Tobacco rattle 

virus 
16K 

Interaction 

avec AGO4 
nd 

Voinnet et al., 1999; 

Reavy et al., 2004; 

Ghazala et al., 2008; 

Martínez-Priego et al., 

2008; Martín-Hernández 

and Baulcombe, 2008; 

Fernández-Calvino et al., 

2016 

Tombusviridae, 

Tombusvirus 

Tomato bushy 

stunt virus 
P19 

Séquestration 

des siRNAs 
nd 

Voinnet et al., 1999; 

Lakatos et al., 2004, 

2006; Silhavy et al., 

2002; Chapman et al., 

2004 

Alphaflexiviridae, 

Potexvirus 
Potato virus X P25 

déstabilisation 

de AGO1 
nd 

Voinnet et al., 2000; 

Bayne et al., 2005; Chiu 

et al., 2010 

Tombusviridae, 

Carmovirus 

Turnip crinckle 

virus 
P38 

fixation sur 

AGO1 et 

AGO2, sur les 

dsRNAs et 

dérégulation 

des DCLs 

oui 

Thomas et al., 2003; 

Mérai et al., 2006; 

Deleris et al., 2006; 

Azevedo et al., 2010; Jin 

and Zhu, 2010; Várallyay 

and Havelda, 2013; 

Pérez-Cañamás and 

Hernández, 2015; 

Shamandi et al., 2015; Iki 

et al., 2017; Zheng et al., 

2019 

Tymoviridae, 

Tymovirus 

Turnip yellow 

mosaic virus 
P69 

Dérégulation 

de DCL1  
non 

Chen et al., 2004; 

Shamandi et al., 2015  

Potyviridae, 

Potyvirus 

Turnip mosaic 

virus 

P1/HC-Pro 

et VPg 

Séquestration 

des siRNAs et 

dérégulation 

de différents 

acteurs du 

RNAi et du 

protéasome 

oui 

Carrington and Herndon, 

1992; Kasschau and 

Carrington, 1998; 

Anandalakshmi et al., 

1998; Kasschau et al., 

2003; Chapman et al., 

2004; Ballut et al., 2005; 

Garcia-ruiz et al., 2010; 

Garcia-Ruiz et al., 2015; 

Shamandi et al., 2015;  

Ivanov et al., 2016; 

Cheng and Wang, 2017; 

Hafrén et al., 2018 

Bromoviridae, 

Cucumovirus 

Cucumber mosaic 

virus 
2b 

Séquestration 

des siRNAs, 

fixation sur 

AGO1 et 

AGO4 et 

dérégulations 

des AGOs et 

de DCL1 

oui 

Li et al., 1999; Zhang et 

al., 2006; Goto et al., 

2007; Diaz-Pendon et al., 

2007; Lewsey et al., 

2007; Ye et al., 2009; 

Duan et al., 2012; 

González et al., 2012; 

Hamera et al., 2012; 

Várallyay and Havelda, 

2013; Feng et al., 2013; 

Nemes et al., 2014; 

Shamandi et al., 2015 
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Figure 8 : Effet de la mutation et de la sur-expression de RTL1 sur l'infection du TuMV 
16 plantes par génotype sont infectées avec le TuMV 4 semaines post-germination en jours courts. a) Les photos 

sont prises 4 semaines post-infection et une plante représentative par génotype est présentée. b) 2 feuilles par 

plante et par génotype (16 plantes en tout) infectées avec le TuMV sont prélevées 1 semaine (7 dpi), 2 semaine 

(14 dpi) et 3 semaine (21 dpi) après infection. Un northern blot HMW est effectué à partir de l’extraction des 

grands RNAs génomiques (gRNAs). Une sonde correspondant à l’ORF de la COAT PROTEIN (CP) du TuMV est 

marquée au P32 et hybridée. Le loading correspond à la migration des RNAs sur gel d’agarose révélé à l’EtBr. A 

noter que le puit dcl2/4 à 7dpi est smireux. c) L’intensité de la bande correspondant à la CP est quantifiée sur 

ImageJ et relativisée à l’intensité de la bande du point Col/WT crispr pour chaque semaine de cinétique. 
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I] Pourquoi certains virus inhibent-ils 
RTL1 ? 
 

1) Analyse du rôle de RTL1 dans l’infection par le TuMV 
 

Pour expliquer que certains VSR comme HC-Pro, P38 et 2b inhibent l’activité de RTL1, nous 

avons fait l’hypothèse que RTL1 pouvait cibler les dsRNAs viraux des virus correspondants. 

Pour réussir leur infection, ces derniers auraient donc évolué de manière à inhiber non 

seulement les composants du PTGS anti-viral mais également RTL1. Afin de tester la première 

partie de cette hypothèse, le Turnip mosaic virus (TuMV) dont le VSR HC-Pro inhibe 

totalement le PTGS et RTL1 a été choisi comme modèle. Le TuMV est un virus à RNA simple 

brin positif de la famille des Potyviridae, genre Potyvirus. Les Potyvirus, qui constituent un 

tiers des phytovirus recensés, sont transmis de manière non-persistante par les pucerons à une 

large gamme de plantes dicotylédones et monocotylédones, dont les Brassicacées et la plante 

modèle Arabidopsis thaliana (Revers and García, 2015). Ils induisent des symptômes 

caractéristiques de mosaïques claires, de crispation des feuilles et des fruits, et sont responsables 

de pertes en rendement et qualité des cultures considérables. 

Quatre semaines après l’inoculation du TuMV, on ne constate pas de différence dans la force 

des symptômes entre les mutants rtl1 (rtl1-sail et rtl1-crispr) et les lignées isogéniques 

sauvages associées (Col/WT sail et Col/WT crispr) (Figure 8a). Les plantes surexprimant RTL1 

ne semblent pas non plus hypersensibles à l’infection par le TuMV, contrairement au double 

mutant dcl2/4 qui présentent une sénescence des feuilles précoces très marquée (Figure 8a). 

Nous avons donc suivi sur 3 semaines l’accumulation des grands RNAs issus du TuMV dans 

ces différents fonds génétiques (Figure 8b). On constate que lors de la première semaine 

d’infection, les grands RNAs viraux s’accumulent plus fortement dans la lignée RTL1 et le 

double mutant dcl2/4 que chez les plantes sauvages et mutées pour RTL1 infectées par le TuMV 

(Figure 8b et c). Cela confirme que les protéines DCL4 et DCL2 sont importantes dans la 

restriction de l’infection TuMV (Garcia-Ruiz et al., 2010) et met en lumière leur rôle 

prépondérant dans le stade précoce de l’infection. Garcia-Ruiz et al. observent par ailleurs que 

la COAT PROTEIN (CP) d’une version taggée -GFP du TuMV s’accumule plus fortement 

chez les mutants dcl2/4 dans les feuilles inoculées mais pas dans les feuilles caulinaires et les 

inflorescences par rapport aux plantes sauvages infectées (Garcia-Ruiz et al., 2010). Cela  
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suggère également que l’activité de RTL1 n’est pas inhibée par le TuMV dans le stade précoce 

de l’infection et qu’elle est favorable à l’infection, probablement en agissant sur les dsRNAs 

viraux non nécessaires à la réplication virale en amont de l’action des DCLs, gênant en 

conséquence la mise en place du RNAi. Nous ne pouvons d’ailleurs pas exclure que 

l’accumulation accrue de grands RNAs viraux chez les mutants dcl2/4 lors de la première 

semaine d’infection soit renforcée par l’induction de l’expression de RTL1 par le TuMV.  

 

Cependant, cet effet s’estompe pendant les deuxièmse et troisièmes semaines post-infection, et 

si le mutant rtl1-crispr accumule plus de grands RNAs viraux que la lignée isogénique sauvage       

associée, ce n’est pas le cas du mutant rtl1-sail (Figure 8b et c). Il semble donc que la mutation 

rtl1 n’a pas d’effet dramatique sur l’infection par le TuMV. De plus, les mutants dcl2/4 pourtant 

très affectés au niveau des symptômes n’accumulent pas plus de grands RNAs viraux en 

deuxième et troisième semaine post-infection par rapport aux plantes sauvages infectées 

(Figure 8). Etant donné l’implication de DCL2 et DCL4 dans le RNAi anti-viral, il est 

vraisemblable que leur action est inhibée directement ou indirectement par le TuMV dans les 

stades tardifs de l’infection (Valli et al., 2018; Garcia-Ruiz et al., 2010). L’hypothèse la plus 

simple est donc que le VSR HC-Pro du TuMV inhibe différents facteurs du PTGS - dont 

potentiellement DCL2 et DCL4 (Valli et al., 2017 ; Tableau 1) - puis inhibe RTL1 à partir de 

la deuxième semaine d’infection. De ce fait, à terme, l’absence ou la sur-expression de RTL1 

n’affecte pas l’infection par le TuMV. La question du rôle de l’inhibition de RTL1 par HC-Pro 

reste donc entière. 

 

2) Rôle de RTL1 dans l’infection par un TuMV délété de 
son VSR 

 

Afin de déterminer pourquoi le VSR du TuMV était capable d’inhiber l’activité RTL1, nous 

avons décidé d’utiliser un TuMV délété de son VSR afin de déterminer si RTL1 pouvait cliver 

les dsRNAs produits par le TuMV et empêcher l’infection. Il a été montré que la mutation AS9 

dans la séquence de HC-Pro empêche la propagation systémique du virus en fond WT car ce 

virus dépourvu de VSR fonctionnel est ciblé par le PTGS. En revanche, le virus muté TuMV-

AS9 peut se propager en fond mutant dcl2dcl3dcl4 (dcl2/3/4) (Garcia-Ruiz et al., 2015, 2010). 

L’équipe de Jim Carrington avait réalisée deux constructions : i) p35S:TuMV-GFP permettant  



70 
 

  



71 
 

d’exprimer le génome du TuMV sous le contrôle du promoteur 35S fusionné à la protéine 

fluorescence GFP (TuMV-GFP) et ii) p35S:TuMV-AS9-GFP permettant d’exprimer le génome 

du TuMV muté dans son VSR fusionné à la GFP (Kasschau et al., 1997; Garcia-Ruiz et al., 

2010). Pour aller plus loin, l’équipe d’Olivier Voinnet à l’ETH de Zurich a construit des 

transgènes OE-TuMV-GFP et OE-TuMV-AS9-GFP où le p35S a été remplacé par un système 

inductible par l’œstradiol (OE) (Brand et al., 2006 ; données de Rajeswaran Rajendran non 

publiées). Ces constructions ont été introduites dans des Arabidopsis sauvages ou des mutants 

dcl2/3/4. La fusion avec la GFP permet de suivre la propagation du virus après induction de 

l’infection par l’œstradiol (OE).  
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Figure 10 : RTL1 bloque l’accumulation des ARNs issus TuMV délété de son VSR 
Les plantes sont récoltées 4 semaines après repiquage. Les grands RNAs sont extraits et analysés par northern 
blot HMW. La révélation est faite avec une sonde GFP radioactive marquée au P32. Le génotype du greffon est 
indiqué avant « // », celui du porte-greffe après « // » : greffon//porte-greffe. Les plantes traitées à l’œstradiol 
sont indiquées par « +OE ». Le loading correspond à la migration des RNAs sur gel d’agarose révélé à l’EtBr. 

Figure 9 : RTL1 bloque la propagation du TuMV délété de son VSR 
Les photos sont prises 3 semaines après le repiquage en chambre de culture en jours courts avec et sans 
exposition à une lampe UVA. Le génotype du greffon est indiqué avant « // », celui du porte-greffe après « // » : 
greffon//porte-greffe. Les plantes traitées à l’œstradiol sont indiquées par « +OE ». On observe un signal GFP 
(bleu clair) correspondant à une propagation du TuMV-GFP et du TuMV-AS9-GFP respectivement chez les 
plantes Col TuMV-GFP et dcl2/3/4 TuMV-AS9-GFP traitées à l’OE. 
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Chez la lignée OE-TuMV-GFP Col (désignée par Col TuMV-GFP) traitée à l’œstradiol on 

observe en effet un signal GFP fort dans les feuilles et plus particulièrement dans les nervures 

par rapport aux plantes non traitées (Figure 9). Ceci confirme que le protocole d’induction 

fonctionne et permet de visualiser la propagation du OE-TuMV-GFP. De même, chez la lignée 

OE-TuMV-AS9-GFP dcl2dcl3dcl4 (désignée par dcl2/3/4 TuMV-AS9-GFP) traitée à l’œstradiol 

on observe un signal GFP dans les feuilles contrairement aux plantes non traitées (Figure 9). Il 

faut noter toutefois qu’une accumulation non négligeable de GFP est observée chez les plantes 

OE-TuMV-GFP Col non traitées à l’œstradiol, suggérant une fuite d’expression possible de la 

construction dans cette lignée. 

Afin d’étudier l’effet de RTL1 sur un TuMV dépourvu de VSR actif, nous avons d’abord greffé 

des plantes sauvages (Col) ou p35S:RTL1-myc (RTL1) sur un porte greffe OE-TuMV-AS9-GFP 

dcl2/3/4. Dans les deux types de greffons, aucun signal GFP n’est visible dans les feuilles, 

indiquant que la propagation du TuMV-AS9-GFP est bloquée. Ces résultats sont appuyés par 

l’analyse de l’accumulation grands RNAs viraux (Figure 10). En effet, on observe une forte 

accumulation des RNAs GFP chez les plantes témoins OE-TuMV-GFP Col et OE-TuMV-AS9-

GFP dcl2/3/4 traitées à l’œstradiol, mais pas dans les greffons Col et RTL1 greffés sur des 

porte-greffes OE-TuMV-AS9-GFP dcl2/3/4 traitées à l’œstradiol.  

L’absence de TuMV-AS9-GFP dans le greffon Col greffé sur un porte-greffe OE-TuMV-AS9-

GFP dcl2/3/4 traités à l’œstradiol s’explique par un PTGS actif chez Col (Figure 9 et Figure 

10). En revanche, dans le greffon RTL1 greffé sur un porte-greffe OE-TuMV-AS9-GFP 

dcl2dcl3dcl4 traités à l’œstradiol, le PTGS n’est pas actif puisqu’il est inhibé par l’expression 

forte de RTL1 (Shamandi et al., 2015 ; Figure 9 et Figure 10). L’absence de TuMV-AS9-GFP 

dans ces greffons pourrait donc s’expliquer un clivage des dsRNAs viraux par RTL1.  
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Figure 11 : Le TuMV-AS9-GFP est capable de se propager du porte-greffe au greffon dcl2/dcl4 
Les photos sont prises 3 semaines après le repiquage en chambre de culture en jours courts avec et sans 
exposition à une lampe UVA. On observe un signal GFP (vert clair) correspondant à une propagation du TuMV-
AS9-GFP dans les feuilles des plantes témoins non greffées dcl2/3/4 TuMV-AS9-GFP et dans les feuilles des 
greffes dcl2-Kas1/dcl4-5 // dcl2/3/4 TuMV-AS9-GFP et les greffes dcl2-1/dcl2-2C  // dcl2/3/4 TuMV-AS9-GFP 
traitées à l’OE. Nomenclature : « greffon »// »porte-greffe », « +OE » : traitement à l’œstradiol  
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Ces résultats sont en faveur de notre hypothèse de départ, mais devront être validés. Dans un 

premier temps, nous avons décidé de produire des plantes p35S:RTL1-myc dcl2dcl4 (RTL1 

dcl2/4) et de les greffer sur un porte-greffe OE-TuMV-AS9-GFP dcl2dcl3dcl4 traité à 

l’œstradiol, les témoins étant des plantes dcl2dcl4 greffées sur un porte-greffe OE-TuMV-AS9-

GFP dcl2/3/4 traité à l’œstradiol. Le passage du TuMV par la greffe a d’abord été validé en 

greffant les double mutants dcl2-Kas1/dcl4-5 (Dunoyer et al., 2005; Parent et al., 2015a; 

Taochy et al., 2017) et dcl2-1/dcl4-2 ( Xie et al., 2004, 2005; Deleris et al., 2006), puisque l’on 

sait que le TuMV-AS9-GFP est capable de se propager en fond dcl2-1/dcl4-2 (Garcia-Ruiz et 

al., 2010). On observe un signal GFP fort dans les feuilles, et en particulier dans les nervures, 

des greffons dcl2-Kas1/dcl4-5 et dcl2-1/dcl4-2 greffés sur le porte-greffe OE-TuMV-AS9-GFP 

dcl2/3/4 traités à l’œstradiol (Figure 11), indiquant un passage du TuMV par la greffe. Des 

plantes RTL1 dcl2/4 générées à partir des allèles dcl2-Kas1/dcl4-5 ont été obtenues, et seront 

greffées pour tester notre hypothèse.  

Une seconde validation sera effectuée en utilisant des plantes OE-TuMV-AS9-GFP p35S:RTL1-

myc dcl2dcl4. Ces plantes, et les témoins isogéniques OE-TuMV-AS9-GFP dcl2dcl4, seront 

directement traitées à l’œstradiol afin de déterminer si RTL1 est capable d’inhiber la réplication 

du TuMV en l’absence de son VSR. Les plantes OE-TuMV-AS9-GFP p35S:RTL1-myc dcl2dcl4 

générées à partir des allèles dcl2-Kas1/dcl4-5 sont en cours d’obtention et seront testées dès 

que possible. 
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II] Pourquoi certains virus n’inhibent-ils 
pas RTL1 et comment réussissent-ils leur 
infection ?  
  

Nos résultats suggèrent que les virus dont les RNAs sont sensibles à la fois au PTGS et à RTL1 

ont besoin d’exprimer un VSR capable d’inhiber PTGS et RTL1 pour réussir leur infection. 

Cependant, il existe des virus n’inhibant pas (ou peu) le PTGS et RTL1, et qui restent pourtant 

capables d’infecter leur hôte et d’induire des symptômes. Afin de mieux comprendre le 

fonctionnement de ces virus, nous avons choisi le TYMV comme modèle. 

Le Turnip yellow mosaic virus (TYMV) est un phytovirus à RNA simple brin (ssRNA) à 

polarité positive de la famille des Tymoviridae, espèce modèle du genre Tymovirus. En Europe 

ce sont les plantes du genre Brassica, dont la plante modèle Arabidopsis thaliana fait partie, 

qui constituent ses hôtes de prédilection (Suzuki and Haselkorn, 1968; Matthews, 1981). Lors 

de l’infection par le TYMV, la protéine virale 140K est adressée à la membrane externe des 

chloroplastes, entraînant un réarrangement de la membrane externe en invaginations (Moriceau 

et al., 2017) et le recrutement des protéines du complexe viral de réplication, dont la RdRP 

virale 66K (Prod’homme et al., 2003). Le TYMV produit aussi une protéine de mouvement 

appelée P69, qui est essentielle au mouvement de cellule à cellule du TYMV (Bozarth et al., 

1992). Son expression in planta suffit à induire les symptômes de mosaïques jaunes des feuilles 

caractéristiques de l’infection par ce virus, notamment par son interaction avec les protéines 

GOLDEN-LIKE 1 et 2 nécessaires à la synthèse de la chlorophylle (Ni et al., 2017). La protéine 

P69 est considérée comme un VSR. Toutefois, son effet est extrêmement faible car il n’inhibe 

pas l’IR-PTGS et a un faible effet sur le S-PTGS (Chen et al., 2004 ; Tableau 1). De plus, ni 

l’infection par le TYMV, ni l’expression de P69 n’inhibent l’activité de RTL1 (Shamandi et 

al., 2015 ; Tableau 1). En revanche, la surexpression de RTL1 chez des plantes d’Arabidopsis 

transgéniques entraîne une aggravation des symptômes induits par le TYMV (Shamandi et al., 

2015). La relation particulière qui se dégage entre le TYMV et RTL1 en fait un virus modèle 

particulièrement intéressant pour comprendre le rôle de RTL1 dans l’infection des virus sans 

VSR ou à VSR ayant un faible effet sur le PTGS. 
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Figure 12 : Symptômes provoquées par le TCV et le TYMV sur des Arabidopsis sauvages  
Les plantes cultivées en jours longs sont infectées 7 jours post-germination par le Turnip crinckle virus (TCV) et 
le Turnip yellow mosaic virus (TYMV) et sont photographiées 14 et 21 jours post-inoculation (jpi). Les plantes 
témoins « MOCK » ne sont pas infectées. 

Figure 13 : Symptômes provoqués par le TYMV sur différents mutants du RNAi 
Les plantes d’A. thaliana sauvages et mutantes sont cultivées en jours courts et infectées par le TYMV 1 mois 
post-germination. 16 plantes par génotype sont suivies et les photos sont prises 1 mois post-inoculation. Une 
plante représentative des symptômes est présentée par génotype. Les allèles suivants en fond Col sont utilisés : 
rtl1-sail, rtl1-crispr (décrits par la suite), 35S:RTL1-myc (RTL1), ago1-27 (ago1), ago2-3 (ago2), ago1-27/ago2-3 
(ago1/ago2) dcl2-4 (dcl2), dcl4-2C (dcl4), dcl2-4/dcl4-2C (dcl2/dcl4), rdr1, rdr6 et rdr1/rdr6. 
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1)  Caractérisation du PTGS anti-viral limitant la 
prolifération du TYMV 

 

L’infection de plantes sauvages d’Arabidopsis par le TYMV n’induit pas de symptômes forts 

contrairement aux plantes sauvages infectées avec le Turnip crinckle virus (TCV), dont le VSR 

inhibe S-PTGS et IR-PTGS suggérant la mise en place d’un PTGS anti-TYMV relativement 

efficace (Figure 12). Par ailleurs, la surexpression de RTL1 chez des plantes d’Arabidopsis 

transgéniques entraîne une aggravation des symptômes induits par le TYMV, 

vraisemblablement parce que RTL1 inhibe ce PTGS anti-viral en empêchant la production de 

siRNAs dirigés contre le virus (Shamandi et al., 2015). A ce jour, le PTGS anti-viral mis en 

place pour lutter contre le TYMV n’a pas été totalement élucidé. Une étude montre une 

implication de DCL4 et DRB4 dans la défense anti-TYMV puisque les mutants dcl4 et drb4 

montrent des symptômes aggravés et l’accumulation de deux fois plus de RNAs viraux par 

rapport aux plantes sauvages infectées (Jakubiec et al., 2012). Des études plus systématiques 

menées sur le Cucumber mosaic virus (CMV) et le Turnip mosaic virus (TuMV) ont montré 

une action redondante de RDR1 et RDR6, de DCL2 et DCL4, et de AGO1 et AGO2, les doubles 

mutants rdr1/rdr6, dcl2/dcl4 et ago1/ago2 étant plus sensibles et accumulant beaucoup plus de 

RNAs viraux que les simples mutants (Wang et al., 2010, 2011; Garcia-Ruiz et al., 2015, 2010). 

Nous avons donc analysé les symptômes et l’accumulation des grands et petits RNAs viraux 

chez une série de simples et doubles mutants impliquant rdr1, rdr6, dcl2, dcl4, ago1 et ago2.  

Confirmant les résultats publiés par Jakubiec et al., 2012, on constate une hypersensibilité des 

mutants dcl4 à l’infection par le TYMV, avec des symptômes de crispation des feuilles, de 

jaunissement, de senescence et de croissance réduite aggravés par rapport aux plantes sauvages 

infectées (Figure 13). En revanche, chez le mutant dcl2 les symptômes du TYMV sont 

similaires à ceux des plantes sauvages infectées. De plus, chez le double mutant dcl2/dcl4 les 

symptômes sont aussi forts que chez les simples mutants dcl4, suggérant que DCL2 ne 

contribue pas au PTGS anti-viral dirigé contre le TYMV. Chez les simples mutants ago1 et 

ago2 on observe des symptômes plus forts que ceux des plantes sauvages infectées, suggérant 

que AGO1 et AGO2 participent au PTGS anti-viral dirigé contre le TYMV. Chez le double 

mutant ago1/ago2, les symptômes sont encore plus forts, suggérant que AGO1 et AGO2 

participent de manière non-redondante. Enfin, les symptômes observés chez les mutants 

d’amplification du PTGS rdr1, rdr6 et rdr1/rdr6 sont similaires à ceux des plantes sauvages,  
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Figure 14 : Analyse de l’accumulation des siRNAs et mRNAs viraux chez les mutants du RNAi infectés 
par le TYMV 

a et b) Les siRNAs et RNAs viraux subgénomiques (sgRNAs) d’un pool de 16 plantes infectées par le TYMV sont 
analysés par northern blot LMW (a) et HMW (b). Une sonde correspondant à l’ORF subgénomique de la COAT 
PROTEIN (CP) du TYMV est utilisée pour la détection par marquage radioactif au P32. Le loading correspond à la 
migration des RNAs sur gel d’acrylamide (LMW, a) et d’agarose (HMW, b) révélé à l’EtBr. c) La quantification du 
sgRNA du TYMV est calculée à partir du northern HMW à l’aide du logiciel ImageJ et relativisée aux plantes 
sauvages Col infectées par le TYMV. 

 

 

Figure 15 : Le TYMV s’accumule plus chez les mutants du  RNAi hypersensibles à l’infection 
L’accumulation du génome du TYMV est déterminée par RT-qPCR sur l’ORF P69 5 à 6 semaines post-inoculation 
sur un pool de 16 plantes infectées par le TYMV. Les valeurs sont relativisées par rapport à celles des plantes Col 
infectées par le TYMV. 
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suggérant que les facteurs d’amplification du PTGS ne semblent pas impliqués dans le PTGS 

anti-viral dirigé contre le TYMV ou que leur action est inhibée par le TYMV. Cependant, 

l’étude des symptômes n’étant pas suffisante pour caractériser strictement les acteurs du PTGS 

anti-TYMV, l’accumulation des siRNAs viraux issus du TYMV et des RNAs viraux est 

analysée. 

En cohérence avec l’analyse des symptômes, on observe une accumulation accrue des mRNAs 

viraux de l’ORF de la COAT PROTEIN (CP) du TYMV chez les simples et doubles mutants 

ago2, ago1/ago2, dcl4 et dcl2/dcl4 par rapport aux plantes sauvages infectées (Figure 14b et 

c). Cependant chez le mutant ago1 la corrélation entre la force des symptômes et l’accumulation 

des mRNAs viraux n’est pas établie : en effet, on observe une diminution de l’accumulation 

des siRNAs et des mRNAs viraux de la CP du TYMV par rapport aux plantes sauvages 

infectées (Figure 14). Toutefois, des données de RT-qPCR sur l’ORF P69 du TYMV montrent 

une accumulation 7 fois plus forte de l’ARN génomique du TYMV (gRNA) chez les mutants 

ago1 par rapport aux plantes sauvages infectées ainsi qu’une accumulation plus forte du gRNA 

chez les mutants ago2, ago1/ago2, dcl4 et dcl2/dcl4 (Figure 15).  De plus, on observe une 

accumulation plus faible des siRNAs issus de la CP du TYMV chez les mutants ago1, ago2, 

ago1/ago2, dcl4 et dcl2/dcl4 (Figure 14a). Ces résultats confirment l’implication de AGO1, 

AGO2 et DCL4 dans le PTGS anti-viral dirigé contre le TYMV. Enfin, on observe chez le 

mutant rdr1 une accumulation des siRNAs du TYMV légèrement plus forte et une 

accumulation des mRNAs du TYMV légèrement plus faible que chez les plantes sauvages, 

tandis que l’inverse est observé chez le mutant rdr6 (accumulation légèrement plus faible des 

siRNAs et accumulation des mRNAs du TYMV légèrement plus forte que chez les plantes 

sauvages ; Figure 14). Ces effets sont annulés chez le double mutant rdr1/rdr6, suggérant une 

légère implication de RDR6 dans le PTGS anti-viral dirigé contre le TYMV, et une compétition 

de substrat entre RDR1 et RDR6. 

L’absence de différence flagrante dans la sévérité des symptômes et l’accumulation des siRNAs 

et grands RNAs du TYMV chez les mutants dcl2, rdr1 et rdr6 par rapport aux plantes sauvages 

suggère soit que DCL2, RDR1 et RDR6 ne participent pas au PTGS anti-viral dirigé contre le 

TYMV, soit que leur activité est inhibée par le TYMV chez les plantes sauvages infectées. 

Etant donné que DCL2 et RDR6 sont nécessaires à l’étape d’amplification du S-PTGS mais pas  
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Figure 16 : Structure de l’insertion T-DNA des lignées transgéniques p35S:GUS et p35S:hpGUS 
utilisées  
a) insertion T-DNA des lignées 6b4, L1 et Hc1. La séquence codante du gène bactérien E. coli UIDA (GUS) est sous 
le contrôle du promoteur 35S du Cauliflower mosaic virus (p35S) et du terminateur de la petite sous-unité de la 
RIBULOSE BISPHOSPHATE CARBOXYLASE du pois P. sativum (tRbsC). Le gène de résistance bactérien E. Coli NPTII 
(NPT) est sous le contrôle du promoteur et terminateur bactérien NOPALINE SYNTHASE (NOS). b) insertion T-
DNA de la lignée 6b4/306. La séquence codante du gène GUS est répétée et inversée de manière à ce que 558 
pb en 3’ forment une structure en tête d’épingle (hpGUS) avec la partie 5’. Une délétion interne de 231 pb est 
présente. La construction hpGUS est sous le contrôle du promoteur 35S et du terminateur d’Agrobacterium 
TUMOR MORPHOLOGY tm1’.  

Figure 17 : Probabilité de déclenchement de silencing chez les lignées transgéniques p35S:GUS et 
p35S:hpGUS sauvages et mutantes utilisées 
La lignée 6b4 exprime le transgène p35S:GUS de manière stable et 0% des plantes déclenchent le silencing du 
transgène. La lignée 6b4/306 porte un transgène p35S:hpGUS et 100% des plantes déclenchent le silencing du 
transgène. Les lignées mutées pour les gènes du RQC XRN4, SKI3 et VCS en fond 6b4 déclenchent le silencing du 
transgène quasiment à 100%. C’est également le cas de la lignée L1 où le transgène p35S:GUS n’est pas exprimé 
de manière stable. Une mutation dans le gène RDR6 chez L1 bloque le silencing du transgène dans 100% des 
plantes. Les plantes de la lignées Hc1 expriment de manière stable le transgène p35S:GUS dans 80% des cas et 
déclenchent le silencing du transgène dans 20% des cas. 
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à l‘IR-PTGS, nous avons infecté par le TYMV des lignées transgéniques portant des transgènes 

silencés par S-PTGS ou IR-PTGS afin de trancher entre ces deux hypothèses. 

2) Caractérisation de l’effet du TYMV sur le PTGS 
transgénique 

 

Les symptômes faibles observés sur des plantes sauvages infectées par le TYMV suggèrent que 

le PTGS anti-viral limite la prolifération du virus (Figure 12). Toutefois, ces plantes 

n’éliminent pas le virus, suggérant que le virus exprime un VSR capable de contrecarrer 

partiellement le PTGS anti-viral. Afin de tester cette hypothèse, différentes lignées 

transgéniques ont été infectées par le TYMV. 

La lignée L1 porte deux copies en Inverse Repeat (IR) d’un T-DNA comportant le transgène 

p35S:GUS-tRbcS. A chaque génération, le S-PTGS se met en place spontanément très tôt au 

cours du développement. Ainsi, 5 jours après germination, il ne reste dans la plante L1 que 10% 

de l’activité GUS présente dans une plante L1/rdr6 chez laquelle le S-PTGS est bloqué par la 

mutation rdr6 (Elmayan et al., 1998). A 11 jours, il ne reste chez L1 plus que 3% de l’activité 

GUS présente dans L1/rdr6, et au-delà de 18 jours moins de 1% (Elmayan et al., 1998). La 

lignée 6b4 porte une seule copie du même T-DNA portant le transgène p35S:GUS-tRbcS mais 

ne déclenche jamais le S-PTGS spontanément et l’activité GUS est la même dans les plantes 

6b4 et 6b4/rdr6 (Parent et al., 2015b). 

Les lignées 6b4 et L1 produisent toutes les deux un RNA issu de la transcription permissive ou 

« readthrough » du transgène pNOS:NPT-tNOS à travers le terminateur bactérien tNOS, qui se 

prolonge dans le transgène p35S:GUS-tRbcS (Parent et al., 2015 ; Figure 16a) . Après clivage 

du transcrit NPT-SUG au site de polyadénylation du terminateur tNOS, deux RNAs sont 

produits : un mRNA NPT coiffé (« cappé ») et polyadénylé, traduit en une protéine conférant 

la résistance à la kanamycine, et un RNA SUG non cappé. Aucun RNA readthrough GUS-TPN 

n’est produit par le transgène p35S:GUS-tRbcS qui utilise le terminateur de plante tRbcS plus 

efficace que le terminateur bactérien tNOS. La transcription des transgènes pNOS:NPT-tNOS 

et p35S:GUS-tRbcS est plus forte au locus L1 qu’au locus 6b4. Ceci a été mis en évidence par 

des expériences de run-on (Elmayan et al., 1998), par RT-qPCR en fond rdr6 (Parent et al., 

2015b), en comparant le niveau de résistance à la kanamycine apporté par le transgène 

pNOS:NPT-tNOS des deux lignées (Parent et al., 2015b) et le niveau d’activité GUS des lignées 

6b4 et L1/rdr6 (Figure 18). La quantité de RNAs aberrants SUG non cappés est par conséquent  
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Figure 18 : L’infection par le TYMV lève le silencing du transgène chez les lignées 6b4/xrn4, a un faible 
effet chez L1 et aucun chez 6b4/306 
16 plantes/conditions/génotypes sont infectées 7 jours post-germination et sont analysées en jours longs. 
L’activité GUS est mesurée en unité de fluorescence par µg de protéine totale par minute 7, 14 et 21 jours post-
inoculation (jpi) par le TCV et le TYMV. Les moyennes de l’activité GUS des 16 plantes/génotypes sont 
représentées et les barres d’erreur correspondent aux écart-types. 
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plus grande chez L1 que chez 6b4 (Parent et al., 2015b) et échappe en partie à la dégradation 

par le RNA Quality Control (RQC), ce qui entraîne vraisemblablement le 

déclenchementspontané du S-PTGS chez L1 (Figure 17). En faveur de cette hypothèse, des 

mutations dans le RQC, par exemple xrn4, conduisent à une augmentation de la quantité de 

RNAs aberrants SUG non cappés chez 6b4, et un déclenchement spontanément du S-PTGS de 

6b4 (Parent et al., 2015b). 

Enfin, la lignée 6b4/306 est issue d’un croisement entre la lignée 6b4 et la lignée 306 qui porte 

un transgène p35S:hpGUS constitué de la séquence du gène GUS délétée en interne de 231 pb 

(séquence GS) suivie des 538 premières bp de GUS (séquence G) en orientation inverse  (Béclin 

et al., 2002 ; Figure 16b). Ce transgène p35S:hpGUS produit donc un dsRNA directement 

transformé en siRNA par les DCLs sans intervention des RDRs. Dans la lignée 6b4/306, on 

observe donc un IR-PTGS du transgène p35S:GUS-tRbcS de 6b4 induit en trans par le locus 

306 sans intervention des RDRs (Béclin et al., 2002 ; Figure 17). 

Nous avons donc infecté les lignées L1, 6b4/xrn4 et 6b4/306 avec le TYMV et comparé leur 

activité GUS à celle de plantes témoins non silencées L1/rdr6 et 6b4 infectées par le même 

virus. Nous avons également infecté ces lignées par le Turnip crinckle virus (TCV) qui exprime 

un VSR dont l’effet sur le S-PTGS et sur l’IR-PTGS a déjà été décrit (Mourrain et al., 2000; 

Béclin et al., 2002 ; Tableau 1).  

Sur la Figure 12, on constate chez les plantes d’Arabidopsis thaliana non inoculées (mock) un 

développement végétatif normal (a, d). Ce n’est pas le cas des plantes inoculées où l’infection 

a considérablement affecté la croissance des plantes et retardé la floraison (b, c, e, f). Pour 

l’infection au TCV la présence de nécroses est observée dès la deuxième semaine post-

inoculation (b). Cet état empire à la troisième semaine post-inoculation et seules certaines 

plantes réussissent à fleurir, sans toutefois développer de hampe florale (e). L’effet du TYMV 

sur le développement de la plante est moins fort et l’on voit apparaître un jaunissement des 

feuilles dès la seconde semaine d’infection (c). On voit à la troisième semaine le développement 

de hampes florales (f), mais plus petites que chez les plantes mock. Les plantes sont donc 

beaucoup plus sensibles au TCV qu’au TYMV. Ces résultats ont été observés chez tous les 

génotypes testés, soit 6b4, 6b4/306, 6b4/xrn4, L1 et L1/rdr6. 

Chez L1 (Figure 18d), le S-PTGS conduit à une absence totale d’activité GUS (plantes mock). 

Une levée progressive du silencing est observée chez les plantes L1 infectées par le TCV en  
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Figure 19 :  L’infection par le TYMV lève le silencing de 6b4 uniquement en fond RQC-déficient 

16 plantes/conditions/génotype sont infectées avec le TYMV 7 jours post-germination et sont analysées en jours 
longs. L’activité GUS est mesurée à 15 et/ou 22 jours post-inoculation (jpi) par le TYMV et est exprimée en unité 
de fluorescence/µg de protéine/minute. Les moyennes de l’activité GUS des 16 plantes/génotypes sont 
représentées et les barres d’erreur correspondent aux écart-types. 
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accord avec ce qui a déjà été publié (Mourrain et al., 2000). L’activité des plantes L1 infectées 

par le TYMV reste quant à elle très inférieure à celle des plantes L1/rdr6 (Figure 18c), 

indiquant que l’effet du TYMV sur le S-PTGS de L1 est très faible. En revanche, les plantes 

6b4/xrn4 infectées par le TYMV (Figure 18b) montrent une levée de silencing aussi importante 

que les plantes 6b4/xrn4 infectées par le TCV, indiquant que le TYMV inhibe le S-PTGS de 

6b4 induit par la mutation xrn4 aussi efficacement que le TCV. 

Chez 6b4/306 (Figure 18e), l’IR-PTGS conduit à une absence totale d’activité GUS (plantes 

mock). Une activité GUS est détectée chez les plantes 6b4/306 infectées par le TCV, à un niveau 

toutefois inférieur à celui détecté chez les plantes 6b4 témoins infectées par le TCV. En 

revanche, aucune activité GUS n’est détectée chez les plantes 6b4/306 infectées par le TYMV. 

Ces résultats confirment donc que l’IR-PTGS est levé par le TCV (Béclin et al., 2002) mais pas 

par le TYMV (Chen et al., 2004).  

L’expérience décrite ci-dessus ayant été réalisée en serre pendant une période de fortes chaleurs 

qui a induit une montée à fleur précoce, nous avons voulu vérifier ces résultats en conditions 

de température, de lumière et d’humidité contrôlées en chambre de culture, et nous nous 

sommes placés en conditions de jours courts afin de pouvoir mener les expérimentations sur un 

temps plus long. En raison du coût de ces chambres, seul l’effet du TYMV a été testé. Les 

résultats obtenus en chambre de culture en jours courts (Figure S1 Annexes) sont semblables 

aux résultats obtenus en serre en jours longs (Figure 18), confirmant que le TYMV a un effet 

faible sur le S-PTGS de L1, aucun sur l’IR-PTGS de 6b4/306 mais supprime le S-PTGS de 6b4 

induit dans le fond xrn4.  

Afin de savoir si l’effet fort du TYMV sur le S-PTGS de 6b4/xrn4 est spécifique d’un défaut 

de RQC ou s’il est le résultat d’un effet plus fort du TYMV sur la lignée 6b4 que sur la lignée 

L1, nous avons infecté par le TYMV les lignées 6b4/ski3 et 6b4/vcs qui déclenchent le S-PTGS 

aussi efficacement que 6b4/xrn4 (Martinez de Alba et al., 2011; Martínez de Alba et al., 2015; 

Yu et al., 2015). La protéine SUPERKILLER3 (SKI3) permet d’adresser les RNAs à dégrader 

vers l’exosome. La protéine VARICOSE (VCS) fait quant à elle partie du complexe de 

suppression de la coiffe (decapping) précédant l’action des XRNs. Les mutations ski3 et vcs 

induisent donc le S-PTGS de 6b4 par un défaut RQC, comme xrn4.  

Chez les plantes 6b4/xrn4, 6b4/ski3 et 6b4/vcs mock, aucune activité GUS n’est détectée, en  
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Figure 20  :  L’infection par le TYMV lève le silencing de la lignée L1 indépendamment des mutations 
du RQC 
16 plantes mock et 32 plantes par génotype sont infectées par le TYMV 7 jours post-germination et sont 
analysées en jours longs. L’activité GUS est mesurée 15, 26 et 29 jours post-inoculation (jpi) par le TYMV et est 
exprimée en unité de fluorescence/µg de protéine/minute. Les moyennes de l’activité GUS des 16 ou 32 
plantes/génotypes sont représentées et les barres d’erreur correspondent aux écart-types. 

Figure 21 :  L’infection par le TYMV supprime le silencing chez Hc1 

Les comptages sont effectués 4 semaines après inoculation en jours longs sur 96 plantes mock et 96 plantes 
infectées 7 jours post-germination. 
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accord avec les résultats publiés (Martínez de Alba et al., 2011; Martinez de Alba et al., 2015; 

Yu et al., 2015 ; Figure 19b, c et d). Par contre, chez les plantes 6b4/xrn4, 6b4/ski3 et 6b4/vcs 

infectées par le TYMV, on observe une levée du silencing du transgène p35S:GUS. Bien 

quel’activité GUS soit un peu inférieure chez 6b4/ski3 et 6b4/vcs par rapport à 6b4/xrn4 (Figure 

19a), on peut conclure que le TYMV est capable d’inhiber le S-PTGS induit par des mutations 

dans les gènes de RQC XRN4, SKI3 et VCS. 

 

Afin de comprendre si c’est l’absence d’un RQC fonctionnel qui permet au TYMV de lever 

efficacement le S-PTGS de 6b4, nous avons infecté les lignées L1, L1/ski3 et L1/vcs avec le 

TYMV et comparé l’activité GUS avec les lignées 6b4, 6b4/ski3-3 et 6b4/vcs-8. On observe 

aucune activité GUS chez les plantes 6b4/ski3-3 et 6b4/vcs-8 mock et une levée du silencing 

chez les plantes 6b4/ski3-3 et 6b4/vcs-8 infectées par le TYMV, sans atteindre le niveau 

d’activité GUS de 6b4 (Figure 20a, b et c). Ces résultats confirment les observations 

précédentes  (Figure 19). Chez les plantes L1, L1/ski3 et L1/vcs mock, aucune activité GUS 

n’est détectée (Figure 20d, e et f). En revanche, le TYMV inhibe le S-PTGS chez les lignées 

L1/ski3-3 et L1/vcs-8 aussi efficacement que chez la lignée L1. Il semble donc que l’effet du 

TYMV sur le S-PTGS dépende plus du locus transgénique ciblé et de son potentiel de 

déclenchement du S-PTGS que de la fonctionnalité ou non du RQC.  

Afin de tester cette hypothèse, un locus présentant une efficacité de S-PTGS intermédiaire entre 

6b4 et L1 a été utilisé. La lignée transgénique Hc1 porte le même transgène p35S:GUS que les 

lignées 6b4 et L1 mais seules 20% des plantes Hc1 déclenchent le S-PTGS du transgène à 

chaque génération (Elmayan et al., 1998 ; Figure 17). Nous avons donc infecté cette lignée 

avec le TYMV et déterminé le pourcentage de plantes silencées par S-PTGS. Comme attendu, 

on observe chez les plantes Hc1 mock 19% de plantes silencées, alors que chez les plantes Hc1 

infectées par le TYMV aucune plante n’est silencée (Figure 21). Le TYMV supprime donc le 

S-PTGS de Hc1, confirmant que le TYMV inhibe efficacement le S-PTGS de lignées faibles 

(6b4, Hc1) mais peine à supprimer le S-PTGS de lignées fortes (L1). 
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Figure 22 : L’expression de P69 in planta lève le silencing de 6b4 induit en fond RQC-déficient et n’a 
pas d’effet sur l’IR-PTGS de 6b4/306 
L’activité GUS est mesurée en unité de fluorescence/µg de protéine/min. Les analyses sont faites sur des T1 aux 
feuilles jaunes (8 T1 pour 6b4/p35S:P69, 10 pour 6b4/306/p35S :P69 et des T1 individuelles pour les autres 
génotypes) et sur 5 à 16 plantes pour les témoins non-transformés. 
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3) Caractérisation du VSR du TYMV  

 
a) Effet de l’expression de P69 in planta sur le S-PTGS et l’IR PTGS des 

transgènes et l’accumulation des ta-siRNAs endogènes 
 

La protéine P69 qui est nécessaire au mouvement de cellule à cellule du virus (Bozarth et al., 

1992) est considérée comme le VSR du TYMV (Chen et al., 2004). Afin de confirmer que P69 

est bien responsable de l’inhibition du S-PTGS provoquée par l’infection par le TYMV, les 

lignées 6b4, 6b4/ski3-3, 6b4/xnr4-5 et 6b4/306 ont été transformées avec une construction 

p35S:P69, et l’activité GUS des transformants a été déterminée. De par son interaction avec les 

protéines GOLDEN-LIKE 1 et 2 nécessaires à la synthèse de la chlorophylle, les plantes qui 

expriment correctement P69 sont facilement identifiables par la couleur jaune de leurs feuilles 

(Chen et al., 2004; Ni et al., 2017 ; Figure 23a)  

 

Chez 6b4/xrn4, 6b4/ski3 et 6b4/vcs-8, l’expression du transgène p35S:P69 conduit à une 

inhibition du S-PTGS plus forte que celle observée lors de l’infection par le TYMV (Figure 22 

comparée à la Figure 18b, Figure 19bcd et Figure 20bc). Il semble donc qu’une très forte 

expression de P69 permette une inhibition totale du S-PTGS induit chez 6b4 en fond mutant 

déficient pour le RQC. Cela montre aussi l’absence d’interférence entre les transgènes 

p35S:GUS et p35S:P69. En revanche, chez 6b4/306, l’expression du transgène p35S:P69 ne 

permet pas de retrouver une activité GUS, confirmant l’absence d’effet du TYMV sur l’IR-

PTGS (Chen et al., 2004 ; Figure 22 comparée à la Figure 18e). On peut noter que les 

transformants 6b4/p35S:P69 ont une activité GUS supérieure aux plantes témoins 6b4, ce qui 

suggère un effet de P69 sur l’expression du transgène GUS, la stabilité de la protéine GUS ou 

son activité enzymatique (Figure 22).  
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Figure 23  :  L’expression de P69 in planta induit une diminution de l’accumulation des TAS siRNAs 

a) effet de l’expression de P69 sur le développement chez Arabidopsis thaliana, b) analyse par northern blot 
LMW de l’accumulation des TAS1, TAS2, TAS3 et IR71 siRNAs. Une sonde radioactive marquée au P32 
correspondant aux siRNAs est hybridée. Le loading correspond à la migration des RNAs sur gel d’acrylamide 
révélé à l’EtBr. 
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L’absence d’effet du TYMV et du transgène p35S:P69 sur l’IR-PTGS de 6b4/306 (Figure 18e 

et Figure 22) suggère que la phase d’amplification du S-PTGS, inutile à l’IR-PTGS, pourrait 

être la cible du VSR du TYMV. Nous avons donc analysé l’accumulation des TAS siRNAs chez 

les plantes exprimant p35S:P69 car leur production dépend de RDR6, SDE5 et SGS3 qui sont 

requis pour le S-PTGS mais pas l’IR-PTGS. L’accumulation des siRNAs dérivés du double-

brin endogène IR71 est testée en témoin positif car sa production ne dépend pas de RDR6, 

SDE5 et SGS3 (Henderson et al., 2006; Dunoyer et al., 2010). 

Chez les plantes qui expriment P69 on observe une diminution de l’accumulation des ta-

siRNAs dérivés des gènes TAS1 et TAS2, et une absence des ta-siRNAs dérivés des gènes TAS3, 

tandis qu’aucune différence n’est différence n’est observée dans l’accumulation des endoIR-

siRNAs issus du double-brin IR71 par rapport aux plantes non-transformées (Figure 23b). Ces 

résultats renforcent l’hypothèse que P69 cible l’étape d’amplification du S-PTGS et pas les 

DCLs qui sont nécessaires à l’IR-PTGS et à la production des endoIR-siRNAs d’IR71 (Dunoyer 

et al., 2010). 
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Figure 24 :  L’expression de P69 n’a pas d’effet sur l’accumulation des siRNAs PDS dans la lignée JAP3  
a) insertion T-DNA en IR chez la lignée JAP3. Le gène de la PHYTOENE DESATURASE (PDS) est répété et inversé 
sous le contrôle du promoteur du gène SUCROSE SYMPORTER 2 (SUC2) et du terminateur 35S (pA35S) du CaMV. 
b) analyse par northern blot LMW de l’effet de l’expression de p35S:P69 sur l’accumulation des siRNAs PDS en 
fond JAP3. Deux lignées issues du croisements entre 6b4/p35S:P69 et JAP3 sont analysées. Une sonde radioactive 
marquée au P32 correspondant aux siRNAs PDS est hybridée. Le loading correspond à la migration des RNAs sur 
gel d’acrylamide révélé à l’EtBr. 

Figure 25 : P69 a une localisation cytoplasmique et nucléaire 

Des feuilles de Nicotiana benthamiana sont infiltrées avec de l’eau et des agrobactéries portant les constructions 
pUBQ10:P69-GFP et pUBQ1:GFP-P69. Le signal GFP (vert) et l’auto-fluorescence des chloroplastes (bleue) sont 
révélées par microscopie confocale deux jours post-agroinfiltration. Le merge correspond à la superposition des 
signaux GFP, d’auto-fluorescence et de la lumière blanche. 
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Pour confirmer l’absence d’effet de P69 sur l’IR-PTGS, nous avons testé l’effet de l’expression 

de P69 sur un autre système transgénique : JAP3 (Figure 24a). Dans cette lignée, un dsRNA 

correspondant à une partie du gène PHYOTENE DESATURASE (PDS) est produit sous le 

contrôle du promoteur du gène SUCROSE SYMPORTER 2 (SUC2) qui s’exprime 

spécifiquement dans les cellules compagnes du phloème. Le dsRNA PDS est clivé en siRNAs 

de 21-nt par DCL4 et de 24-nt par DCL3, mais seuls les siRNAs de 21-nt sont responsables du 

silencing de PDS (Smith et al., 2007; Dunoyer et al., 2007). Les siRNAs PDS sont transmis 

dans les tissus périphériques du mésophylle et entrainent la dégradation des mRNAs PDS 

endogènes nécessaires à l’accumulation de la chlorophylle, conduisant à l’apparition de 

nervures blanches (Smith et al., 2007; Dunoyer et al., 2007). Cet IR-PTGS de PDS est 

indépendant de RDR6 et SGS3 (Himber et al., 2003; Smith et al., 2007 ; données non publiées 

du laboratoire). Chez les plantes JAP3/p35S:P69, l’accumulation des siRNAs PDS de 21-nt est 

inchangée par rapport aux témoins JAP3 (Figure 24b). La production des siRNAs PDS étant 

indépendante de RDR6 et P69 n’ayant pas d’effet sur leur accumulation, l’étape d’amplification 

du S-PTGS semble donc être la cible du VSR du TYMV. 

b) Etude de la localisation de P69 in planta 
 

L’inhibition du S-PTGS par P69 pourrait s’expliquer par une inhibition de l’activité ou une 

délocalisation d’un ou plusieurs facteurs impliqués dans l’étape d’amplification du S-PTGS. 

L’introduction de la construction p35S:P69-GFP dans des protoplastes a montré une 

localisation cytoplasmique et nucléaire (Ni et al., 2017). Les protéines RDR6 et SGS3 du S-

PTGS s’accumulent au niveau de structures cytoplasmiques appelées siRNA-bodies (SB) 

(Glick et al., 2008; Elmayan et al., 2009; Kumakura et al., 2009). En condition de stress 

(chaleur, stress oxidatif, UV ou infection) où les ribosomes se mésapparient des mRNAs, des 

agrégats cytoplasmiques appelés Stress Granules (SG) se forment et colocalisent avec les SB. 

Les granules de stress sont formés de complexes de ribonucléoprotéines où les RNAs 

transcriptionnellement inactifs sont stockés (Weber et al., 2008), probablement en vue d’être 

traduits ou transférés vers les Processing-bodies (PB) où le RQC a lieu.  

Afin de déterminer plus précisément la localisation cytoplasmique de P69, des constructions 

pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:GFP-P69 ont été réalisées et d’abord testées par agro-

infiltration de feuilles de tabac. On observe une localisation nucléaire et cytoplasmique de P69 

(Figure 25), en cohérence avec les résultats déjà publiés (Ni et al., 2017).  
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Figure 26 : P69 forme des granules en condition de stress chaud et colocalise avec PAB2 (figure 1/2) 
Les signaux GFP (vert) et RFP (rouge) des racines pPAB2:PAB2-RFP (a), pUBQ10:P69-GFP (b) et pUBQ10:GFP-P69 
(c) sont analysés 5 jours post-germination par microscopie confocale en séquentiel (SP5) et objectifs x10 et x63. 
Les flèches jaunes indiquent les foci formés après stress lorsque les signaux GFP et RFP sont faibles. Le merge 
correspond à la superposition des signaux RFP ou GFP avec la lumière blanche. 
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Des transformants stables d’A. thaliana exprimant les construction pUBQ10:P69-GFP et 

pUBQ10:GFP-P69 ont été produits, et la localisation de P69 a été déterminée dans les racines 

en conditions normale ou de stress. Des plantes portant la construction pPAB2:PAB2-RFP, où 

la protéine POLYADENYLATE-BINDING 2 fusionnée à la RFP est utilisée comme marqueur 

des granules de stress (Weber et al 2008), ont été analysées en même temps. Afin d’étudier une 

éventuelle colocalisation entre P69 et les SB et/ou SG, des croisements entre les plantes 

pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:GFP-P69 et les plantes pPAB2:PAB2-RFP ont également été 

générés. Les signaux GFP et RFP des racines sont analysés par microscopie confocale avant et 

après avoir été soumis à un stress chaud d’1h à 37°C. La taille de la figure produite étant 

conséquente, les résultats sont donc présentés sur deux pages pour faciliter leur lecture (Figure 

26 et Figure 27). On observe chez le témoin PAB2-RFP avant stress un signal RFP diffus 

cytoplasmique (Figure 26a). Comme attendu, après stress chaud, on observe la formation de 

foci correspondant aux SG. Chez les plantes P69-GFP et GFP-P69, on observe avant stress un 

signal diffus cytoplasmique (Figure 26b et c), cohérent avec les résultats d’infiltration de tabac 

(Figure 25), mais pas systématiquement de signal nucléaire. Après le stress chaud, on observe 

également la formation de foci pouvant correspondre à des SB ou SG de manière plus forte chez 

les plantes P69-GFP (Figure 26b) que chez les plantes GFP-P69 (Figure 26c), suggérant que 

la fusion en N-terminal affecte l’activité de la protéine P69. Chez les croisements pUBQ10:P69-

GFP avec les plantes pPAB2:PAB2-RFP on observe après stress que les foci P69-GFP 

colocalisent avec les foci de SG de PAB2-RFP (Figure 27d). C’est également le cas d’une 

manière moins forte chez les croisements entre les plantes pUBQ10:GFP-P69 avec les plantes 

pPAB2:PAB2-RFP où les quelques foci GFP-P69 formés semblent colocaliser avec les foci 

PAB2-RFP (Figure 27e). En condition de stress les SB et SG colocalisent et ne sont pas 

distinguables, ces résultats montrent ainsi que P69 colocalise avec les SB et/ou les SG en 

condition de stress chaud. 
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(Afin de faciliter la lecture sur papier de ce manuscrit, cette page est laissée vide.) 
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Figure 27 : P69 forme des granules en condition de stress chaud et colocalise avec PAB2 (figure 2/2) 
Les signaux GFP (vert) et RFP (rouge) des racines de croisements entre pPAB2:PAB2-RFP et pUBQ10:P69-GFP (d) et 
pUBQ10:GFP-P69 (e) sont analysés 5 jours post-germination par microscopie confocale en séquentiel (SP5) et 
objectifs x10 et x63. Les flèches rouges indiquent les foci formés après stress qui colocalisent lorsque les signaux 
GFP et RFP sont faibles. Le merge correspond à la superposition des signaux RFP et GFP avec la lumière blanche. 
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Figure 28 :  P69 forme des granules en condition de stress chaud et colocalise avec SG3 (figure 1/2) 
Les signaux GFP (vert) et mCherry (rouge) des racines p35S:SG3-mCherry (a), pUBQ10:P69-GFP (b) et pUBQ10:GFP-
P69 (c) sont analysés 5 jours post-germination par microscopie confocale en séquentiel (SP5) et objectifs x10 et x63. 
Les flèches jaunes indiquent les foci formés après stress lorsque le signal GFP est faible. Le merge correspond à la 
superposition des signaux mCherry ou GFP avec la lumière blanche. 
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Pour confirmer ces résultats, les plantes d’Arabidopsis thaliana pUBQ10:P69-GFP et 

pUBQ10:GFP-P69 ont été croisées avec une lignée p35S:SGS3-mCherry qui marque les SB. 

En effet, le promoteur endogène de SGS3 est très faible, et les constructions pSGS3:SGS3-tag 

ne donnent pas de signal détectable. Les signaux GFP et mCherry des racines sont analysés par 

microscopie confocale avant et après avoir été soumis à un stress chaud d’1h à 37°C. La taille 

de la figure produite étant conséquente, les résultats sont donc aussi présentés sur deux pages 

(Figure 28 et  Figure 29). On observe chez le témoin p35S:SGS3-mCherry avant stress une 

localisation diffuse cytoplasmique de la protéine SGS3-mCherry et après stress la formation de 

foci correspondants aux SB (Figure 28a). Chez les plantes P69-GFP et GFP-P69 on observe 

comme précédemment un signal GFP diffus cytoplasmique avant stress et la formation de foci 

cytoplasmiques après stress, de manière plus forte pour P69-GFP que pour GFP-P69 (Figure 

28b et c). Chez les croisements pUBQ10:P69-GFP x p35S:SGS3-mCherry et pUBQ10:GFP-

P69 x p35S:SGS3-mCherry on observe que les agrégats formés après stress colocalisent 

(Figure 29d et e), ce qui suggère que P69 colocalise avec SGS3 et confirme que P69 colocalise 

avec les SB et/ou les SG.  

Ces analyses de colocalisation soutiennent donc l’hypothèse d’une inhibition de l’amplification 

du S-PTGS par P69. Cependant, lors d’une infection par le TYMV, l’inhibition du S-PTGS 

n’est que partielle (Figure 18, Figure 19 et Figure 20), et ne suffit pas à expliquer le succès de 

l’infection. On peut donc raisonnablement imaginer que l’activation du suppresseur endogène 

de RNAi RTL1 lors de l’infection par le TYMV (Shamandi et al., 2015) vient compléter 

l’inhibition partielle de l’amplification du S-PTGS par le VSR du TYMV P69. C’est ce que 

nous avons entrepris de tester au chapitre suivant. 
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(Afin de faciliter la lecture sur papier de ce manuscrit, cette page est laissée vide.) 
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Figure 29 : P69 forme des granules en condition de stress chaud et colocalise avec SG3  (figure 2/2) 
Les signaux GFP (vert) et mCherry (rouge) des racines de croisements entre p35S:SG3-mCherry et pUBQ10:P69-
GFP (d) et pUBQ10:GFP-P69 (e) sont analysés 5 jours post-germination par microscopie confocale en séquentiel 
(SP5) et objectifs x10 et x63. Les flèches rouges indiquent les foci formés après stress qui colocalisent lorsque les 
signaux GFP et mCherry sont faibles. Le merge correspond à la superposition des signaux RFP et GFP avec la lumière 
blanche. 
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Figure 30 : Schéma de l’insertion T-DNA dans le mutant rtl1-sail 337F04 et de la mutation CRISPR 
chez le mutant rtl1-crispr 
a) La lignée commerciale SAIL_337_F04.1 (rtl1-sail) porte un T-DNA inséré dans le premier exon du gène RTL1. 
La lignée générée par CRISPR (rtl1-crispr) porte un T entre le 25e et 26e nucléotide de la séquence codante WT 
de RTL1, entrainant un décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un codon stop dès le 12ème nucléotide. TSS 
: Transcription Start Site, TTS : Transcription Termination Site, UTR : Untranslated Region. b) Alignement de la 
séquence de RTL1 sauvage avec la séquence mutée par CRISPR avec le logiciel SerialCloner. La thymine (T) 
inserrée dans le gène RTL1 chez la lignée rtl1-crispr est indiquée en rouge ainsi que le codon Stop précoce induit. 
L’alignement est effectué sur les 100 premières paires de bases des séquences sauvage et mutée. Les acides 
aminés prédits sont indiqués au- dessus et en dessous des séquences.  
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4) Rôle de RTL1 dans l’infection par le TYMV 
 

En plus des DCLs, il existe chez la plante d’autres RNase de type III agissant sur les dsRNAs. 

L’une d’entre elle, appelée RTL1, a une expression induite lors d’infections par différents virus 

(TCV, CMV, TVCV et TYMV) et est capable de cliver les dsRNAs endogènes et exogènes 

(Shamandi et al., 2015). Si la plupart des virus testés inhibent son activité via leur VSR 

(Tableau 1), ce n’est pas le cas du TYMV. De plus, les plantes qui surexpriment RTL1 sont 

hypersensibles à l’infection par le TYMV, suggérant que RTL1 favorise l’infection par ce virus 

(Shamandi et al., 2015 ; Figure 14). 

Afin de déterminer si le gène RTL1 endogène joue effectivement un rôle dans l’infection par le 

TYMV, deux mutants rtl1 ont été infectés : un mutant nul SAIL caractérisé pendant mon stage 

de M2 et un mutant CRISPR généré pendant ma thèse (désignés par rtl1-sail et rtl1-crispr ; 

Figure 30). Il faut noter que la mutation générée par CRISPR induit un frameshift au niveau 

du 9ème acide aminé, conduisant à l’apparition d’un codon stop précoce et à la production d’un 

peptide court sans domaine RNase ou DRB. Ce codon stop étant situé après la 2ème methionine 

en phase de la protéine RTL1, il est par ailleurs exclu qu’une réintiation de la traduction ait lieu 

à cette 2ème Met. La lignée 35S:RTL1-myc (désignée par RTL1) a été également infectée. On 

observe chez les plantes RTL1 des symptômes très forts par rapport aux plantes sauvages 

infectées, en cohérence avec les résultats déjà publiés (Shamandi et al., 2015 ; Figure 13). On 

observe également une accumulation deux fois plus forte des RNAs de la CP du TYMV, une 

perte de l’accumulation des siRNAs dérivés de la CP (Figure 14) ainsi qu’une accumulation 20 

fois supérieure du TYMV gRNA par rapport aux plantes sauvages infectées (Figure 15). En 

effet, la surexpression de RTL1 inhibe la production des siRNAs du PTGS anti-viral, ce qui 

favorise la multiplication du TYMV (Shamandi et al., 2015) et augmente la quantité de 

protéines virales. En revanche, chez les mutants rtl1 infectés, les symptômes sont similaires à 

ceux des plantes sauvages infectées (Figure 13). Ces résultats valident que le mutant rtl1-crispr 

est nul et se comporte comme le mutant rtl1-sail.  
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Figure 32 : La mutation rtl1 favorise la production des siRNAs et ralentie la réplication du TYMV 
a et b) Un pool de 16 plantes infectées par le TYMV par génotype est analysé 7, 14 et 21 jours post-inoculation 
(dpi) en jours longs. Les siRNAs et RNAs viraux génomiques (gRNAs) sont analysés par northern blot LMW et 
HMW. Une sonde correspondant à l’ORF P69 du TYMV est utilisée pour la détection par marquage radioactif au 
P32. Le loading correspond à la migration des RNAs sur gel d’acrylamide (LMW) et d’agarose (HMW) révélé à 
l’EtBr. c) La quantification de la bande du TYMV gRNA est calculée à l’aide du logiciel ImageJ à partir du northern 
HMW et relativisée aux plantes sauvages Col infectées par le TYMV de chaque semaine de la cinétique. 

 

Figure 31 : L’expression de RTL1 n’est pas induite par l’infection du TYMV chez rtl1-sail 
L’expression de RTL1 dans les plantes rtl1-sail et les plantes sauvages Col est suivie par RT-qPCR 7, 14 et 21 jours 
post-infection (dpi) par le TYMV en jours longs. Les plantes « mock » ne sont pas infectées. Un pool de 16 
plantes/génotype est analysé pour chaque point de la cinétique. Le gène GAPDH est utilisé en contrôle interne. 
Les données sont relativisées par rapport à Col mock 7 dpi. 
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Une cinétique d’infection par le TYMV a également été effectuée en jours longs chez des 

plantes sauvages et le mutant rtl1-sail et l’expression de RTL1 et l’accumulation des siRNAs et 

grands RNAs viraux génomiques (gRNAs) sont analysés (Figure 31 et Figure 32). On observe 

que l’expression de RTL1 n’est pas induite pas l’infection du TYMV chez le mutant rtl1-sail 

contrairement aux plantes sauvages infectées (Figure 31), ce qui confirme que le mutant rtl1-

sail est un mutant nul. De plus, chez les mutants rtl1-sail, on observe une accumulation accrue 

des siRNAs du TYMV par rapport aux plantes sauvages infectées, confirmant les résultats 

précédents (Figure 32a). Enfin, on observe un ralentissement de la réplication du TYMV, avec 

une accumulation des gRNAs plus faible la première semaine d’infection chez les mutants rtl1-

sail par rapport aux plantes sauvages infectées (Figure 32b et c).  

Le comportement des mutants rtl1 est donc opposé à celui des plantes RTL1, indiquant que 

l’induction de l’expression du gène RTL1 endogène lors de l’infection par le TYMV favorise 

bien la prolifération du virus. Toutefois, les subtilités de l’induction de l’expression de RTL1 

en condition d’infection virale ne sont pas connues. On sait en revanche que le promoteur de 

RTL1 est constitué d’un transposon de type hélitron dont l’ADN est méthylé (données 1001 

Genomes ; Figure 64), et des travaux sont actuellement en cours au laboratoire afin de 

déterminer si les facteurs impliqués dans la méthylation des transposons sont également 

impliqués dans la régulation de l’expression du gène RTL1.  
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Figure 33 : La mutation rtl1 n’a pas d’effet sur l’expression de différents facteurs du PTGS anti-viral 
a à h) Un pool de 16 plantes mutantes pour rtl1cripsr et rtl1-sail et plantes sauvages isogéniques Col/WT crispr 

et Col/WT sail infectées par le TCV sont prélevées 7, 14 et 21 jours post-inoculation (dpi) en jours courts. Les 

cDNAs obtenus à partir des extraits de grands RNAs sont analysés par RT-qPCR. Le gène endogène de la GAPDH 

est utilisé en contrôle interne. Les données sont relativisées par rapport au Col/WT crispr infecté de chaque 

semaine. Les amorces utilisées sont décrites dans en Annexes (Tableau des primers p.217). 
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L’induction de l’expression de RTL1 en condition d’infection virale pourrait aussi affecter 

l’expression des autres facteurs du PTGS impliqués dans la défense de la plante. Nous avons 

donc testé l’expression des gènes DCL1, DCL2, AGO1, AGO2, RDR1 et RDR6 en fond sauvage 

et mutant pour rtl1 lors d’une cinétique d’infection avec le virus TCV en jours courts. 

L’expression de RTL1 est également analysée en témoin ainsi que l’expression du gène RTL2 

afin d‘étudier une potentielle redondance. RTL3 n’est pas analysé car il n’est jamais exprimé 

dans la plante.  

L’expression du gène RTL1 est induite par l’infection du TCV contrairement à celle du gène 

RTL2, confirmant les résultats précédemment publiés (Shamandi et al., 2015 ; Figure 33a ; 

Figure S4 Annexes). Cependant, il n’y a pas différence claire dans le niveau d’expression de 

RTL1 chez les plantes mutantes rtl1-crispr et sauvages infectées. Comme attendu, aucune 

expression de RTL1 n’est visible chez le mutant rtl1-sail car la présence de l’insertion T-DNA 

dans le corps du gène impacte fortement la transcription contrairement à la mutation ponctuelle 

chez le mutant rtl1-crispr. L’expression du gène RTL2 n’est pas non plus affecté par les 

mutations rtl1 et est similaire au niveau d’expression des plantes sauvages infectées (Figure 

33b). L’expression des facteurs du PTGS DCL2, DCL4, AGO1, AGO2, RDR1 et RDR6 est 

également similaires chez les plantes sauvages et mutantes rtl1 infectées par le TCV (Figure 

33c à h). On peut noter que l’expression d’AGO1 et dans une moindre mesure d’AGO2 et de 

RDR1 sont induites par l’infection du TCV, en cohérence avec de précédentes études (Harvey 

et al., 2011; Várallyay and Havelda, 2013 ; Figure S4 Annexes).  

Il semble donc que l’expression de RTL1 n’impacte ni l’expression de RTL2 ni celles des 

différents facteurs du PTGS anti-viral testés. Ces résultats devront donc être confirmés par 

l’étude de l’expression de ces différents gènes lors d’une cinétique d’infection avec le TYMV 

afin de vérifier si l’activité de la protéine RTL1 impacte l’expression des différents facteurs du 

PTGS anti-viral. 
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Figure 34 : RTL1 clive les siRNAs SUL 
a) plantes témoins non greffées, b) plantes greffées, c) profil de siRNAs analysé par northern blot LMW dans 
les feuilles et les racines 1 mois après la greffe. La révélation est faite avec une sonde PCR SUL marquée au P32. 
Le génotype du greffon est indiqué avant « // », celui du porte-greffe après « // » : greffon//porte-greffe 
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a) RTL1 s’attaque aussi aux siRNAs 
 

RTL1 clive les grands dsRNAs précurseurs de siRNAs in vivo et in vitro (Shamandi et al., 

2015). RTL1 clive également des courts dsRNAs de 34 et 98-nt in vitro (Tschopp et al., 2017). 

Il est donc raisonnable de penser que RTL1 favorise la prolifération du virus en clivant les 

dsRNAs produits lors de l’étape d’amplification du PTGS anti-viral. Toutefois, cette étape est 

déjà inhibée par P69. De plus, des siRNAs dirigés contre le TYMV sont également produits 

directement à partir des intermédiaires de réplication du virus sans intervention des RDRs 

cellulaires. Il est donc envisageable que l’effet favorable de RTL1 vis-à-vis du TYMV soit du 

non seulement au clivage des dsRNAs viraux produits par les RDRs cellulaires, mais aussi au 

clivage direct des siRNAs viraux. Un clivage des siRNAs par RTL1 permettrait de plus 

d’expliquer pourquoi aucun siRNA n’est détectée dans les plantes surexprimant RTL1 

(Shamandi et al., 2015). 

Pour tester cette hypothèse, le système transgénique SUC:SUL est utilisé (Himber, 2003; 

Dunoyer et al., 2007; Smith et al., 2007). Dans cette lignée, un dsRNA correspondant à une 

partie du gène SULPHUR (SUL) est produit sous le contrôle du promoteur du gène SUC2, qui 

s’exprime spécifiquement dans les cellules compagnes du phloème (transgène pSUC2:SUL-

LUS). Le double brin de SUL est ensuite clivé par DCL4 et les siRNAs SUL produits sont 

transmis dans les tissus périphériques du mésophylles, entrainement la dégradation des mRNAs 

SUL endogènes et l’apparition de nervures blanches (Figure 34a). Les siRNAs SUL produits 

dans les feuilles migrant en grande quantité vers les racines (Devers et al., 2020), des greffes 

ont été réalisées entre des parties aériennes SUC:SUL et des racines sauvages, rtl1, RTL1 ou 

dcl2dcl3dcl4 (dcl2/3/4). Le profil des siRNAs SUL dans les racines a ensuite été analysé afin 

d’étudier l’effet de RTL1 sur l’accumulation des siRNAs SUL dans les racines où ils ne sont 

pas produits (Figure 34). 

Dans les racines des plantes SUC:SUL non-greffées, on observe une accumulation de siRNAs 

SUL très forte par rapport aux feuilles SUC:SUL en cohérence avec les résultats de Devers et 

al., 2020 (Figure 34c). Cette accumulation est aussi visible dans les racines des greffes 

SUC:SUL//Col, alors que les plantes sauvages ne produisent pas de siRNAs SUL, et dans les 

racines des greffes SUC:SUL//dcl2dcl3dcl4, alors que les DCLs ne sont plus actives (Figure 

34c). Ces résultats démontrent donc que les siRNAs SUL détectés dans les racines sont bien 

produits dans les feuilles et que ce n’est pas leur précurseur qui migre avant d’être découpé en 

siRNAs dans les racines. Par contre, dans les racines des greffes SUC:SUL//RTL1 il n’y a plus  
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Figure 35 : RTL1 n’est pas localisée dans les chloroplastes 
De jeunes tabacs N. bentamiana sont infiltrés avec de l’eau (a) ou agroinfiltrés avec les constructions p35S:RTL1-
GFP (b), pUBQ10:RTL1-GFP (c). Les analyses sont effectuées 72h post-agroinfiltration par microscopie confocale 
(SP5). Le merge correspond à la superposition du signal GFP (vert), de l’auto-fluorescence des chloroplastes 
(bleu) et de la lumière blanche. La flèche rouge indique les nucléoles. 
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d’accumulation des siRNAs SUL, alors qu’ils sont présents dans les feuilles (Figure 34c). Ces 

résultats montrent que, en plus de son effet sur les dsRNAs endogènes et exogènes, RTL1 est 

capable de s’attaquer aux siRNAs. Il est intéressant de noter que l’effet de RTL1 se limite à sa 

zone d’expression puisque les feuilles des greffes SUC:SUL//RTL1 maintiennent un phénotype 

de silencing de SUL (Figure 34b). Dans les racines des greffes SUC:SUL//rtl1, on observe une 

accumulation des siRNAs SUL identique aux témoins  SUC:SUL//Col (Figure 34c), indiquant 

que la faible expression de RTL1 dans les racines de Col est insuffisante pour impacter 

l’accumulation des siRNAs dans ces tissus (voir partie III-4 p.143 ; Figure 56).  

 

b) RTL1 est localisée dans les siRNA-bodies 
 

Les résultats présentés ci-dessus confortent l’hypothèse d’un clivage par RTL1 des siRNAs 

dérivés du TYMV, expliquant le rôle favorable de RTL1 lors de l’infection par ce virus. Il est 

toutefois nécessaire que les dsRNAs intermédiaires de réplication du virus échappent au clivage 

par RTL1. Sachant que les siRNAs sont produits dans les SB (Jouannet et al., 2012; Moreno et 

al., 2013) et que le TYMV se réplique à la surface des chloroplastes (Ushiyama and Matthews, 

1970; Hatta et al., 1973; Prod’homme et al., 2003), nous avons étudié la localisation de RTL1. 

Ne disposant pas encore au laboratoire de constructions portant les ORFs de réplicases 140K et 

66K du TYMV fusionnée à la protéine GFP marquant les chloroplastes, des plantes de tabac 

mock ont été agroinfiltrées avec les constructions p35S:RTL1-GFP et pUBQ10:RTL1-GFP, et 

le signal GFP a été analysé par microscopie confocale (Figure 35).  

Dans les feuilles des plantes agroinfiltrées, on observe une très nette localisation cytoplasmique 

et nucléoplasmique de RTL1-GFP. En effet, les nucléoles ne semblent pas marqués par la GFP 

(Figure 35, flèche rouge). De manière intéressante, les signaux chloroplastiques (auto-

fluorescence) et le signal GFP de RTL1 ne se superposent jamais, expliquant 

vraisemblablement pourquoi les dsRNAs intermédiaires de réplication du virus échappent au 

clivage par RTL1.  
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Figure 36 : RTL1 colocalise avec SGS3 en condition de stress chaud 
Des plantules de 5 jours d’A. thaliana sauvages sont agroinfiltrées avec les constructions pUBQ10:RTL1-GFP et/ou 
p35S:SG3-mCherry. Les analyses sont effectuées 72h post-agroinfiltration par microscopie confocale (SP5) sur les 
racines des plantules. Le merge correspond à la superposition du signal GFP (vert), du signal mCherry (rouge) et 
de la lumière blanche. Les bodies sont marquées d’une flèche rouge lorsqu’ils sont peu visibles. 
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Pour aller plus loin, de jeunes plantules d’A. thaliana sauvages sont agroinfiltrées avec les 

constructions pUBQ10:RTL1-GFP et p35S:SGS3-mCherry précédemment utilisées. Des co-

agroinfiltrations entre ces constructions sont aussi effectuées. Les signaux GFP et mCherry dans 

les racines des plantules agroinfiltrées sont analysés par microscopie confocale avant et après 

stress chaud d’1h à 37°C (Figure 36). Dans les racines des témoins p35S:SGS3-mCherry, on 

observe avant stress un signal mCherry diffus cytoplasmique et après stress la formation de foci 

correspondants aux SB (Figure 36a). Cela confirme que notre protocole d’agroinfiltration de 

plantules fonctionnent. Dans les racines des plantules pUBQ10:RTL1-GFP, on observe 

également avant stress un signal GFP diffus cytoplasmique et après stress la formation de 

granules (Figure 36b). De plus, ces granules colocalisent avec les granules SGS3-mCherry 

après stress dans les racines des plantules co-agroinfiltrées avec les constructions constructions 

pUBQ10:RTL1-GFP et p35S:SGS3-mCherry (Figure 36c). Ces résultats suggèrent que RTL1 

colocalise avec SGS3 dans les SB et/ou les SG en condition de stress chaud et appuient 

l’hypothèse que RTL1 interfère avec le PTGS anti-viral dans les SB lors d’une infection. 

Pour compléter ces résultats, nous générons actuellement des transformants stables d’A. 

thaliana portant les constructions p35S:RTL1-GFP,  pUBQ10:RTL1-GFP, p35S:RTL1-

GFP/p35S:SGS3-mCherry et pUBQ10:RTL1-GFP/p35S:SGS3-mCherry afin de voir si RTL1 

colocalise avec les SB lors d’une infection par le TYMV comme c’est le cas lors d’un stress 

chaud. La localisation de RTL1 et SGS3 avant et après infection devra être analysée dans les 

racines des transformants pour éviter l’auto-fluorescence des chloroplastes. Il serait aussi 

intéressant de transformer les plantes RTL1-GFP avec une construction 140K-RFP et 66K-RFP 

afin de tester si RTL1 colocalise avec les facteurs de réplication virale du TYMV dans les 

chloroplastes des feuilles. 
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Il est probable que chez les plantes infectées par le TYMV, les dsRNAs intermédiaires de 

réplication du virus échappent au clivage par RTL1 grâce à la localisation du complexe de 

réplication viral dans des invaginations de la membrane des chloroplastes (Ushiyama and 

Matthews, 1970; Hatta et al., 1973; Prod’homme et al., 2003), et que RTL1 de par sa 

localisation au niveau des SB clive les dsRNAs et siRNAs viraux produits par le PTGS anti-

viral. Par ailleurs, P69 inhibe partiellement l’étape d’amplification du PTGS anti-viral lors 

d’une infection (Figure 18, Figure 19 et Figure 20). Dans ce modèle, RTL1 complète l’action 

anti-virale faible du VSR P69. On peut noter que cette stratégie ressemble à celle du Potyvirus 

Sweet potato chlorotic stunt virus qui exprime un VSR P22 (Kreuze et al., 2005) ainsi qu’une 

RNase de type III de structure similaire à RTL1 capable de cliver des dsRNAs et siRNAs qui 

renforce l’action de P22 (Kreuze et al., 2005; Cuellar et al., 2009).  
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Figure 37 : Symptômes et effets de l’infection par le TRV, le CaMV et le TuMV sur le S-PTGS, l’IR-PTGS 
et le S-PTGS induit en fond RQC-déficient 
a) 16 plantes par génotypes sont infectées ou non (mock) avec le TRV, le CaMV et TuMV 4 semaines post-

germination en jours courts. Les plantes sont photographiées 4 semaines après infection en jours courts et une 

plante représentative par condition est présentée. b à e) 16 plantes pour les lignées 6b4, L1, 6b4/xrn4-5 et 

6b4/306 sont testées pour leur activité GUS, exprimée en unité de fluorescence par minute par µg de protéines, 

pendant 3 semaines sans infection (mock) ou avec infection par le TRV, le CaMV et le TuMV. Les moyennes sont 

représentées et les barres d’erreur correspondent aux écart-types. dpi : jours post-inoculation  
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5) Rôle de RTL1 dans l’infection par d’autres virus 
conduisant à des symptômes faibles chez Arabidopsis 

 

Afin de déterminer si le modèle décrit pour le TYMV pouvait être généralisé à d’autres virus 

conduisant à des symptômes faibles chez Arabidopsis, nous avons entrepris de caractériser le 

rôle de RTL1 dans l’infection par le virus à RNA Tobacco rattle virus (TRV) et par le virus à 

DNA Cauliflower mosaic virus (CaMV). Comme le TYMV ces deux virus engendrent des 

symptômes faibles chez Arabidopsis, et comme le TYMV ils codent des VSR (16K et P6) qui 

ont peu d’effet sur le PTGS (Haas et al., 2008; Martín-Hernández and Baulcombe, 2008 ; 

Tableau 1). 

Dans un premier temps, nous avons voulu confirmer le peu d’effet du TRV et du CaMV sur le 

S-PTGS et l’IR-PTGS des transgènes. En témoin nous avons utilisé le Turnip mosaic virus 

(TuMV) dont le VSR HC-Pro inhibe l’activité de RTL1 et le PTGS (Shamandi et al., 2015 ; 

Tableau 1). 4 lignées transgéniques p35S:GUS précédemment décrites sont infectées en jours 

courts (Figure 16 ; Figure 17) : le transgène p35S:GUS s’exprime de manière stable dans la 

lignée 6b4 mais pas dans la lignée L1, la mutation  xrn4 induit le S-PTGS du transgène par la 

déficience du RQC dans la lignée 6b4 et le transgène est silencé par IR-PTGS induit par la 

construction p35S:hpGUS dans la lignée 6b4/306.   

On observe que les symptômes causés 4 semaines après l’inoculation du TuMV sont très forts, 

avec des plantes plus petites, un développement très impacté et une senescence précoce des 

feuilles par rapport aux plantes mock (Figure 37a). L’infection par le CaMV induit des 

symptômes moins forts avec une ondulation et un jaunissement des feuilles, et ceux induits par 

le TRV sont beaucoup plus discrets (Figure 37a). L’activité GUS du transgène est analysée 

pendant 3 semaines post-inoculation chez les plantes mock et infectées. Comme attendu, on 

observe aucune activité GUS chez les plantes mock L1, 6b4/xrn4 et 6b4/306 (Figure 37b à e). 

L’infection par le TuMV lève progressivement le S-PTGS de la lignée L1 et de la lignée 

6b4/xrn4 et a un effet partiel sur l’IR-PTGS de la lignée 6b4/306 (Figure 37b à e). Par contre, 

l’infection par le TRV et le CaMV n’a pas d’effet sur le S-PTGS de la lignée L1 ni d’effet clair 

le S-PTGS induit de la lignée 6b4/xrn4 et l’IR-PTGS de la lignée 6b4/306 (Figure 37b à e). 

Ces résultats confirment les VSR du TRV et du CaMV ont très peu d’effet sur le PTGS 

contrairement au VSR du TuMV (Haas et al., 2008; Martín-Hernández and Baulcombe, 2008 ; 

Tableau 1). 
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Figure 38 : Effet de l’absence et de la sur-expression de RTL1 les symptômes induits par l’infection 
du TRV et du CaMV 
16 plantes par génotype sont infectées avec le TRV et le CaMV 4 semaines post-germination en jours courts. Les 

photos sont prises 4 semaines post-infection et une plante représentative par génotype est présentée.  
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Afin d’étudier le rôle de RTL1 dans l’infection du CaMV et du TRV, des plantes sauvages 

(Col/WT crispr et Col/WT sail), mutantes pour rtl1 (sail et crispr) et surexprimant 

RTL1(35S :RTL1-myc désignée par RTL1) ont été infectées avec ces virus. Les mutants 

dcl2dcl4 (dcl2/4) ont été utilisés comme témoins. On ne constate pas de différence claire dans 

la force des symptômes entre les mutants rtl1 et les plantes sauvages isogéniques infectées par 

le TRV et le CaMV (Figure 38). En revanche, la lignée RTL1 semble hypersensible à l’infection 

par le TRV de manière similaire au TYMV (Shamandi et al., 2015 ; Figure 13), suggérant que 

RTL1 favorise l’infection du TRV. Il est plus difficile de conclure pour les plantes RTL1 

infectées par le CaMV, où une forte hétérogénéité dans les symptômes était présente (Figure 

38). Cependant, certaines plantes RTL1 montrent une hypersensibilité à l’infection du CaMV. 

Les mutants dcl2/4 semblent également hypersensibles à l’infection par ces deux virus. 

Pour compléter ces résultats, l’accumulation des siRNAs et RNAs viraux du TRV et du CaMV 

chez les plantes sauvages, mutantes pour rtl1 et surexprimant RTL1 devra être analysée par 

northern blot. Les analyses effectuées pour la caractérisation du VSR P69 du TYMV devront 

également être reconduites pour 16K et P6. Le clonage de ces ORFs a été effectué et des fusions 

GFP seront générées afin de tester une colocalisation possible avec les SB ou SG. 
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 Figure 39  : Profil d’expression de RTL1 chez Arabidopsis taliana (données du site bar.utoronto.ca) 
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III] Pourquoi RTL1 est-il maintenu dans 
le génome d’Arabidopsis ?  
 

Dans cette dernière partie, nous avons cherché à comprendre pourquoi RTL1 est conservé chez 

les Brassicacées alors qu’il semble sans effet (CMV, TCV, TuMV, TVCV) ou défavorable 

(TYMV et potentiellement CaMV et TRV) à la défense d’A. thaliana contre les virus. En effet, 

malgré la présence évidente de SNPs, la structure et les domaines de RTL1 sont conservés chez 

les 1135 génomes séquencées du projet 1001 Genome. Cela suggère que RTL1 pourrait être 

nécessaire dans d’autres conditions. De plus, l’analyse du ratio entre les mutations synonymes 

et non-synonymes (KA/KS) de séquences homologues à RTL1 dans 42 espèces d’Eucotylédones 

montre une valeur systématiquement inférieure à 1, suggérant que RTL1 ne subit pas de 

mutation positive mais est au contraire en cours de stabilisation, car probablement trop essentiel 

au développement et à la fitness de la plante (Tableau S1 Annexes).  

RTL1 n’est pas exprimé dans les parties végétatives chez l’accession Columbia (Col) 

d’Arabidopsis thaliana (Figure 39). Cependant, une faible expression est visible dans les 

feuilles en sénescence, dans la racine (notamment au niveau de l’épiderme des cellules 

trichoblastiques, communication personnelle de Filipe Borges), et dans les graines en 

développement (notamment dans l’endosperme, communication personnelle de de Filipe 

Borges). Une analyse des parties aériennes, des racines et des graines des mutants rtl1 (obtenus 

dans l’accession Col) a donc été effectuée. Enfin, les mutations rtl1 ont été introgressées dans 

les accessions Landsberg erecta (Ler) et Wassilewskija (Ws) afin de déterminer si le rôle de 

RTL1 varie selon le fond génétique.  

 

1) Phénotypage parties aériennes des mutants rtl1  
 

La plateforme de phénotypage haut-débit de notre institut a été mobilisée afin de phénotyper 

les mutants rtl1-sail et rtl1-crispr (Col/rtl1-sail et Col/rtl1-crispr) et les comparer aux lignées 

isogéniques sauvages correspondantes (Col/WT sail et Col/WT crispr) (Tisné et al., 2013). Pour 

chacun des 4 génotypes, 3 lignées sœurs sont cultivées dans les mêmes conditions en chambre 

de culture en jours courts. Leur descendance est analysée par la plateforme Phenoscope en 

condition de culture standard et différents traits phénotypiques sont mesurés :  
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Figure 40 : La mutation rtl1 induit une variabilité intra-lignée du PRA 
Les données sont analysées 23 jours post-repiquage. Le PRA est exprimé en pixel. Le nombre de plantes 
analysées par lignée est indiqué au-dessus de la légende en bleu. 

Figure 41 : La mutation rtl1 n’a pas d’effet sur la compaction de la rosette 

Les données sont analysées 23 jours post-repiquage. Le PC est calculé en relativisant le PRA par rapport à l’aire 
du polygone contenant la rosette. Le nombre de plantes analysées par lignée est indiqué au-dessus de la légende 
en bleu. 
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-  l’aire projetée de la rosette ou PRA : il correspond à la surface 

foliaire totale et est exprimé en pixel 

- la compaction ou PC : il correspond à la compaction de la 

rosette et est issu du ratio entre le PRA et l’aire du polygone dans 

lequel se développe la rosette 

- le taux d’expansion relatif ou RER : il correspond à la 

croissance de la rosette 

- la teinte (Hue), l’intensité (saturation) et l’éclat (value) de la 

rosette ou composants HSV : ils correspondent à l’analyse des 

couleurs de la rosette (Figure 42) 

 

Les données présentées correspondent aux valeurs des paramètres 23 jours après le repiquage. 

Les analyses sont effectuées par la plateforme Phénoscope de l’IJPB. 

 

a) Effet de la mutation rtl1 sur l’aire de la rosette  
 

On constate chez les lignées isogéniques sauvages pour les mutants SAIL (Col/WT sail) et 

CRISPR (Col/WT crispr) des valeurs de PRA proches (Figure 40). En revanche, chez les 

mutants Col/rtl1-sail et Col/rtl1-crispr la valeur du PRA est très variable entre les lignées du 

même génotype et par rapport aux plantes sauvages. Chez Col/rtl1-crispr cet effet est également 

présent au sein des plantes d’une même lignée. Il semble que la mutation rtl1 induise une perte 

dans l’homogénéité de l’aire de la rosette dans la descendance d’une même plante.  

b) Effet de la mutation rtl1 sur la compaction de la rosette 
 

On observe chez les lignées des plantes Col/WT sail et Col/WT crispr une compaction de la 

rosette variable (Figure 41). Cet effet est également visible chez les lignées Col/rtl1-sail, mais 

pas chez les lignées Col/rtl1-crispr. Cependant, en compilant les données des 3 lignées pour 

chaque génotype, la comparaison de la compaction des lignées isogéniques et des mutants rtl1 

correspondants ne démontre pas de différence significative (Figure S3 et Figure S4 Annexes) 

Il semble que la mutation rtl1 n’affecte pas la compaction de la rosette. 

  

 

 

Figure 42 : Illustration des 
composants HSV (Source 
Wikipédia) 
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Figure 43 : La mutation rtl1 n’a pas d’effet sur le taux d’expansion de la rosette 

Les données sont analysées 23 jours post-repiquage. Le RER résulte de l’intégration des données du PRA sur 23 
jours. Le nombre de plantes analysées par lignée est indiqué au-dessus de la légende en bleu. 

Figure 44  : La mutation rtl1 n’a pas d’effet clair sur la teinte des feuilles de la rosette 
Les données sont analysées 23 jours post-repiquage. Le nombre de plantes analysées par lignée est indiqué au-
dessus de la légende en bleu. 
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c) Effet de la mutation rtl1 sur le taux d’expansion de la rosette 
 

On observe chez les lignées des plantes Col/WT sail et Col/WT crispr un taux d’expansion de 

la rosette variable (Figure 43). Cet effet est également visible chez les lignées Col/rtl1-sail, 

mais moins présent chez les lignées Col/rtl1-crispr. Cependant, la comparaison du RER des 

lignées isogéniques et des mutants rtl1 correspondants compilés ne met pas en évidence une 

différence significative (Figure S3 et Figure S4 Annexes). Il semble que la mutation rtl1 

n’affecte pas le taux d’expansion de la rosette. 

d) Effet de la mutation rtl1 sur les couleurs de la rosette 
 

On observe chez les lignées des plantes Col/WT sail et Col/rtl1-sail une variation légère dans 

la teinte des feuilles (Figure 44). Cependant, la comparaison du Hue entre les plantes Col/WT 

sail et Col/rtl1-sail compilées ne démontre pas de différence significative (Figure S3 et Figure 

S4 Annexes). Chez les lignées des plantes Col/WT crispr, la valeur du Hue est stable alors que 

chez les lignées Col/rtl1-crispr elle est variable et supérieure aux plantes sauvages. De plus, la 

comparaison de la teinte entre les lignées Col/WT crispret Col/rtl1-crispr compilées montre une 

différence significative (Figure S3 et Figure S4 Annexes). Cependant, cet effet n’étant pas 

visible dans les deux mutants rtl1, il ne peut être considéré de manière certaine. 

Des conclusions similaires sont tirées de l’analyse de la saturation des feuilles des plantes 

sauvages et mutantes pour rtl1 (Figure 45). Si une variabilité est observée entre les lignées d’un 

même génotype, elles ne permettent pas de mettre en évidence une différence significative entre 

les lignées sauvages et les mutants rtl1 compilées (Figure S3 et Figure S4 Annexes). 

Enfin, l’analyse de l’éclat de la rosette montre chez les lignées Col/WT sail et Col/WT crispr 

des valeurs proches (Figure 46). En revanche, chez les mutants Col/rtl1-sail et Col/rtl1-crispr 

la Value est très variable entre les plantes d’une même lignée, les lignées du même génotype et 

par rapport aux plantes sauvages. De plus, la comparaison de la Value entre les plantes sauvages 

et les mutants correspondants compilés montrent une diminution significative de l’éclat de la 

rosette chez les deux mutants rtl1 par rapport au plantes sauvages (Figure S3 et Figure S4 

Annexes).  Il semble que la mutation rtl1 induise une perte d’éclat la rosette et une hétérogénéité 

de cette perte dans la descendance d’une même plante.  

  



128 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 45  : La mutation rtl1 n’a pas d’effet sur la saturation des feuilles de la rosette 
Les données sont analysées 23 jours post-repiquage. Le nombre de plantes analysées par lignée est indiqué au-
dessus de la légende en bleu. 

 

Figure 46 : La mutation rtl1 induit un éclat plus fort et variable de la rosette 

Les données sont analysées 23 jours post-repiquage. Le nombre de plantes analysées par lignée est indiqué au-
dessus de la légende en bleu. 
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En conclusion, le phénotypage montre de faibles différences entre les plantes sauvages et les 

mutants rtl1. Si la variabilité dans l’éclat des feuilles est difficilement interprétable, la 

variabilité dans l’aire de la rosette chez les mutants rtl1 suggère que la protéine RTL1 est 

impliquée dans le maintien d’une certaine forme de la plante. Cet effet est d’autant plus visible 

chez le mutant rtl1-crispr. 
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Figure 47: Analyse du phénotype de senescence chez les plantes sauvages et rtl1 mutantes 
Les rosettes des plantes sont prélevées 2 mois après semis en chambre de culture (jours longs). Les feuilles sont 

ensuite détachées, classées selon leur taille et scannées pour le traitement des images avec ImageJ. Une des 

trois plantes analysées par génotype est représentée. 

Figure 48 : La mutation rtl1 n’a pas d’effet sur la quantité de biomasse sénescente 

Le pourcentage de biomasse sénescente est calculé par soustraction de l’aire de la biomasse verte des feuilles à 
l’aire total des feuilles. 3 plantes par génotypes sont analysées, les résultats représentent la moyenne des données 
et les barres d’erreur correspondent aux écart-types. Les analyses sont effectuées sur le logiciel ImageJ. 
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2)  Analyse de la sénescence chez les mutants rtl1  
 

Pour aller plus loin dans le phénotypage des mutants rtl1, nous nous sommes intéressés à la 

senescence des feuilles. En effet, RTL1 est faiblement exprimé dans les feuilles en senescence, 

en particulier dans le pétiole (Figure 39).  

 

Lors du vieillissement des feuilles, ses différents composants (chlorophylles, protéines, acides 

nucléiques, lipides…) sont dégradés et relocalisés vers les graines et les organes en croissance 

ou de stockage de la plante afin d’y être recyclés (Kim et al., 2018). Le profil d’expression de 

la feuille sénescente diffère de la feuille mature, avec entre autres l’induction de dizaines de 

gènes associés à la senescence (SAGs) liée à l’augmentation des marques H3K4me3 des SAGs 

(Brusslan et al., 2015; Cho et al., 2016; Chen et al., 2016; Liu et al., 2019). De même, des ta-

siRNAs issus des gènes TAS1, TAS3 et TAS4 sont impliqués dans la régulation des SAGs (Woo 

et al., 2016). Il est donc possible que par son activité sur les dsRNAs et siRNAs, RTL1 joue un 

rôle dans la transition de la feuille mature à la feuille sénescente. 

 

Nous avons donc comparé le pourcentage de biomasse sénescente entre les lignées mutantes 

pour rtl1 et les lignées isogéniques sauvages associées. On constate qu’il n’y a pas de différence 

évidente dans la biomasse sénescente entre les lignées sauvages et mutantes (Figure 47). Ces 

résultats sont confirmés par l’analyse des images (Figure 48), où aucune différence 

significative dans le pourcentage de biomasse sénescente n’est observée entre les lignées 

sauvages et mutantes. Dans nos conditions de culture, il semble donc que RTL1 n’est pas 

impliquée dans la mise en place de la senescence.  

 

3)  Analyse des graines des mutants rtl1  
 

Nous nous sommes également intéressés à un autre stade de développement où RTL1 est 

exprimé : la graine (Figure 39). Chez les Angiospermes, elles sont le résultat d’une double 

fécondation et sont formées d’un tégument entourant l’endosperme triploïde (2m+1p), d’origine 

diploïde maternel (m) et haploïde paternel (p), et d’un embryon diploïde (1m + 1p), d’origine 

haploïde maternel et paternel (Bhatnagar and Johri, 1972). Quatre étapes caractérisent le 

développement de la graine : la formation de l’embryon, la maturation de la graine avec 

l’accumulation des réserves, l’acquisition de la tolérance à la dessiccation et l’installation de la 

dormance (Devic and Roscoe, 2016). L’acide abscissique (ABA) est un régulateur positif de la  
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Figure 49 : La mutation rtl1 augmente le poids des graines 
Les graines de 3 à 4 lignées homozygotes rtl1-crispr issues de 6 back-crosses avec l’accession Col (Col/rtl1-crispr) 
ainsi que des lignées isogéniques associées (Col/WT crispr) sont analysées. Environ 70 jours post-semis, les 
graines sont récoltées, séchées, battues et pesées. Le poids de la totalité des graines est représenté (a) ainsi que 
le poids de lots de 100 graines (b). La morphologie des graines est observée sous loupe binoculaire (c). Les 
boxplots sont effectués sur R. 

 

 

 
Figure 50 :  La mutation rtl1 n’affecte pas la composition de la graine 
1 lot de 300uL de graines par génotype est analysé au NIRS. Les résultats sont indiqués en pourcentage par 
rapport au lot de graine total. 
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maturation de la graine et de la dormance et son antagoniste gibbérelline (GA) régule la 

germination (Kermode, 2005; Martin et al., 2010). Une reprogrammation du génome a 

également lieu avec une modification de la structure de la chromatine (Saijo, 2013). Cependant, 

le rôle des modifications post-transcriptionnelles est peu caractérisé. 

 

a) Quantité de graines et poids des graines chez rtl1 
 

Dans un premier temps, nous avons testé si la mutation rtl1 affecte le développement de la 

graine. Nous avons comparé le poids des graines produites par la lignée Col/rtl1-crispr par 

rapport à la lignée isogénique sauvage Col/WT crispr (Figure 49). Dans un premier temps, on 

observe que les mutants Col/rtl1-crispr produisent plus de graines que les lignées isogéniques 

sauvages Col/WT crispr (Figure 49a). Par ailleurs, en comparant le poids d’un lot de 100 

graines entre les lignées Col/rtl1-crispr et les lignées Col/WT crispr, on observe que la mutation 

rtl1-crispr induit une augmentation du poids de la graine (Figure 49b), suggérant que RTL1 est 

impliquée dans le développement de la graine. Cependant, la morphologie de la graine ne 

semble pas affectée par la mutation rtl1-crispr (Figure 49b). Des analyses complémentaires 

seront conduites sur les différents tissus de la graine afin de comprendre comment RTL1 limite 

le poids de la graine. 

 

b) Analyse de la composition des graines des mutants rtl1 au NIRS 
 

La spectroscopie dans l’infrarouge proche ou NIRS est l’analyse du spectre de réflexion d’un 

échantillon dans une gamme de longueur d’onde allant de 0,78 à 2,5 µm. Les liaisons chimiques 

de molécules organiques fréquentes telles que le carbone, l’azote ou l’oxygène peuvent être 

analysées et les composants d’un échantillon déduits à partir de modèles. Avec l’aide de 

l’équipe de Philippe Guerche de l’IJPB, qui a développé plusieurs équations pour l’étude des 

composants de l’hémicellulose des cellules des graines d’Arabidopsis thaliana (Jasinski et al., 

2016), 300 uL de graines des mutants Col/rtl1-crispr et Col/rtl1-sail ainsi que des lignées 

sauvages isogéniques correspondantes sont analysées pour leur composition en lipide, carbone, 

azote, protéine et galactose (Figure 50). On n’observe pas de différence dans la composition 

en lipide (environ 30%), carbone (environ 50%), azote (environ 5%), protéine (environ 20%) 

et galactose (environ 2 %) des graines entre les lignées sauvages et les lignées mutantes pour 

rtl1 (Figure 50). La hausse du pourcentage de lipides dans les graines de la lignée Col/WT sail 

est trop faible pour faire sens et est vraissemblablement due à la variabilité naturelle entre les 



134 
 

  

Figure 51 : La mutation rtl1 n’affecte pas le taux de germination des graines 
Le nombre de graines germées avec ou sans stratification 48h à 4°C est compté sur 6 jours pour les mutants 
Col/rtl1-sail comparé à la lignée isogénique Col/WT sail (a) et pour les mutants Col/rtl1-crispr comparé à la lignée 
isogénique Col/WT crispr (b). 3 lots de graines par génotype sont analysés. Les analyses sont effectuées par Boris 
Collet. 
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lignées. RTL1 ne semble donc pas impliquée dans l’accumulation de ces composants dans la 

graine. 

 

c) Analyse de germination des graines des mutants rtl1 
 

La germination implique la levée de la dormance des graines, notamment par l’inhibition des 

protéines DELLA de synthèse de l’ABA par la GA lorsque les conditions de température, de 

rayonnement et d’imbibition sont réunies (Achard and Genschik, 2009). Nous nous sommes 

demandés si la germination des graines et la levée de la dormance pouvaient être affectées par 

la mutation rtl1. Boris Collet de l’équipe Physiologie de la germination dirigée par Loïc Rajjou 

l’IJPB a analysé le pourcentage de germination de trois lots de graines pour les mutants 

Col/rtl1-crispr et Col/rtl1-sail ainsi que les graines des lignées sauvages isogéniques 

correspondantes, avec et sans stratification (Figure 51). Sans stratification, on observe au bout 

de 6 jours que la germination n’est pas optimale : respectivement, 95% et 92% des graines des 

lignées Col/WT sail et Col/WT crispr ont germé contre respectivement 87% et 90% des graines 

pour les mutants Col/rtl1-sail et Col/rtl1-crispr sans stratification (Figure 51a et b). Ces 

différences ne sont pas significatives, comme l’indique les barres d’erreur. Après stratification, 

on observe une germination plus rapide et plus efficace, avec respectivement 99% et 95% des 

graines des lignées Col/WT sail et Col/WT crispr qui ont germées contre respectivement 99% 

et 97% des graines pour les mutants Col/rtl1-sail et Col/rtl1-crispr (Figure 51a et b). Là non 

plus, ces différences ne sont pas significatives. Il semble que la mutation rtl1 n’impacte pas le 

taux de germination des graines. 
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Figure 52 : La mutation rtl1 n’affecte pas le taux de transmission du TYMV par la graine 

8 plantes par génotype (Col/WT sail et Col/rtl1-sail) sont infectées par le TYMV. 40 graines par plante sont semées 
et le nombre de plantes poussant avec les symptômes du TYMV est compté. Les pourcentages moyens sur les 8 
lots de graine sont moyennés et les barres d’erreur représentent les écart-types (a). Une analyse des siRNAs issus 
du TYMV est effectuée par northern blot LMW à partir des RNAs totaux extraits des plantes descendantes 
infectées et non-infectées verticalement (b). La révélation est effectuée à l’aide d’une sonde correspondant à 
P69 marquée au P32. Le loading correspond à la migration des RNAs sur gel d’acrylamide révélé à l’EtBr. 
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d) Analyse de la transmission des virus par la graine chez les mutants rtl1 
 

De nombreux virus sont capables de contaminer le pollen, le tégument de la graine ou 

directement l’embryon (Sastry, 2013). On parle alors de transmission verticale de l’infection, 

quand la transmission horizontale de l’infection nécessite un contact direct ou indirect entre une 

plante infectée et une plante saine. Lors d’une infection des plantes A. thaliana par le TYMV, 

les symptômes sont faibles et les plantes peuvent monter à fleur et produire des graines (Figure 

12). Dans l’accession Dijon, 2% des descendants de plantes infectées par le TYMV développent 

des symptômes, et 7% dans l’accession Landsberg (de Assis Filho and Sherwood, 2000). 

Aucune donnée n’était disponible pour l’accession Col. 

 

Nous avons donc infecté 8 plantes sauvages et 8 plantes Col/rtl1-sail par le TYMV. Après 

récolte, 40 graines par plantes infectées ont été semées. Très tôt, des plantes présentant des 

symptômes de l’infection au TYMV ont été identifiées. On observe que 18% des descendants 

des plantes Col/WT sail et Col/rtl1-sail infectées par le TYMV sont elles-mêmes infectées 

(Figure 52a). La mutation rtl1 ne semble donc pas avoir d’effet sur la transmission de 

l’infection par la graine. L’analyse des siRNAs dérivés du TYMV chez les descendants infectés 

confirme une plus forte accumulation de siRNAs dérivés du TYMV chez Col/rtl1-sail par 

rapport à Col/WT sail (Figure 52b), suggérant que le rôle favorable de RTL1 dans l’infection 

du TYMV est conservé au travers des générations. 
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Figure 53 : La dérégulation de RTL1 ne modifie pas l’effet de la mutation osd1  
Les graines issues des croisements de plante sauvage Col, de mutant Col/rtl1-sail et de la lignée 35S:RTL1-myc 
(fleurs) avec le mutant osd1-3 (pollen) sont analysées sous loupe binoculaire. Les graines avortées sont flétries et 
parfois plus sombre. 
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e) Analyse de l’effet d’une dérégulation de RTL1 sur le triploïd block  
 

Chez les Angiospermes, le pollen est constitué d’une cellule végétative contenant deux cellules 

spermatiques haploïdes (Dumas and Rogowsky, 2008). L’ovule du sac embryonnaire est quant 

à lui constitué d’une cellule œuf haploïde et d’une cellule centrale diploïde, chacune fécondée 

par une des cellules spermatiques du pollen. Elles forment alors respectivement un embryon 

diploïde et l’endosperme triploïde. La régulation de cette répartition de la ploïdie est assurée 

par les composants du « triploïd block » (Greco et al., 2012). En effet, un excès ou un déficit 

dans cette répartition impacte la cellularisation de l’endosperme et conduit à l’avortement de la 

graine. Il a d’ailleurs a été démontré une implication des Pol IV-dependant siRNAs (p4-

siRNAs) dans la régulation négative de l’expression d’un gène régulateur de la cellularisation 

de l’endosperme AMAGOUS LIKE (AGL) 2 (Lu et al., 2012). RTL1 pourrait donc être 

impliquée dans la régulation des dsRNAs et siRNAs du triploïd block.  

Pour tester cette hypothèse, nous avons utilisé le mutant osd1 affecté dans le gène OMISSION 

OF SECOND DIVISION nécessaire à la méiose II (d’Erfurth et al., 2009). Au lieu d’une tétrade 

de pollen haploïde, une dyade de pollen diploïde est produite. Les graines issues de croisements 

entre le pollen d’un mutant osd1 et l’ovule d’une plante sauvage ont alors une répartition de la 

ploïdie modifiée, avec un embryon triploïde 1m + 2p et un endosperme 1m + 2p, conduisant à 

un avortement de la graine du au triploïd block (d’Erfurth et al., 2009; Kradolfer et al., 2013). 

Or la mutation de la méthyltransférase met1 en fond osd1 conduit à une hypométhylation du 

pollen, supprime le triploïd block et restaure la viabilité du pollen (Schatlowski et al., 2014).  

Nous avons donc testé si l’inhibition de RTL1 (mutant rtl1-sail) ou la sur-expression de RTL1 

(lignée 35S:RTL1-myc) modifiait la viabilité des graines issues d’un croisement avec le mutant 

nul  osd1-3 (Heyman et al., 2011). 

 

Aucune différence dans la proportion de graines avortées n’est observée chez les graines issues 

des croisements Col x osd1, Col/rtl1-sail x osd1 et 35S:RTL1-myc x osd1 (Figure 53). Les 

croisements n’ont pas été faits dans l’autre sens car osd1 produit des ovules haploïdes comme 

le sauvage. De plus, l’expression de RTL1 est spécifique à l’endosperme (communication 

personnelle de Filipes Borges). RTL1 ne semble donc pas impliquée dans la régulation du 

triploïd block. 
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Figure 54 : La mutation rtl1 n’affecte pas la vigueur hybride 

Des croisements entre le mutant Col/rtl1-sail (désigné par rtl1) et différentes accessions d’A. thaliana (Col-0, 
Ler-0, Ws et C24) sont effectués. 4 à 12 graines par croisements sont analysées. Afin d’indiquer le sens du 

croisement, le symbole ♀ identifie le génotype du pollen utilisé et le symbole ♂ celui du gamétophyte femelle. 
Les photos sont prises 1 mois après semis en chambre de culture (jours longs).  
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f) Analyse de l’effet de la mutation rtl1 sur l’hétérosis  
 

L’hétérosis, ou vigueur hybride, est décrite comme l’obtention de traits de meilleur qualité, tels 

que la taille, la biomasse ou la production de graines, dans les descendants F1 hybrides par 

rapport à leurs parents (Hochholdinger and Hoecker, 2007). La méthylation de l’ADN joue un 

rôle dans ce processus. En effet, une modification du profil des p4-siRNAs a été observée dans 

les descendants F1 d’un croisement entre l’écotype Ler et l’écotype C24 où l’hétérosis est 

observée par rapport à leurs parents Ler et C24 (Groszmann et al., 2011), notamment dans les 

régions différentiellement méthylées entre les parents Ler et C24 (Shen et al., 2012). Nous nous 

sommes donc demandé si RTL1 pouvait réguler les p4-siRNAs de l’hétérosis. 

Les croisements entre l’écotype Col et les écotypes Ler, C24 et WS donnant lieu à de 

l’hétérosis, les descendants F1 issus des croisements entre le mutant Col/rtl1-sail et les écotype 

Col, Ler, WS et C24 sont analysés. Les lignées non croisées et les lignées auto-fécondées sont 

utilisées en témoins négatifs. Les croisements entre la lignée Col et les écotypes Ler, WS et 

C24 sont utilisés en témoin positif. Les croisements sont effectués dans les deux sens (Figure 

54). 

Dans un premier temps, on observe que les rosettes des lignées Col, Ler, WS, C24 et Col/rtl1-

sail auto-fécondées naturellement ne sont pas de la même taille que les rosettes des plantes 

obtenues par auto-fécondation manuelle (Figure 54). Cela suggère un impact du croisement 

manuel sur le développement de la graine et de la plante. On observe également que les 

croisements dans les deux sens entre Col et les écotypes Ler, WS et C24 ont des rosettes de 

taille supérieure aux témoins Col, Ler, WS et C24 auto-fécondés manuellement (Figure 54). 

Cela confirme que ces croisements conduisent à l’hétérosis de la F1. Cependant, l’hétérosis est 

aussi observée chez les croisements dans les deux sens entre Col/rtl1-sail et les écotypes Col, 

Ler, WS et C24 (Figure 54). Ces résultats suggèrent que la mutation rtl1 n’impacte pas la mise 

en place de l’hétérosis. 

En conclusion de cette analyse des graines, RTL1 semble limiter le poids des graines (Figure 

49), sans que cela ne modifie la composition en lipide, carbone, azote, protéine et galactose 

(Figure 50). RTL1 ne semble pas participer à l’hétérosis, ni au triploid block (Figure 53 et 

Figure 54). 
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Figure 55 : Effet de la mutation rtl1 sur la longueur de la racine principale  
Des plantes T2 (a) et T3 (b) homozygotes pour les mutations rtl1-sail et rtl1-crispr ainsi que les lignées 
isogéniques sauvages correspondantes (Col/WT sail et Col/WT crispr) sont analysés 3 à 4 semaines après semis 
in vitro sur milieu 1/2MS+vit 1% sucrose. La longueur des racines est analysée à l’aide du plugin NeuronJ du 
logiciel ImageJ et est exprimée en pixel. Un boxplot est effectué sur le logiciel R. 
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4) Phénotypage des racines des mutants rtl1 
 

Le système racinaire des plantes, divisé en racines principales et secondaires, est chargé de 

l’encrage ainsi que de la prospection de l’eau et des nutriments du sol. Lors de la germination, 

le méristème apical racinaire prolifère et se différencie en un centre quiescent de prolifération 

cellulaire, une zone de transition, une zone l’élongation et une zone de maturation des cellules 

racinaires (Smith and De Smet, 2012). C’est dans cette dernière que l’assise de poils racinaires 

se développe. Cette organisation est finement régulée en fonction des conditions, par exemple 

via l’auxine qui stimule la production de racines latérales (Gaffar and Koch, 2019) ou par la 

régulation de la structure chromatinienne (Chen et al., 2018). 

RTL1 est exprimé dans la zone pilifère (zone mature) et dans l’épiderme des cellules 

trichoblastiques, cellules initiales des poils racinaires (communication personnelle de Filipe 

Borges). Les poils racinaires sont spécialisés dans la captation des éléments nutritifs du sol 

(Gilroy and Jones, 2000). Nous avons donc testé l’impact de la mutation rtl1 sur le phénotype 

racinaire des plantes. 

Chez les mutants Col/rtl1-crispr et Col/rtl1-sail la longueur de la racine principale tend à être 

plus longue que celle des témoins isogéniques Col/WT crispr et Col/WT sail à la génération T2 

(Figure 55a). Cependant, cet effet est perdu dans les T3 rtl1-crispr issues de l’autofécondation 

des T2 homozygotes précédemment utilisées (Figure 55b). Il semble donc que la mutation rtl1-

sail induise un allongement de la racine principale, quand la mutation rtl1-crispr induit une 

variabilité dans la longueur de la racine principale. Cette différence entre les deux mutants, déjà 

observée dans le phénotypage des feuilles (partie III-1 p.123), peut s’expliquer par la 

ségrégation d’off-targets induits par la technique CRISPR (Zhang et al., 2018). Quoiqu’il en 

soit, l’observation de plantes rtl1-crispr présentant des racines similaires aux plantes sauvages 

suggère que l’allongement de la racine principale du mutant rtl1-sail pourrait être dû à une autre 

mutation portée par cette lignée.  
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Figure 56 : La mutation rtl1 n’a pas d’effet sur l’accumulation des ta-siRNAs et des endoIR-siRNAs 
dans les racines 
L’accumulation des TAS1, TAS2 (a), TAS3 et IR71 (b) siRNAs est analysée par northern blot LMW à partir des 

extraits de RNAs totaux des racines d’un pool de 8 à 12 plantes. Une sonde complémentaire aux siRNAs est 

utilisée pour la détection par marquage radioactif au P32. Le loading correspond à la migration des RNAs sur gel 

d’acrylamide révélée à l’EtBr. Ces résultats ont été générés par Agnès Yu dans notre équipe. 
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La faible expression de RTL1 dans la racine nous a amené également à déterminer si RTL1 

régulait l’accumulation des siRNAs dans ce tissu. Des expériences de northern blot réalisées 

par Agnès Yu dans notre équipe montrent que la mutation rtl1-sail n’a pas d’effet sur 

l’accumulation des ta-siRNAs ou des endoIR-siRNAs dans la racine (Figure 56). Ces résultats 

corroborent l’absence d’effet de RTL1 sur l’accumulation des siRNAs SUL qui migrent de la 

feuille vers la racine (Figure 34c), suggérant que la faible expression de RTL1 dans la racine 

semble insuffisante pour impacter l’accumulation des siRNAs. Toutefois, il est possible que 

RTL1 affecte l’accumulation de certains siRNAs très spécifiques ou de mRNAs qui présentent 

des structures locales en dsRNA qui les rendent sensibles à RTL1. Pour aller plus loin, une 

analyse du profil des grands et petits RNAs des racines des mutants rtl1 et des plantes sauvages 

pourra être effectué.  

5) Effet de la mutation rtl1 chez les accessions Ler et Ws 
 

a) Effet sur le PTGS 
 

A bien des égards, Col constitue une accession atypique d’Arabidopsis thaliana (Weigel, 2012), 

en particulier en ce qui concerne les facteurs impliqués dans le RQC et le PTGS. Par exemple, 

le gène de l’exoribonucléase SUPPRESSOR OF VARICOSE (SOV) du complexe de l’exosome 

du RQC est naturellement muté chez Col et l’introduction d’une copie fonctionnelle du gène 

SOV issue de l’accession Ler montre que plusieurs milliers de RNAs pourraient être ciblés par 

SOV chez Col (Zhang et al., 2010; Sorenson et al., 2018). Le profil des siRNAs et la 

méthylation des gènes endogènes cibles varient aussi selon les accessions (Koornneef et al., 

2011; Zhang et al., 2008; Zhai et al., 2008), de même que la réponse à l’infection virale (Hillung 

et al., 2012) et une étude récente montre que le polymorphisme de la séquence du gène AGO2 

est impliqué dans la sensibilité différentielle des accessions à l’infection du Potato virus X 

(PVX) (Brosseau et al., 2020). Autres exemples marquants, les mutants ago10 ont un 

développement normal chez Col alors que les mutants ago10 sont fortement affectés dans le 

développement du méristème apical caulinaires et ne survivent pas chez Ler (Mallory et al., 

2009; Liu et al., 2009b; Liou et al., 2014; Jaubert et al., 2011; Yu et al., 2017a; Zhu et al., 2011). 

De même, les allèles ago1-32 et hen1-8 chez Col montrent une fertilité fortement réduite (Sorin 

et al., 2005; Yu et al., 2010; Wei et al., 2020) alors que les mêmes mutations chez Ler affectent 

peu la fertilité (Yang et al., 2006; Yu et al., 2010; Wei et al., 2020). Enfin, le gène SGS3 est 

quatre  
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Figure 58 : L’expression de RTL1 est similaire dans les feuilles et les fleurs des accessions Col et Ler 
L’expression de RTL1 dans les feuilles et les fleurs d’un pool de 4 plantes/génotype est analysée par RT-qPCR. Les 
plantes sauvages Col et Ler ainsi que les plantes mutantes Col/rtl1-sail sont testées. Le gène GAPDH est utilisé en 
contrôle interne. Les valeurs sont normalisées par rapport à Col (feuilles). 
 

 

 

Figure 57 : La mutation rtl1 induit le silencing de la lignée Hc1 en fond Ler 
Les lignées mutantes Col/Hc1/rtl1-sail et Ler/Hc1/rtl1-sail et les lignées sauvages Col/Hc1 et Ler/Hc1 sont semées 
in vitro sans antibiotique de sélection et les plantes sont repiquées en chambre de culture en jours longs 2 
semaines post-germination. Le pourcentage de plantes dont l’activité du transgène p35S:GUS de Hc1 est inhibée 
est déterminé au Fluoroskan sur environ 90 plantes par lignées 4 semaines post-repiquage après la montée à 
fleur. Une lignée est analysée par génotype. 
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fois moins exprimé chez Col que chez Ler (communication personnelle de Taline Elmayan).  

En introgressant les loci L1 et Hc1 de Col vers Ler et Ws par 10 back-cross successifs, notre 

équipe a constaté que le PTGS est plus efficace chez Col que chez Ler ou Ws. En effet, si L1 

déclenche le PTGS chez 100% des plantes en fond Col, Ler ou Ws, la cinétique d’inactivation 

est plus rapide chez Col que chez Ler et Ws. La différence entre Col, Ler et Ws est encore plus 

spectaculaire en ce qui concerne Hc1 puisque 20% des plantes portant Hc1 déclenchent le PTGS 

en fond Col alors qu’aucune plante ne déclenche en fond Ler et Ws. Afin d’être sûr que ces 

différences n’avaient pas été induites par les séries de back-cross, l’équipe a également généré 

des lignées en transformant directement Ws avec la construction p35S:GUS. Une lignée, 

appelée 159, qui déclenche le PTGS à 100% et une lignée, appelée 86, qui ne déclenche pas le 

PTGS, ont pu être identifiées. Ces lignées ont ensuite été back-crossées 10 fois à Col. La lignée 

Col/159 a montré une cinétique de PTGS beaucoup plus rapide que la lignée Ws/159, et la 

lignée Col/86 a montré un déclenchement du PTGS chez 20% des plantes tandis que la lignée 

Ws/86 ne déclenche jamais, confirmant que le PTGS est plus efficace chez Col que chez Ws, 

indépendamment des étapes d’introgression. 

Nous nous sommes donc demandés si RTL1 contribuait à ces différences d’efficacité du PTGS 

entre Col, Ler et Ws. Pour cela, les mutants rtl1-sail et rtl1-crispr (obtenus en fond Col) ont été 

back-crossés 6 fois à Ler et et 5 fois à Ws en sélectionnant à chaque génération la présence de 

la mutation rtl1. Les mutants rtl1 en fond Col, Ler ou Ws ont ensuite été croisés aux lignées 

Hc1 et 86 en fond Col, Ler ou Ws puis auto-fécondés, et des plantes isogéniques homozygotes 

pour Hc1 ou 86, et homozygotes pour la mutation rtl1 ou l’allèle sauvage RTL1 ont été 

sélectionnées. A ce jour, nous avons pu obtenir et analyser les lignées isogéniques Col/Hc1 et 

Col/Hc1/rtl1-sail ainsi que les lignées Ler/Hc1 et Ler/Hc1/rtl1-sail. Nos analyses montrent que 

la mutation rtl1-sail n’affecte pas l’efficacité du PTGS chez Col, tandis qu’elle induit le PTGS 

de Hc1 chez Ler au niveau observé chez un Col sauvage (Figure 57). Ces résultats suggèrent 

donc que RTL1 limite le PTGS de Hc1 chez Ler, mais pas chez Col. L’analyse des plantes 

Col/Hc1, Col/Hc1/rtl1-crispr, Ler/Hc1 et Ler/Hc1/rtl1-crispr permettra de tester cette 

hypothèse. Cependant, le niveau d’expression de RTL1 est similaire dans les feuilles et les fleurs 

des accessions Col et Ler (Figure 58). Le niveau d’expression de RTL1 dans les racines des 

plantes Col et Ler devra être testé. L’analyse du PTGS chez les plantes Ws/Hc1/rtl1, Ws/86/rtl1 

et Col/86/rtl1, comparée aux plantes Ws/Hc1 (0% de PTGS), Ws/86 (0% de PTGS), Col/Hc1 

(20% de PTGS), Col/Hc1/rtl1 (20% de PTGS) et Col/86 (20% de PTGS) permettra de 

déterminer si RTL1 contribue également à limiter le PTGS chez Ws. 
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Figure 59 : La mutation rtl1 n’affecte pas la longueur de la racine principale de différents accessions 
d’Arabidopsis 
Les lignées homozygotes rtl1-crispr issues de 6 back-crosses avec les accessions Col et Ler et de 5 back-crosses 

avec l’accession Ws sont analysées sur semis in vitro sur un milieu ½ MS + 1% Sucrose. Les photos sont prises 3 

semaines post-germination (a) et les longueurs des racines est analysées avec le plugin NeuronJ du logiciel ImageJ 

et est exprimée en pixel (b). Un boxplot est effectué sur le logiciel R. 
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b) Effet sur le développement 
 

- Analyse de l’effet de la mutation rtl1 sur la racine principale 
 

Nous avons vu précédemment que la mutation rtl1-sail affecte la longueur de la racine 

principale, mais pas la mutation  rtl1-crispr (Figure 55). Nous avons donc comparé la longueur 

de la racine principale des plantes Col/rtl1-crispr, Ws/rtl1-crispr et Ler/rtl1-crispr à celle des 

lignées isogéniques sauvages associées Col/WT crispr, Ws/WT crispr et Ler/WT crispr (Figure 

59). On observe que la racine principale des plantes Col/WT crispr est plus longue que celle 

des plantes Ws/WT crispr et Ler/WT crispr en accord avec des résultats précedemment publiés 

(Aceves-García et al., 2016) mais que la racine principale des plantes Ws/WT crispr est plus 

longue que celle des plantes Ler/WT crispr, contrairement aux résultats publiés par la même 

étude (Aceves-García et al., 2016 ; Figure 59b). Ces variations pourraient être dues aux 

conditions de culture ou à l’effet des back-crosses successifs. Cependant, la mutation rtl1-crispr 

n’a pas d’effet sur la longueur de la racine principale chez les plantes Col/rtl1-crispr, Ws/rtl1-

crispr et Ler/rtl1-crispr par rapport aux lignées sauvages isogéniques Col/WT crispr, Ws/WT 

crispr et Ler/WT crispr (Figure 59b). Ces résultats confirment donc que RTL1 ne semble pas 

impliquée dans la régulation de la taille de la racine principale chez Col, Ws et Ler. La différence 

dans la taille de la racine principale entre les plantes Col/WT sail et Col/rtl1-sail pourrait donc 

être due à un effet secondaire de l’insertion T-DNA ou à une autre insertion T-DNA dans le 

génome (Figure 55).  
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Figure 60 : Effet de la mutation rtl1 sur le développement de  différentes accessions d’Arabidopsis 
Les lignées homozygotes rtl1-crispr issues de 6 back-crosses avec les accessions Col et Ler et de 5 back-crosses 

avec l’accession Ws sont analysées. Les mutants et les lignées isogéniques associées sont semées en chambre 

de culture et en jours longs et les photos sont prises 4 semaines post-germination (a), lors de la montée à fleur 

5 semaines post-germination (b) et les feuilles sénescentes sont photographiées 6 semaines post-germination 

chez les plantes Ler/WT crispr et Ler/rtl1-crispr (c). 
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- Analyse de l’effet de la mutation rtl1 sur le développement 
 

L’analyse du phénotype des feuilles par la plateforme Phenoscope ayant montré de faibles 

différences entre les plantes sauvages Col et les mutants rtl1 (Partie III-1 p.123), nous nous 

sommes demandé s’il en était de même dans les accessions Ler et Ws. Nous avons donc étudié 

l’impact de la mutation rtl1-crispr sur le développement des plantes Col/rtl1-crispr, Ws/rtl1-

crispr et Ler/rtl1-crispr par rapport aux lignées sauvages isogéniques Col/WT crispr, Ws/WT 

crispr et Ler/WT crispr (Figure 60). On n’observe pas de différences fortes dans le 

développement (Figure 60a) et le timing de floraison (Figure 60b) chez les plantes Col/rtl1-

crispr, Ws/rtl1-crispr et Ler/rtl1-crispr par rapport aux plantes Col/WT crispr, Ws/WT crispr et 

Ler/WT crispr. Par contre, les plantes Ler/rtl1-crispr semblent plus sénescentes que les plantes 

Ler/WT crispr (Figure 60c) alors que la mutation rtl1 en fond Col n’a pas d’effet sur le 

phénotype de sénescence des feuilles par rapport aux plantes sauvages (Figure 47 et Figure 

48). Pour aller plus loin, une analyse plus poussée du phénotype de sénescence chez les plantes 

Ler/rtl1-crispr et Ler/WT crispr devra être effectuée.  
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Figure 61 : La mutation rtl1 affecte le poids des graines chez différentes accessions d’A. thaliana 
Les graines de 3 à 4 lignées homozygotes rtl1-crispr issues de 6 back-crosses avec l’accession Ler et de 5 back-
crosses avec l’accession Ws ainsi que les lignées isogéniques associées sont analysées. Environ 70 jours post-
semis, les graines sont récoltées, séchées, battues et pesées. Le poids de la totalité des graines est représenté 
(a) ainsi que le poids de lots de 100 graines (b). La morphologie des graines est observée sous loupe binoculaire 
(c). Les boxplots sont effectués sur R. 
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- Analyse de l’effet de la mutation rtl1 sur les graines 
 

Nous avons vu précédemment que le poids de graines produit par les plantes Col/rtl1-crispr 

était supérieur à celui des lignées sauvages isogéniques Col/WT crispr, et que cet effet était due 

à un poids plus important des graines des plantes Col/rtl1-crispr par rapport à celles des lignées 

sauvages isogéniques Col/WT crispr (Figure 49). Nous avons donc comparé les graines des 

plantes Ws/rtl1-crispr et Ler/rtl1-crispr à celles des lignées sauvages isogéniques Ws/WT crispr 

et Ler/WT crispr (Figure 61). On constate que les accessions Col et Ws produisent une quantité 

équivalente de graines (environ 1g par plante) alors que l’accession Ler en produit beaucoup 

moins (environ 500 mg par plante) (Figure 49a et Figure 61a). Il est difficile d’estimer si ces 

valeurs sont standards car elles varient selon conditions de culture, une étude récente montre 

par exemple que l’accession Col produit environ 550 mg de graines et les accessions Ler et Ws 

environ 350 mg (Wang et al., 2020). Par contre, on observe que la mutation rtl1-crispr entraine 

une augmentation du poids total des graines produites dans les accessions Ler et Ws comme 

nous l’avons observé chez Col (Figure 49a et Figure 61a), et l’analyse du poids de 100 graines 

par génotype révèle que la mutation rtl1-crispr induit une augmentation du poids de la graine 

chez Ler et Ws comme précédemment observé chez Col (Figure 49b et Figure 61b). Nous 

n’avons cependant pas non plus constaté de différences dans la taille et la morphologie des 

graines entre les accessions mutées pour rtl1 et les accessions isogéniques sauvages (Figure 

49c et Figure 61c). Bien que le poids d’un lot de 100 graines soit très faible (1 à 2 mg) et que 

des analyses plus poussées sur la morphologie de la graine doivent être effectuées sur un plus 

grand nombre de plantes (ainsi que sur les mutants rtl1-sail back-crossés aux accessions Ler et 

Ws), ces résultats suggèrent une implication de RTL1 dans la formation de la graine, en 

cohérence avec son expression pendant lors de la maturation des siliques (Figure 39), et ce 

dans les trois accessions étudiées. 

 

 

 

 

 



154 
 

  



155 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSION ET 

PERSPECTIVES 
 

  



156 
 

  



157 
 

I] Existe-t-il une relation entre l’effet des 
VSR sur le PTGS et leur effet sur RTL1 ? 
 

Lors des interactions plante-virus, un équilibre entre les défenses de la plante et celles du virus 

est nécessaire au développement et à la survie des deux protagonistes. Selon que l’interaction 

est incompatible (avec la présence de gènes de résistance) ou compatible, le virus est restreint 

à la zone d’infection ou se propage de manière systémique dans toute la plante, pouvant 

conduire à l’apparition de symptômes développementaux et à la mort de son hôte (Roossinck, 

2015).  

 

En réponse à l’infection, différents évènements sont induits chez la plante pour réduire la 

propagation du virus et sa réplication (Mandadi and Scholthof, 2013) : 

 

- la réponse hypersensible (HR) locale ou systémique, où la détection de Pathogen-

Associated Molecular Pattern (PAMP) par les protéines PATHOGENE 

RECOGNITION RECEPTOR (PRR) de la plante entraîne l’apoptose des cellules de la 

zone d’infection. Elle peut être modulée par les effecteurs et/ou éliciteurs viraux ainsi 

que par l’induction de l’expression des gènes de résistance (R) de la plante (Camagna 

and Takemoto, 2018). La HR est notamment caractérisée par un pic cytosolique de 

calcium Ca2+ et de Reactive Oxigene Species (ROS). 

- la résistance systémique acquise (SAR) avec l’accumulation d’acide salicylique (SA) et 

d’acide jasmonique (JA), responsable de l’induction de l’expression du gène NON-

EXPRESSOR OF PR (NPR) 1 et la modification de l’expression de nombreux gènes de 

défense dans les tissus systémiques non infectés (Fu and Dong, 2013). 

- la modulation du système de dégradation Ubiquitin/Proteasome 26S (UPS) qui régule, 

entre autres, la transduction des signaux, la transcription et le cycle cellulaire (Sharma 

et al., 2016) et conduit selon les virus à une augmentation ou une diminution de la 

sensibilité de la plante à l’infection (Reichel and Beachy, 2000; Liu et al., 2002; 

Drugeon and Jupin, 2002; Baumberger et al., 2007; Camborde et al., 2010; Verchot, 

2016). 

- le RNA silencing (RNAi) anti-viral qui produit des siRNAs à partir du génome viral 

afin de guider la méthylation des DNAs viraux par un mécanisme apparenté au TGS, 



158 
 

ou la dégradation des RNAs viraux par le mécanisme de PTGS (Muhammad et al., 

2019). 

 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés à ce dernier point. La plupart des virus 

codent pour des protéines appelées Viral Suppressor of RNA Silencing (VSR), capables 

d’inhiber une ou plusieurs étapes du RNAi. Leurs modes d’action sont multiples, de la 

séquestration et l’inhibition de la production des siRNAs à la déstabilisation des protéines du 

RNAi (Csorba et al., 2015). Toutefois, certains VSR peuvent aussi recruter ou activer des 

suppresseurs endogènes du RNAi. 

 

C’est le cas du VSR AC2 du Mungbean yellow mosaic virus (Voinnet et al., 1999; Wang et al., 

2003, 2005; Kumar et al., 2015) qui trans-active l’expression de différents gènes chez N. 

benthamiana, dont le suppresseur de silencing WERNER EXONUCLEASE-LIKE (WEL) 1 ayant 

une possible activité 3’-5’ exonucléase (Trinks et al., 2005). Il a aussi été démontré que la 

protéine AC2 du Tomato golden leaf virus interagit avec la protéine KRYPTONITE et inhibe 

son activité méthyltransférase H3K9 des histones (Castillo-González et al., 2015). 

 

De même, l’infection de tabac par le Tomato yellow leaf virus induit l’expression du gène 

CALMODULINE-LIKE 39 (CML39), qui pourrait diminuer l’expression du gène RDR6 (Li et 

al., 2014). Son expression est également induite lors de l’infection par les géminivirus Cabbage 

leaf curl virus et Beet curly top virus-A (Yong Chung et al., 2014). Il a également été montré 

que l’expression du VSR des Potyvirus HC-Pro et du VSR des géminivirus AC2 suffit à induire 

l’expression de CML39 chez N. tabacum et N. benthamiana (Anandalakshmi et al., 2000; Yong 

Chung et al., 2014), et un screen double-hybride suggère qu’ils pourraient interagir avec la 

protéine CML39 (Yong Chung et al., 2014). Enfin, les plantes qui surexpriment CML39 sont 

hypersensibles à l’infection par le Tomato golden mosaic virus (TGMV), avec une 

augmentation de l’accumulation d’ADN viral, quand les mutants cml39 sont moins sensibles à 

l’infection par le TGMV (Anandalakshmi et al., 2000; Li et al., 2014; Yong Chung et al., 2014). 

Cependant, des résultats contradictoires sont obtenus par transformation de protoplastes et agro-

infiltrations de tabac et suggèrent que CML39 se lie au domaine de liaison aux dsRNAs de la 

protéine  HC-Pro, l’empêche de séquestrer les siRNAs et entraîne sa dégradation (Nakahara et 

al., 2012). 
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C’est également le cas du facteur de transcription RAV2, nécessaire à l’inhibition de la 

production des siRNAs primaires par HC-Pro du Turnip mosaic virus (TuMV) et P38 du Turnip 

crinckle virus (TCV) (Endres et al 2010). L’activité de HC-Pro nécessite aussi les suppresseurs 

endogènes de RNAi FIERY (FRY1) (Gy et al., 2007) et CML38, homologue de CML39 

(Endres et al 2010). 

 

Il semble donc que la manipulation des suppresseurs endogènes du RNAi par les virus constitue, 

en plus de l’activité directe de leur VSR sur le RNAi, une seconde ligne d’attaque contre les 

défenses de la plante. Dans ce sens, notre équipe a montré que le gène RNase THREE-LIKE 1 

(RTL1), dont l’expression est induite chez Arabidopsis thaliana lors de l’infection par le CMV, 

le TCV, TVCV et le TYMV, constitue un nouveau suppresseur endogène de RNAi (Shamandi 

et al., 2015). RTL1 clive les dsRNAs endogènes et exogènes, précurseurs des siRNAs, et inhibe 

le PTGS des transgènes. Toutefois, l’activité de RTL1 est inhibée par certains VSR qui inhibent 

le PTGS (2b du CMV, P38 du TCV et HC-Pro du TuMV), mais pas par le VSR P69 du TYMV 

qui a faible effet sur le PTGS (Shamandi et al., 2015). Ces résultats suggèrent que le rôle de 

RTL1 dans les infections virales pourrait être conditionné par l’effet des VSR sur le PTGS. 

 

En effet, il est possible que les VSR capables d’inhiber fortement le PTGS ont besoin d’inhiber 

aussi RTL1 pour réussir leur infection. Le corolaire de cette hypothèse est que les virus qui les 

produisent sont sensibles à son activité. Inversement, les virus à VSR ayant peu d’effet sur le 

PTGS réussissent certainement à contourner RTL1 sans avoir besoin de l’inhiber pour réussir 

leur infection, et les résultats préliminaires obtenus avec le TYMV suggèrent même que le 

TYMV tire profit de RTL1 pour réussir à infecter Arabidopsis (Shamandi et al., 2015).  

 

Pour aller plus loin, nous envisageons de tester l’effet d’autres VSR sur l’activité de RTL1, mais 

aussi l’effet de BSR (Bacterial Suppressor of RNAi), comme par exemple HopT1 de 

Pseudomonas syringae qui agit sur l’activité d’AGO1 (Navarro et al., 2008). En effet, notre 

équipe a observé que l’expression de RTL1 est induite non seulement lors d’une infection virale, 

mais également par un traitement à la flagelline (Nahid Shamandi, données non publiées du 

laboratoire). Il serait donc intéressant d’infecter des plantes sauvages, des mutants rtl1 et des 

plantes surexprimant RTL1 avec P. syringae afin de voir si l’absence ou la surexpression de 

RTL1 module l’infection de P. syringae. Des expérimentations avaient été initiées, mais elles 

ont été interrompues par le confinement. 
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Le VSR P1 du Rice yellow mottle virus (RYMV) est également un candidat intéressant à tester. 

En effet, il induit une diminution de l’accumulation des 24-nt siRNAs et augmente la 

propagation du silencing chez le tabac (Voinnet et al., 1999; Lacombe et al., 2010). Il est 

possible que cet antagoniste soit le fruit de la co-évolution entre le RYMV et sa plante hôte, 

conduisant à un équilibre entre l’efficacité de l’infection du RYMV et les défenses RNAi de la 

plante. Or, des études ont montré une corrélation entre la présence des 24-nt siRNAs ou de leurs 

précurseurs dans la systémie du silencing (Hamilton, 2002; Himber, 2003). Des expériences 

préliminaires de co-agroinfiltrations de feuilles de tabac réalisées par notre équipe montrent que 

P1 n’inhibe pas efficacement l’activité de RTL1 (Lucas Sanchez, travaux de M2 interrompus 

par le confinement). Ces résultats sont très intéressants et devront être confirmés. En effet, 

comme RTL1 clive les dsRNAs et les siRNAs (Shamandi et al., 2015 ; Figure 34), il sera 

intéressant de déterminer si l’expression de RTL1 est induite lors de l’infection d’A. thaliana 

par le RYMV, et si RTL1 participe à la perte d’accumulation des 24-nt siRNAs causées par 

l’infection du RYMV. Des plantes sauvages, des mutants rtl1 et les plantes surexprimant RTL1 

pourront aussi être infectés avec le RYMV et l’accumulation des siRNAs et grands RNAs 

viraux sera analysée.  
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II] Pourquoi certains virus inhibent-ils 
RTL1 ? 
 

Afin de comprendre les raisons de l’inhibition de RTL1 lors de l’infection par certains virus, 

nous avons étudié l’interaction Arabidopsis-TuMV puisque : i) l’activité de RTL1 est inhibée 

par HC-Pro (Shamandi et al., 2015) et ii) il existe des versions sauvages du TuMV et des 

versions mutées dans HC-Pro  (Garcia-ruiz et al., 2010; Garcia-Ruiz et al., 2015). 

 

Dans un premier temps, nous avons observé que les mutants rtl1 ont des symptômes identiques 

et accumulent environ autant de grands RNAs du TuMV que les plantes sauvages (WT) 

infectées (Figure 8). De manière étonnante, en première semaine d’infection les plantes 

surexprimant RTL1 semblent hypersensibles à l’infection par le TuMV et accumulent plus de 

grands RNAs viraux par rapport aux plantes WT infectées, mais ce n’est plus le cas en deuxième 

et troisième semaine d’infection (Figure 8). Ces résultats confirment que l’infection par le 

TuMV inhibe l’activité de RTL1 in planta, vraisemblablement par son VSR HC-Pro, puisque 

les grands RNAs du TuMV s’accumulent chez les plantes surexprimant RTL1 et que l’absence 

de RTL1 n’affecte pas l’infection par le TuMV. Ils suggèrent aussi que ce processus prend un 

certain temps : l’accumulation accrue des grands RNAs viraux en première semaine d’infection 

peut-être due à une inhibition du PTGS par RTL1 (Shamandi et al., 2015), ce qui favorise 

l’infection par le TuMV. Dans le sens de cette hypothèse, nous savons que l’induction de 

l’expression de RTL1 par une infection virale chez des plantes WT est graduelle (Figure 31). 

On peut supposer que dans les stades précoces de l’infection RTL1 n’est pas défavorable à 

l’infection par le TuMV car il n’y a pas assez de protéines RTL1 produites et qu’une partie 

ciblent aussi le PTGS mais qu’à long terme, avec l’augmentation de l’expression de RTL1, 

l’infection par le TuMV requiert aussi l’inhibition de RTL1. Il est aussi possible que 

l’expression de l’ORF HC-Pro du TuMV soit graduelle, et qu’il n’y ait pas assez de protéines 

HC-Pro produites pas le TuMV en première semaine d’infection pour inhiber toutes les 

protéines produites chez les plantes qui surexpriment RTL1. Cette hypothèse est cohérente avec 

la cinétique d’accumulation de la protéine HC-Pro chez des plantes WT infectées par le TuMV 

publiée par Hafrén et al., 2018. Les plantes mutées dcl2dcl4 sont également hypersensibles à 

l’infection en première semaine d’infection, avec des symptômes plus forts et une accumulation 

de grands RNAs viraux accrue par rapport aux plantes WT infectées mais pas en deuxième et 

troisième semaine d’infection (Figure 8). C’est étonnant, car on sait que le TuMV est capable 
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de se propager dans ce fond mutant (dcl2-1 dcl4-2) (Garcia-Ruiz et al., 2010) mais cohérent 

avec l’hypothèse d’une inhibition du PTGS résiduel par RTL1 en première semaine d’infection. 

De plus, il a aussi été montré que DCL4 et dans une moindre mesure DCL2 participent au PTGS 

anti-viral au niveau des feuilles inoculées par un TuMV mais pas dans les feuilles caulinaires 

(Garcia-Ruiz et al., 2010). Il est donc possible qu’un biais d’expérimentation soit à l’origine de 

nos observations en deuxième et troisième semaines d’infection. En effet, en première semaine 

d’infection les feuilles disponibles pour les prélèvements sont principalement les feuilles 

inoculées mécaniquement par le TuMV, qui sont plus affectées par la mutation dcl2dcl4 que 

les feuilles disponibles pour les prélèvements en deuxième et troisième semaines d’infection 

(majoritairement des feuilles systémiques infectées). De plus, les RNAs issus des plantes 

dcl2dcl4 après une semaine d’infection semblent légèrement dégradés, ce qui pourrait 

influencer nos résultats (Figure 8b). Toutefois, nous pouvons exclure que l’activité de RTL1 

varie aussi entre les feuilles inoculées et les feuilles systémiques puisque les mutants rtl1 sont 

globalement aussi sensibles à l’infection que les plantes WT sur toute la durée de la cinétique 

(Figure 8). Ces expériences devront donc être reconduites en prenant en compte ce biais de 

prélèvement afin de valider définitivement ces résultats. 

 

Dans le sens de l’hypothèse que l’infection par le TuMV requiert l’inhibition de RTL1, nos 

expériences de micro-greffes ont montré que le TuMV muté dans HC-Pro, peut se répliquer 

dans le porte greffe OE-TuMV-AS9-GFP dcl2dcl3dcl4, mais n’est pas capable de se propager 

dans les feuilles des greffons Col et RTL1 (Figure 9 et Figure 10). Puisque RTL1 inhibe le 

PTGS (Shamandi et al., 2015), il est tentant de penser que privé d’un VSR fonctionnel, le TuMV 

est sensible à l’activité de RTL1 et que l’infection du TuMV soit en partie dépendante de 

l’inhibition de RTL1 par HC-Pro. Cependant cet effet étant aussi observé chez les greffons Col 

et pourrait être dû à l’activité des DCLs dans les rosettes. Afin de tester cette hypothèse, nous 

avons validé préliminairement que le TuMV muté dans HC-Pro est capable de se propager dans 

les mutants dcl2-2 dcl4-2 et dcl2-Kas dcl4-5 greffés sur le porte greffe OE-TuMV-AS9-GFP 

dcl2dcl3dcl4 (Figure 11). Nous avons ensuite croisé ces mutants avec les lignées RTL1 et 

généré des plantes RTL1 dcl2dcl4. Nous testerons si le TuMV muté dans HC-Pro produit par le 

porte-greffe OE-TuMV-AS9-GFP dcl2dcl3dcl4 est capable ou non de se propager dans les 

feuilles du greffon RTL1 dcl2dcl4. 

 

Si la sensibilité à RTL1 du TuMV muté dans HC-Pro est confirmée, nous chercherons si la 

protéine RTL1 a accès aux dsRNAs de la réplication du TuMV. Chez les Potyvirus, les 
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complexes de réplication virale (VRC) se forment au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique avant d’être relocalisés au niveau des chloroplastes, où ils provoquent leur 

agrégation et forment des structures tubulaires entre les chloroplastes (Mäkinen and Hafrén, 

2014). Nous avons observé que, chez le tabac, le signal de la protéine RTL1 fusionnée à la GFP 

ne colocalise pas avec l’auto-fluorescence des chloroplastes mais les entoure (Figure 35). 

Toutefois, ces expériences devront être refaites en conditions d’infection par le TuMV. Une 

construction 6K2-RFP, marqueur des VRC (Hafrén et al., 2018), pourra être aussi co-

agroinfiltrée en feuilles de tabac avec la construction RTL1-GFP afin de déterminer que RTL1 

peut cliver des dsRNAs issus de la réplication du TuMV.  

Il est également important de noter que les Potyvirus possèdent un second VSR, la protéine 

VIRAL GENOME-LINKED PROTEIN (VPg), qui pourrait moduler l’activité de RTL1. De 

par sa structure désordonnée et flexible, VPg interagit avec différentes protéines chez 

Arabidopsis thaliana, dont SGS3, PABP-2 et le facteur d’initiation de la traduction eIF4 

(Beauchemin and Laliberté, 2007; Beauchemin et al., 2007; Rajamäki et al., 2014). De plus, il 

a été démontré que la protéine VPg du TuMV interagit avec et entraîne la dégradation des 

protéines SGS3 et RDR6 par le protéasome 20S et la voie de l’autophagie (Cheng and Wang, 

2017). Il est donc possible que VPg puisse également moduler l’activité de RTL1 et/ou que la 

délétion du VSR du TuMV ait un effet sur l’activité de VPg. 

 

Cependant, la construction OE-TuMV-AS9-GFP induit efficacement l’infection du TuMV en 

fond dcl2dcl3dcl4 (Garcia-ruiz et al., 2010; Figure 9 et Figure 10). Si une protéine HC-Pro 

fonctionnelle était nécessaire à l’activité de VPg, le développement du virus aurait été altéré, 

car elle est essentielle à de multiples étapes de la vie du virus (Mäkinen and Hafrén, 2014). Afin 

de tester si VPg inhibe l’activité de RTL1, nous analyserons si l’activité de RTL1 sur les 

siRNAs du TuMV issus du porte greffe OE-TuMV-AS9-GFP dcl2dcl3dcl4, où VPg est 

vraisemblablement fonctionnelle, est inhibée ou non dans le greffon RTL1. 
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III] Pourquoi certains virus n’inhibent-ils 
pas RTL1, et comment réussissent-ils 
leur infection ?  
 

Les VSR peuvent inhiber le PTGS en séquestrant les dsRNAs ou les siRNAs, ou en inhibant 

les acteurs du (DCLs ou AGOs) qui participent de façon redondante au S-PTGS et à l’IR-PTGS 

(Csorba et al., 2015). Les VSR peuvent également inhiber spécifiquement le S-PTGS en 

inhibant les acteurs de l’amplification du PTGS (RDR6, SGS3, SDE5) qui ne sont pas 

indispensables à l’IR-PTGS.  

 

Certains VSR peuvent donc avoir un effet est limité sur le PTGS. C’est le cas du Turnip yellow 

mosaic virus (TYMV), dont la protéine de mouvement P69 provoque une sur-accumulation des 

miRNAs, vraisemblablement en augmentant l’expression de DCL1, mais n’est pas capable 

d’inhiber l’IR-PTGS et a un faible effet sur le S-PTGS du transgène p35S:GUS chez 

Arabidopsis (Chen et al., 2004). Contrairement au virus TCV qui provoque des symptômes 

forts, du fait de l’existence d’un VSR capable d’inhiber S-PTGS, IR-PTGS et PTGS (Tableau 

1), le TYMV induit des symptômes limités, suggérant que le PTGS limite le TYMV (Figure 

12). En accord avec cette hypothèse, les mutants drb4 et dcl4 sont hypersensibles à l’infection 

par le TYMV et montrent des symptômes aggravés et une accumulation accrue de la protéine 

CP par rapport aux plantes sauvages infectées (Jakubiec et al., 2012). L’expression de DRB4 

est également augmentée lors de l’infection par le TYMV et la protéine DRB4 est relocalisée 

du noyau au cytoplasme, probablement au niveau des siRNA-bodies (Jakubiec et al., 2012). 

Cependant, les acteurs du PTGS dirigé contre le TYMV n’ont pas tous été caractérisés. Etant 

donné que P69 n’a pas d’effet sur l’IR-PTGS, cela suggère qu’il agit en amont de la production 

des dsRNAs (Chen et al., 2004). De plus, P69 n’a pas d’effet sur l’activité de RTL1 (Shamandi 

et al., 2015). Or, les résultats précédemment discutés montrent que le TuMV, privé de son VSR, 

semble sensible à l’action de RTL1. Cela ne semble pas être le cas du TYMV. 

 

Le système Arabidopsis-TYMV constitue donc un système idéal pour l’étude de l’interaction 

entre RTL1 et le PTGS dans les interactions entre plantes et virus dont le VSR n’inhibe pas (ou 

très peu) le PTGS. Dans un premier temps, nous avons donc cherché à caractériser les acteurs 

du PTGS impliqués dans la défense anti-TYMV de la plante.  
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1) AGO1, AGO2 et DCL4 participent au PTGS anti-TYMV  
 

AGO1 et AGO2 ont une action redondante dans la défense d’A. thaliana contre le CMV et le 

TuMV (Wang et al., 2011; Garcia-Ruiz et al., 2015). Cette redondance est également observée 

dans la défense d’A. thaliana contre le TYMV. En effet, nous avons observé que les mutants 

ago1 et ago2 ainsi que le double mutant ago1ago2 sont hypersensibles à l’infection par le 

TYMV, avec des symptômes plus forts (Figure 13), une accumulation plus forte du TYMV 

gRNA (Figure 15) et une accumulation plus faible des siRNAs issus de la CP du TYMV 

(Figure 14a) par rapport aux plantes sauvages infectées. Nous avons également observé chez 

le mutant ago2 ainsi que chez le double mutant ago1ago2 une accumulation plus forte des 

RNAs issus de la CP par rapport aux plantes sauvages infectées (Figure 14bc). Ces résultats 

montrent que AGO2 a un rôle plus important que AGO1 dans le PTGS anti-TYMV. 

 

AGO1 pourrait avoir une affinité inférieure à AGO2 pour les siRNAs issus du TYMV produits 

par les DCLs. En effet, le nucléotide en 5’ du duplex de siRNAs est déterminant pour le 

chargement sur les AGOs, avec préférentiellement un 5’U pour AGO1 et 5’A pour AGO2 (Mi 

et al., 2008; Fang and Qi, 2016). En accord avec cette hypothèse, l’accumulation des RNAs du 

TYMV chez le mutant ago1 infecté par le TYMV est diminuée par rapport aux plantes sauvages 

infectées (Figure 14bc). Un séquençage des siRNAs associés à AGO1 et AGO2 chez des 

plantes sauvages infectées par le TYMV permettrait de le déterminer. Le TYMV pourrait aussi 

inhiber partiellement le chargement des siRNAs mais pas des miRNAs sur AGO1. En effet, les 

plantes sauvages infectées par le TYMV présentent des feuilles incurvées vers le bas (Figure 

13) semblables aux mutants déficients pour la production de trans acting-siRNAs (ta-siRNAs) 

qui ne peuvent plus réguler l’expression de gènes AUXIN RESPONSIVE FACTOR ARF3 et 

ARF4 (Yoshikawa, 2013). L’analyse du niveau d’expression des facteurs de transcription ARF3 

et ARF4, cibles des ta-siRNAs TAS3, pourra être comparée chez des plantes sauvages mock ou 

infectées par le TYMV.  

 

De plus, l’allèle ago1-27 testé lors de nos expériences montre une hyper-sensibilité au CMV et 

aggrave la sensibilité du mutant ago2 au CMV et au TuMV (Morel et al., 2002; Wang et al., 

2011a; Garcia-Ruiz et al., 2015). Il est toutefois possible que cet allèle hypomorphe conserve 

suffisamment d’activité pour le RNAi dirigé contre le TYMV. Un allèle plus fort pourra être 

utilisé pour le confirmer.  
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DCL2 et DCL4 ont également une action redondante dans la défense d’A. thaliana contre le 

CMV, le TCV et le TuMV (Bouché et al., 2006; Deleris et al., 2006; Garcia-Ruiz et al., 2010; 

Wang et al., 2011). Nos résultats montrent que ce n’est pas le cas lors de l’infection d’A.thaliana 

par le TYMV. Nous avons observé que le mutant dcl4 ainsi que le double mutant dcl2dcl4 sont 

hypersensibles à l’infection par le TYMV, avec des symptômes plus forts (Figure 13), une 

accumulation plus forte du TYMV gRNA (Figure 15), une accumulation plus faible des 

siRNAs issus de la CP du TYMV et une accumulation plus forte des RNAs issus de la CP 

(Figure 14) par rapport aux plantes sauvages infectées. Ces résultats confirment l’implication 

de DCL4 dans le PTGS anti-TYMV (Jakubiec et al., 2012). En revanche, le mutant dcl2 a la 

même sensibilité que les plantes sauvages à l’infection par le TYMV (Figure 13, Figure 14 et 

Figure 15). Ces résultats sont cohérents avec le séquençage des petits RNAs chez des plantes 

d’A. thaliana infectées par le TYMV, qui montre exclusivement des petits RNAs de 21-nt 

(Jakubiec et al., 2012).  

 

Il semble donc que DCL2 ne soit pas impliquée dans le PTGS anti-TYMV. On peut imaginer 

que DCL2 ne peut pas accéder aux dsRNAs du TYMV car une compartimentation pourrait le 

rendre accessible uniquement à DCL4, ou que DCL2 peut ne pas avoir d’affinité pour les 

dsRNAs du TYMV produit par la RdRP virale. Un séquençage des siRNAs produits lors de 

l’infection du mutant dcl4 par le TYMV permettrait de déterminer si DCL2 est incapable de 

cliver les dsRNAs du TYMV ou si les siRNAs viraux de 22-nt produits par DCL2 sont 

incapables d’être chargés sur les AGOs lors de l’infection par le TYMV.  

 

Enfin, RDR1 et RDR6 ont une action redondante dans la défense d’A. thaliana contre le CMV 

et le TuMV (Wang et al., 2010; Garcia-Ruiz et al., 2010). Les simples mutants rdr1 et rdr6 

ainsi que le double mutant rdr1rdr6 ont la même sensibilité que les plantes sauvages à 

l’infection par le TYMV (Figure 13, Figure 14 et Figure 15). L’amplification du PTGS via 

les RDRs est basée sur la synthèse de dsRNAs lors de la formation d’un complexe RISC 

composé d’AGO1 et d’un siRNA de 22-nt (Mourrain et al., 2000; Hernandez-Pinzon et al., 

2007; Wang et al., 2010; Vazquez and Hohn, 2013; Wang et al., 2011). Étant donné que DCL2 

(qui produit les siRNAs de 22-nt) ne semble pas participer au PTGS anti-TYMV et que AGO1 

n’est pas majoritairement impliquée, il ne peut donc pas y avoir production majeure de siRNAs 

secondaires et d’amplification forte de la réponse anti-virale. Il est donc logique que les mutants 

RDR-déficients ne montrent pas d’hypersensibilité au TYMV si DCL2 ne participe pas au 

PTGS anti-TYMV. Pour aller plus loin, le triple mutant rdr1rdr2rdr6 devra être infecté par le 
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TYMV afin de tester une éventuelle implication de RDR2 lorsque RDR1 et RDR6 sont mutées 

puisque l’analyse du triple mutant rdr1rdr2rdr6 a montré qu’il était plus sensible à l’infection 

par le TuMV que le double mutant rdr1rdr6 (Garcia-Ruiz et al., 2010).  

 

Etant donné que : i) DCL2 et RDR6 sont nécessaires à l’amplification du S-PTGS mais ne sont 

pas nécessaires à l’IR-PTGS, ii) le VSR du TYMV P69 à un faible effet sur le S-PTGS et n’a 

pas d’effet sur l’IR-PTGS (Chen et al., 2004), il est donc possible que l’activité de DCL2 et/ou 

de RDR6 (ou d’un autre acteur spécifique du S-PTGS) soit inhibé par P69. Plusieurs 

publications ayant montré que les résultats obtenus en confrontant plusieurs transgènes 

exprimés sous le contrôle du promoteur 35S n’étaient pas toujours fiables (Daxinger et al., 2008; 

Mlotshwa et al., 2010), nous avons repris les analyses de Chen et al., 2004 en conditions 

physiologiques, c’est à dire dans des plantes infectées par des virus sauvages et non pas en 

exprimant des protéines virales sous le contrôle du promoteur 35S. Pour aller plus loin, nous 

avons donc testé l’effet de l’infection par le TYMV sur des lignées portant un transgène 

p35S:GUS silencé par S-PTGS ou IR-PTGS. 

 

2) P69 cible l’étape d’amplification RDR-dépendante du 
S-PTGS 

 

Nos résultats confirment que le TYMV a peu ou pas d’effet sur le PTGS (Figure 18). En effet, 

alors que le TCV inhibe l’IR-PTGS du transgène p35S:GUS chez la lignée 6b4/306 et le S-

PTGS chez la lignée L1, le TYMV n’inhibe pas l’IR-PTGS chez la lignée 6b4/306 et a un effet 

marginal sur le S-PTGS spontané de la lignée L1 en fond sauvage ou déficient pour le RQC 

(Figure 18 et Figure 20). Il semble que le RQC ne soit pas impliqué dans la défense anti-

TYMV de la plante et que le TYMV peine à inhiber des systèmes forts de PTGS. 

De plus, le TYMV inhibe le S-PTGS partiel de la lignée Hc1 (Figure 21) et le S-PTGS induit 

par une mutation du RQC chez la lignée 6b4 (Figure 18 et Figure 19). Ces résultats montrent 

que le TYMV inhibe le S-PTGS de lignées faibles, ce qui est cohérent avec l’effet faible de P69 

sur le S-PTGS de la lignée L1 précédemment publié (Chen et al., 2004). De plus, l’expression 

de la construction p35S:P69 inhibe fortement le S-PTGS induit par une mutation du RQC chez 

la lignée 6b4 mais pas l’IR-PTGS chez la lignée 6b4/306 (Figure 22), confirmant que l’effet 

du TYMV sur le S-PTGS est du à son VSR P69.  
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De manière étonnante, nous avons observé une activité plus forte de la protéine GUS chez la 

lignée 6b4 transformée avec la construction p35S:P69 par rapport aux plantes non-transformées 

(Figure 22). Puisque cet effet n’est pas observé chez les plantes 6b4 infectées par le TYMV 

sauvage (Figure 18, Figure 19 et Figure 20), il semble que le niveau d’expression de P69 

conditionne la force de son inhibition du S-PTGS induit par une mutation du RQC chez 6b4. 

Cependant, il n’y a pas de S-PTGS dirigé contre le transgène p35S:GUS chez 6b4 (Parent et al., 

2015b). Ainsi, l’expression de P69 pourrait également avoir un effet direct ou indirect sur 

l’expression, la traduction et/ou l’activité du transgène p35S:GUS. Cette hypothèse est appuyée 

par le fait que P69 induit une déméthylation du transgène p35S:GUS et une augmentation de 

l’accumulation des mRNAs GUS chez L1 par rapport aux plantes non-transformées (Chen et 

al., 2004). Pour aller plus loin, des plantes pUBQ10:GUS, 6b4/rdr6 et L1/rdr6, où le S-PTGS 

ne se produit pas ou est inhibé, ont été transformées avec la construction p35S:P69 et l’activité 

du transgène sera analysée. 

L’absence d’effet du TYMV et du transgène p35S:P69 sur l’IR-PTGS suggère que l’étape 

d’amplification du PTGS pourrait être la cible du TYMV (Figure 18 et Figure 22). Pour tester 

cette hypothèse, nous avons analysé l’accumulation de divers ta-siRNAs chez les plantes 

exprimant p35S:P69. En effet, leur production implique RDR6, SDE5 et SGS3, qui sont 

également requis pour le S-PTGS mais pas pour l’IR-PTGS (Yoshikawa, 2013). Chez les 

plantes exprimant p35S:P69, nous avons observé que l’accumulation des TAS1 et TAS2 siRNAs 

est réduite et celle des TAS3 siRNAs est supprimée par rapport aux plantes non-transformées, 

alors que l’accumulation des endoIR-siRNAs d’IR71 est inchangée (Figure 23b). Ces résultats 

appuient l’hypothèse que P69 cible l’étape d’amplification du PTGS mais pas les DCLs 

nécessaires à la production d’IR71 et aux précurseurs des TAS siRNAs (Henderson et al., 2006; 

Yoshikawa, 2013; Dunoyer et al., 2010).  

 

Nous avons également testé l’effet de l’expression de P69 sur l’IR-PTGS de la lignée JAP3, où 

un transgène en IR produit un dsRNA du gène PDS sous le contrôle du promoteur SUC2, dont 

l’expression est spécifique aux cellules compagnes du phloème (Figure 24a). Les siRNAs  
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Figure 62 : “Major RNA regulatory processes in plant cells” de la review  Mäkinen et al 2017 
Légende de l’article : Les mRNAs de l’hôte coiffés en 5’ et polyadénilés en 3’ sont recrutés par les ribosomes 
pour leur traduction. Les RNAs viraux (vRNAs) ont évolué de manière réguler à la machinerie traductionnelle de 
l’hôte. De nombreux stress cellulaires induisent la formation des granules de stress et augmentent le nombre 
et la taille des Processing-bodies (PB). Les complexes de pré-initiation de traduction sont stoppés et s’agrègent 
dans les granules de stress (SG) afin d’être relâchés quand les conditions le permettent. Les RNAs aberrants sans 
coiffe ou sans queue polyA sont ciblés afin d’être dégradés alors que les RNAs transcriptionnellement inactifs 
peuvent être libérés des PB afin d’être traduits. Les PB et SG peuvent être adjacents, fusionnés et échanger du 
matériel. Les vRNAs et les mRNAs ciblés par le RNAi et par les mécanismes de contrôle des RNAs abérrants 
(NMD) sont dégradés. Le RNAi agit au sein des siRNA-bodies et les NMD dans les PB. Les SB peuvent s’associer 
avec les PB et les SG lors d’un stress. Les principaux acteurs des différents granules sont représentés.  
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produits ciblent le gène PDS endogène de la plante et se propagent dans les tissus périphériques 

du mésophylle. Il a été montré que le silencing du gène PDS dépend de DCL4 mais pas de 

DCL2, RDR6 et SGS3 (Himber et al., 2003; Smith et al., 2007; Dunoyer et al., 2007 ; données 

non publiées du laboratoire).  Nous n’avons pas observé de différences dans l’accumulation des 

siRNAs PDS de 21-nt dans les plantes p35S:P69/JAP3 par rapport aux plantes JAP3 (Figure 

24b). Ces résultats appuient à nouveau l’hypothèse que P69 cible l’étape d’amplification du 

PTGS, et plus précisément RDR6 ou d’autres facteurs de cette étape comme SDE5 ou SGS3.  

 

L’inhibition du S-PTGS par P69 pourrait s’expliquer par une inhibition de l’activité ou une 

délocalisation d’un ou plusieurs facteurs impliqués dans l’étape d’amplification du S-PTGS. 

On sait que RDR6 et SGS3 s’accumulent au niveau de structures cytoplasmiques appelées 

siRNA-bodies (SB), où le PTGS a lieu (Glick et al., 2008; Elmayan et al., 2009; Kumakura et 

al., 2009). Il a été montré que les SB sont adjacents aux Processing-bodies (PB), structures 

cytoplasmiques où le RQC a lieu (Figure 62 ; Jouannet et al., 2012; Moreno et al., 2013; 

Martinez de Alba et al., 2015). Il est vraisemblable que lorsqu’ils sont en trop grande quantité, 

les RNAs aberrants saturent les capacités du RQC et sont redirigés vers les siRNA-bodies afin 

d’être traités par le PTGS (Elvira-Matelot et al., 2017). De plus, en condition de stress chaud, 

on observe la formation de granules de stress (SG) cytoplasmiques qui co-localisent avec les 

SB (Figure 62 ; Jouannet et al., 2012). Les SG sont formés de complexes ribonucléoprotéiques 

où les RNAs non-traduits sont stockés et dont la protéine PABP-2 (PAB2) est un marqueur 

(Weber et al., 2008).   

 

Il a été montré que l’infection par différents virus affecte la formation et l’activité de ces bodies 

(Mäkinen et al., 2017 ; Figure 62). Lors de l’infection de la plante N. benthamiana par le 

Potexvirus Potato virus A, la protéine virale VPg limite la formation des SG et promeut la 

traduction des RNAs viraux (Hafrén et al., 2015). La protéine VPg du Potyvirus TuMV interagit 

aussi avec RDR6 et SGS3 des SB et entraîne leur dégradation par le protéasome 20S (Cheng 

and Wang, 2017). De même, le VSR P6 du Rhabdovirus Rice yellow stunt virus inhibe l’activité 

de RDR6 et limite la production des siRNAs issus du génome viral chez Arabidopsis thaliana 

(Guo and Lu, 2013). Les PB peuvent également être ciblés par les VSR : c’est le cas de la 

protéine P19 du Potexvirus Potato virus X qui limite la formation des PB lors de l’infection 

d’Arabidopsis thaliana (Meteignier et al., 2016). L’interaction entre le VSR P69 du TYMV et 

les différents bodies n’est pas connue mais l’inhibition du S-PTGS par P69 via les facteurs 

d’amplification du PTGS suggère une co-localisation entre P69 et les SB et/ou les SG. 
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Afin de tester la co-localisation entre P69 et les siRNA-bodies, nous avons d’abord comparé 

les signaux GFP et RFP avant et après un stress chaud dans les racines de plantes d’A. thaliana 

portant le transgène pUBQ10:P69-GFP, pUBQ10:GFP-P69 ou pPAB2:PAB2-RFP (Figure 

26). Contrairement à nos résultats d’agro-infiltration de feuilles de N.benthamiana par les 

constructions pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:GFP-P69 (Figure 25) et à des résultats obtenus 

par transformation de protoplastes précédemment publiés (Ni et al., 2017), nous n’avons pas 

observé systématiquement de signal nucléaire pour P69-GFP et GFP-P69 avant ou après stress 

dans les racines des plantes pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:GFP-P69 (Figure 26 et Figure 28). 

Cette différence pourrait être due au système et/ou à la technique utilisée. L’agro-infiltration de 

feuilles d’A. thaliana avec les constructions pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:GFP-P69 et 

l’analyse du signal GFP par microscopie confocale permettra de trancher.  

 

En revanche, nous avons observé avant stress un signal diffus cytoplasmique et après stress la 

formation de foci pour les deux constructions pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:GFP-P69 ainsi 

que pour la construction pPAB2:PAB2-RFP (Figure 26), pouvant correspondre à des SG dont 

PAB2 est un marqueur (Weber et al., 2008), à des SB qui interagissent avec les SG en condition 

de stress chaud et dont SGS3 est un marqueur (Jouannet et al., 2012b) ou à des PB qui se 

forment également en condition de stress chaud et dont XRN4 est un marqueur (Weber et al., 

2008). Dans ce sens, les foci définis par pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:GFP-P69 colocalisent 

avec les foci définis par pPAB2:PAB2-RFP en condition de stress chaud dans les croisements 

entre les plantes d’Arabidopsis thaliana pUBQ10:P69-GFP ou pUBQ10:GFP-P69 avec les 

plantes pPAB2:PAB2-RFP (Figure 27). Afin de vérifier la nature des foci formés après stress 

par P69-GFP, nous avons également réalisé des croisements entre les plantes d’Arabidopsis 

thaliana pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:GFP-P69 et une lignée p35S:SGS3-mCherry. 

L’analyse des signaux GFP et mCherry après un stress chaud dans les racines des croisements 

montre une co-localisation entre les foci définis par pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:GFP-P69  

avec les foci définis par p35S:SGS3-mCherry (Figure 29). Ainsi, P69 pourrait interagir avec 

les bodies impliquant les facteurs d’amplification du PTGS et affecter leur activité. Cependant, 

un screen-double hybride entre P69 et une banque de cDNA d’A. thaliana a permis d’identifier 

15 intéractants dont ni SGS3 ni RDR6 ne font partie (Ni et al., 2017). Cette technique pouvant 

être faillible, un pool-down assay dans les croisements P69-GFP x SGS3-mCherry et GFP-P69 

x SGS3-mCherry ou des expériences Bi-FC pourront être réalisés.  
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3) RTL1 favorise l’infection par le TYMV  
 

Lors d’une infection par le TYMV, l’inhibition du S-PTGS n’est que partielle (Figure 18, 

Figure 19 et Figure 20), et ne suffit pas à expliquer le succès de l’infection. On peut donc 

imaginer que l’activation du suppresseur endogène de RNAi RTL1 lors de l’infection par le 

TYMV (Shamandi et al., 2015) vient compléter l’inhibition partielle de l’amplification du S-

PTGS par le VSR du TYMV P69. 

En cohérence avec cette hypothèse, nous avons montré que deux mutants rtl1 sont moins 

sensibles à l’infection du TYMV que les plantes sauvages infectées. En effet, ils accumulent 

plus de siRNAs issus du TYMV (Figure 14a), moins de grands RNAs viraux (Figure 14bc), 

et l’accumualtion du TYMV gRNA est diminuée (Figure 15) par rapport aux plantes sauvages 

infectées, suggérant un PTGS plus efficace contre le TYMV en fond rtl1 qu’en fond WT. Une 

cinétique d’infection du TYMV réalisée avec le mutant rtl1-sail montre d’ailleurs un 

ralentissement de l’accumulation des grands RNAs viraux par rapport aux plantes sauvages 

infectées (Figure 32). Cet effet n’est vraisemblablement pas dû à une redondance avec les 

autres facteurs du PTGS en absence de RTL1 lors d’une infection virale, puisque nous avons 

montré que le niveau d’expression des gènes RTL2, AGO1, AGO2, DCL2, DCL4, RDR1 et 

RDR6 est le même chez les mutants rtl1 et les plantes sauvages infectées avec le TCV (Figure 

33).  

La baisse de sensibilité des mutants rtl1 a l’infection du TYMV est à première vue surprenante 

car RTL1 pourrait potentiellement cibler les dsRNAs issus de la réplication du TYMV. Il 

semble donc que le TYMV se réplique à l’abri de l’action de RTL1. On sait qu’il se réplique 

dans des invaginations de la membrane externe des chloroplastes (Ushiyama and Matthews, 

1970; Hatta et al., 1973; Prod’homme et al., 2003), nous avons donc analysé la localisation 

d’une protéine RTL1 taggée avec la GFP en condition d’infection et de stress chaud. 

Grâce à l’agroinfiltration des constructions pUBQ10:RTL1-GFP et p35S:RTL1-GFP dans des 

feuilles de tabac, nous avons confirmé que RTL1 a une localisation cytoplasmique et 

nucléoplasmique (Shamandi et al., 2015 ; Figure 37bc). Qui plus est, nous avons observé que 

RTL1 ne colocalisent jamais avec le signal d’auto-fluorescence des chloroplastes (Figure 

35bc).  

  



174 
 

  



175 
 

De plus, dans les racines de plantules d’A. thaliana sauvages agroinfiltrées avec la construction 

pUBQ10:RTL1-GFP, nous avons observé un signal diffus cytoplasmique RTL1-GFP avant 

stress et la formation de granules RTL1-GFP après stress chaud (Figure 36). Nous n’avons pas 

observé de signal nucléaire pour RTL1-GFP, contrairement à la localisation cytoplasmique et 

nucléoplasmique de RTL1 montrée par immunomarquage et par agroinfiltration de feuilles de 

tabac (Shamandi et al., 2015 ; Figure 35). Cette différence résulte peut-être d’un biais 

technique, et nous générons actuellement des lignées stables pUBQ10:RTL1-GFP pour s’en 

assurer. Afin de déterminer la nature des foci RTL1-GFP formés après stress chaud, nous avons 

co-agroinfiltré les constructions pUBQ10:RTL1-GFP et p35S:SGS3-mCherry dans des 

plantules d’A. thaliana sauvage et analysé les signaux GFP et mCherry dans les racines. Nous 

avons montré que les granules RTL1-GFP colocalisent avec les foci SGS3-mCherry formés 

après stress dans les plantules co-agroinfiltrées (Figure 36) et pourraient correspondre à des 

siRNA-bodies. 

Nos résultats suggèrent donc que lors de l’infection RTL1 est relocalisée au niveau des siRNA-

bodies. Ils suggèrent également que le TYMV est à l’abri de l’action de RTL1 car RTL1 n’est 

pas localisée dans les chloroplastes, où le TYMV se réplique. Pour compléter ces résultats, nous 

générons actuellement des transformants stables d’Arabidopsis portant les constructions 

p35S:RTL1-GFP, pUBQ10:RTL1-GFP, p35S:RTL1-GFP/p35S:SGS3-mCherry et 

pUBQ10:RTL1-GFP/p35S:SGS3-mCherry afin de confirmer que RTL1 colocalise avec les SB 

lors d’une infection avec le TYMV comme c’est le cas lors d’un stress chaud. Il sera aussi 

nécessaire de transformer les plantes RTL1-GFP avec une construction 140K-RFP afin vérifier 

si RTL1 colocalise avec les facteurs de réplication virale du TYMV dans les chloroplastes des 

feuilles (Moriceau et al., 2017). 

 

Comme P69 inhibe partiellement l’étape d’amplification du PTGS anti-viral lors d’une 

infection (Figure 18, Figure 19 et Figure 20), on peut aussi imaginer que RTL1 complète 

l’action anti-virale faible du VSR P69 en ciblant le PTGS dans les siRNA-bodies. Cette 

stratégie ressemble à celle du Potyvirus Sweet potato chlorotic stunt virus qui exprime un VSR 

P22 (Kreuze et al., 2005) ainsi qu’une RNase de type III de structure similaire à RTL1 capable 

de cliver des dsRNAs et siRNAs et qui agit en complément de P22 (Kreuze et al., 2005; Cuellar 

et al., 2009). Nous avons donc cherché à savoir si RTL1 pouvait directement cliver les siRNAs 

en plus des longs dsRNAs. Nos expériences de greffes ont montré sans ambigüité que RTL1 

pouvait cliver les siRNAs (Figure 34). RTL1 peut donc potentiellement cibler les dsRNAs et  
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Figure 63 :  Modèle du RNAi dirigé contre le TYMV 
L’infection par le TYMV entraine la formation d’invaginations dans la membrane externe des chloroplastes où 
les complexes de réplication viraux (VRC) se forment. Les RNAs simple brins (ssRNAs) de polarité positive du 
TYMV y sont transformés en RNAs double brins (dsRNAs) par la RNA-dependant RNA POLYMERASE (RdRP) virale, 
et les ssRNAs de polarité négative servent de matrice pour reproduire des ssRNAs de polarité positive. Les 
dsRNAs intermédiaires de la réplication virale ou des structures secondaires tel que la structure tRNA-like en 3’ 
du génome du TYMV peuvent être clivés en duplex 21-nt siRNAs par DCL4. Les siRNAs sont pris en charge par 
AGO1 ou AGO2, et le complexe siRNAs/AGO cible les ssRNAs viraux et entraîne leur clivage. Le clivage des 
dsRNAs par DCL2 peut théoriquement produire des siRNAs de 22-nt, et le complexe 22-nt siRNA/AGO1 entrainer 
le recrutement de RDR6 et SGS3 et induire l’amplification du PTGS dans les siRNA-bodies ainsi que la production 
de siRNAs secondaires. Toutefois, cette étape est inhibée par le VSR P69 codé par le TYMV. De plus, le gène 
cellulaire RTL1 est induit lors de l’infection virale, et la protéine RTL1 clive les dsRNAs produits par RDR6 dans 
les siRNA-bodies ainsi que les 21-nt siRNAs produits par DCL4, limitant encore plus l’efficacité du PTGS. 
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les siRNAs du PTGS induit en réponse à l’infection par le TYMV. L’ensemble de ces résultats 

nous permet de proposer le modèle ci-contre du RNAi dirigé contre le TYMV (Figure 63). 

Cependant, comme des siRNAs issus du TYMV s’accumulent dans les plantes sauvages 

infectées (Figure 14), l’action conjointe de RTL1 et P69 n’est vraisemblablement pas suffisante 

pour totalement inhiber le PTGS. On peut supposer que le niveau d’accumulation de ces deux 

protéines est trop faible lors de l’interaction Arabidopsis-TYMV. En accord avec cette 

hypothèse, seules les plantes p35S:RTL1 n’accumulent plus du tout de siRNAs (Shamandi et 

al., 2015) et seules les plantes p35S:P69 montrent un effet fort sur le S-PTGS des transgènes 

(Figure 22). De plus, les plantes qui surexpriment RTL1 ou P69 ont un développement très 

affecté (Figure 26a ; Shamandi et al., 2015; Ni et al., 2017). Une inhibition totale du PTGS 

pourrait donc désavantager le TYMV en entraînant la mort prématurée de sa plante hôte et en 

limitant par conséquent sa propagation par les graines ou par contact. Afin de tester cette 

hypothèse, une analyse sur différentes accessions d’Arabidopsis thaliana, dans lesquelles le 

niveau d’expression de RTL1 diffère, pourra être menée afin d’étudier une possible corrélation 

entre l’activité de RTL1 dans ces accessions et leur sensibilité à l’infection du TYMV.  

 

4) Le rôle de RTL1 dans l’interaction Arabidopsis-TYMV 
est-il généralisable ? 

 

Afin de vérifier si la relation entre RTL1 et le TYMV est unique ou généralisable à d’autres 

virus, nous avons commencé à étudier le rôle de RTL1 dans l’infection par le Tobacco rattle 

virus (TRV) et le Cauliflower mosaic virus (CaMV) qui comme le TYMV induisent des 

symptômes faibles chez Arabidopsis. Dans un premier temps, nous avons confirmé que les 

infections du TRV et du CaMV ne suppriment pas le S-PTGS de la lignée L1, le S-PTGS induit 

par déficience du RQC de la lignée 6b4/xrn4 et l’IR-PTGS de la lignée 6b4/306 (Figure 37). 

Ces résultats confirment que le VSR 16K du TRV et le VSR P6 du CaMV ont très peu d’effet 

sur le PTGS (Martín-Hernández and Baulcombe, 2008; Haas et al., 2008). Il serait intéressant 

de transformer ces lignées transgéniques avec les constructions p35S:16K et p35S:P6 afin de 

tester si l’expression stable des VSR du TRV et du CaMV conditionne leur effet sur le PTGS 

comme nous l’avons observé pour P69 (Figure 22).  

Pour aller plus loin, nous avons donc infecté des plantes sauvages, des mutants rtl1 et des 

plantes surexprimant RTL1 avec le TRV et le CaMV. Nous avons observé que les mutants rtl1 
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infectés avec le TRV ou le CaMV développent des symptômes similaires à ceux des plantes 

WT infectées (Figure 38), comme nous l’avons observé pour les mutants rtl1 infectés avec le 

TYMV par rapport aux plantes sauvages infectées (Figure 13). De plus, les plantes 

surexprimant RTL1 infectées avec le TRV présentent des symptômes aggravés par rapport aux 

plantes WT infectées, et certaines plantes surexprimant RTL1 infectées avec le CaMV 

présentent aussi des symptômes aggravés par rapport aux plantes WT infectées (Figure 38). Or 

les plantes qui surexpriment RTL1 sont aussi hypersensibles à l’infection par le TYMV 

(Shamandi et al., 2015). Ces résultats sont encourageants et suggèrent que l’absence ou 

surexpression de RTL1 a le même effet sur l’infection du TRV et du CaMV que sur l’infection 

du TYMV. Pour aller plus loin dans l’étude du rôle de RTL1 dans l’infection de ces deux virus, 

nous étudierons l’accumulation des siRNAs viraux et grands RNAs viraux dans les plantes 

sauvages, mutées rtl1 ou surexprimant RTL1 infectées. 
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IV] Pourquoi RTL1 est-il maintenu dans 
le génome d’Arabidopsis ?  
 

Au regard de nos résultats, l’activité de RTL1 lors de l’infection d’Arabidopsis thaliana par un 

virus est soit sans effet car le virus exprime un VSR inhibe l’activité de RTL1, soit délétère car 

RTL1 complète l’action des VSR ayant peu ou pas d’effet sur le PTGS en inhibant le PTGS 

anti-viral. Dans un premier temps, nous avons pensé que RTL1 constituait une défense primaire 

contre les infections virales, contournée par les virus sensibles à son activité et utilisée par les 

virus qui ne sont pas sensibles à son activité car à l’abri de son action. Dans ce cas, RTL1 est 

défavorable à la fitness de la plante et la séquence de RTL1 pourrait être perdue au cours de 

l’évolution. Pourtant, la structure du gène RTL1 est très conservée chez les différentes 

accessions d’Arabidopsis thaliana malgré la présence de SNPs (données 1001 Génomes), et 

une analyse préliminaire de la conservation des mutations synonymes et non-synonymes des 

séquences homologues à RTL1 chez 42 Eucotylédones révèle que le gène RTL1 est sujet à une 

sélection de conservation (Tableau S1 Annexes). Il est possible que le gène RTL1 soit essentiel 

à la survie de la plante, malgré un impact négatif sur la sensibilité aux infections virales. 

On sait que RTL1 est faiblement exprimé dans les racines (notamment dans la zone pilifère et 

l’épiderme des cellules trichoblastiques, communication personnelle de Filipe Borges), les 

graines (notamment dans l’endosperme, communication personnelle de Filipe Borges) et les 

feuilles sénescentes (Figure 39). Nous avons donc étudié l’impact de l’absence de RTL1 dans 

ces différents organes.  

1) RTL1 ne semble pas impliquée dans le développement 
de la plante 

 

Dans un premier temps, nous avons cherché à savoir si l’absence de RTL1 affecte le 

développement de la plante. Le phénotypage des rosettes des mutants rtl1-sail et rtl1-crispr n’a 

cependant pas mis en évidence de différences claires avec les lignées isogéniques sauvages 

associées (Partie III-1 p.123, Figure 40 à Figure 46). On observe certes une diminution de 

l’éclat des feuilles chez les mutants rtl1 par rapport les lignées isogéniques sauvages, mais cette 

donnée est difficilement interprétable (Figure 46). Toutefois, nous avons observé une 

variabilité dans l’aire de la rosette des mutants rtl1 mais pas celles des lignées isogéniques 
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sauvages, ce qui suggère que la protéine RTL1 est impliquée dans le maintien d’une certaine 

forme de la plante (Figure 40). Cet effet est d’autant plus visible chez le mutant rtl1-crispr. 

Ces résultats ont été générés par la plateforme Phénoscope de l’IJPB en conditions contrôlées 

en jours courts, ce qui pourraient masquer un autre effet de l’absence de RTL1. Il serait 

intéressant de challenger les mutants rtl1 dans d’autres conditions de culture (variation dans la 

durée de l’éclairage, intensité de la lumière, arrosage, type de sol, stress biotique).  

Puisque RTL1 est légèrement exprimé dans les feuilles en senescence (Figure 39) et que de 

nombreux gènes associés à la senescence sont régulés épigénétiquement (Brusslan et al., 2015; 

Chen et al., 2016; Woo et al., 2016; Liu et al., 2019), nous nous sommes ensuite demandé si 

RTL1 participe à la transition de la feuille mature à la feuille sénescente. Nous n’avons pas mis 

en évidence de différence significative dans le taux de biomasse sénescence dans les feuilles 

entre les mutants rtl1 et les lignées isogéniques sauvages (Figure 47). Ces expériences seront 

reconduites en hydroponie, car les feuilles sénescentes au contact de la terre mouillée ont 

tendance à pourrir et se dégrader, ce qui a pu biaiser à nos analyses. Il serait également 

intéressant de tester l’expression  de gènes marqueurs de la senescence dans les feuilles 

sénescentes des mutants rtl1 et des lignées isogéniques sauvages, comme le facteur de 

transcription WRKY22, le gène SENESCENCE ASSOCIATED (SAG) 1 et le gène 

ARABIDOPSIS THALIANA SENESCENCE (SEN) 1 (Woo et al., 2019).  

2) La dérégulation de RTL1 affecte le poids des graines 
 

RTL1 est aussi faiblement exprimé dans les graines (Figure 39), notamment dans l’endosperme 

(communication personnelle Filipe Borges). Nous nous sommes donc intéressés à l’effet de la 

dérégulation de l’expression de RTL1 sur le processus de triploïd block, dont les composants 

participent au maintien de la ploïdie de l’embryon (Greco et al., 2012). En effet, l’implication 

de p4-siRNAs dans le triploïd block a été démontré (Lu et al., 2012) et RTL1 est capable de 

cliver les dsRNAs et les siRNAs (Figure 34 ; Shamandi et al., 2015). Des fleurs sauvages, rtl1-

sail et surexprimant RTL1 sont fécondées avec le pollen diploïde du mutant osd1 où le triploïd 

block est induit (d’Erfurth et al., 2009; Kradolfer et al., 2013). Les graines issues des 

croisements rtl1-sail x osd1 et RTL1 x osd1 sont avortées comme les graines Col x osd1 (Figure 

53). Nous pourrons aussi croiser les mutants osd1 avec le mutant rtl1-crispr et une lignée 

isogénique sauvage pour consolider ces observations, mais ces résultats suggèrent fortement 

que RTL1 ne participe pas au triploïd block.  
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Pour les mêmes raisons, nous nous sommes intéressés à une possible implication de RTL1 dans 

le phénomène d’hétérosis. En effet, une modification du profil des p4-siRNAs a été observée 

dans les descendants F1 d’un croisement entre l’écotype Ler et l’écotype C24 où l’hétérosis est 

observée par rapport à leurs parents Ler et C24 (Groszmann et al., 2011). Cependant, nous 

n’avons pas montré de différence dans le phénotype d’hétérosis des croisements (dans les deux 

sens) des mutants rtl1-sail avec les accessions Col, Ler, Ws et C24 par rapport aux croisement 

dans les deux sens de Col- avec Ler, Ws et C24 (Figure 54). Nous ne disposions pas encore du 

mutant rtl1-crispr lors de cette expérience et pourront la reproduire avec cet allèle pour 

confirmer ce résultat. Cependant, là aussi il semble que l’absence de RTL1 n’affecte pas le 

phénomène d’hétérosis. 

Comme les mutants rtl1 sont moins sensibles à l’infection du TYMV que les plantes sauvages 

infectées (Figure 13, Figure 14 et Figure 15) et que le TYMV est capable de se transmettre de 

la plante mère infectée aux graines de la descendance dans les accessions Dijon et Landsberg 

(de Assis Filho and Sherwood, 2000), nous nous sommes demandé si il pouvait aussi se 

transmettre par la graine dans l’accession Col, et si RTL1 pouvait affecter son taux de 

transmission. L’analyse étant lourde (768 plantes analysées), le taux de transmission du TYMV 

est analysé seulement chez mutant rtl1-sail et la lignée isogénique sauvage correspondante. 

Nous avons montré que le taux de transmission du TYMV par la graine est d’environ 18% chez 

les plantes sauvages et chez les mutants rtl1-sail (Figure 52). RTL1 n’est donc pas impliquée 

dans la transmission verticale de l’infection du TYMV en fond Col.  

Nous nous sommes ensuite intéressé au métabolisme de la graine et, à l’aide d’une analyse au 

NIRS, nous avons observé que la composition en lipide, carbone, azote, protéine et galactose 

ne varient pas dans les graines des mutants rtl1-sail et rtl1-crispr par rapport aux lignées 

isogéniques sauvages associées (Figure 50). La taille et la morphologie des graines sont 

similaires entre les mutants rtl1 et les lignées isogéniques sauvages (Figure 49) et le taux de 

germination des graines, avec ou sans stratification, est identique pour les mutants rtl1 et les 

lignées isogéniques sauvages associées (Figure 51).  

Cependant, les graines des mutants rtl1 tendent à être plus lourde que les graines des plantes 

sauvages (Figure 49). Ce résultat est d’autant plus étonnant que les graines des plantes qui 

surexpriment RTL1 sont plus grosses et de couleur plus foncées que les graines des plantes 

sauvages (communication personnelle Filipe Borges). L’analyse globale des graines masque 

peut-être des spécificités tissulaires. Afin de déterminer le(s) facteur(s) responsable(s) 
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impliqué(s) dans ce phénotype, des analyses plus fines seront nécessaires comme l’étude des 

différents tissus séparés de la graine (tégument, embryon et endosperme) et de leur composition 

après microdissection laser. Une analyse transcriptomique des gènes différentiellement 

exprimés dans les différents tissus des graines des mutants rtl1 par rapport aux graines des 

lignées isogéniques sauvages est aussi envisagée (Belmonte et al., 2013; Sakai et al., 2018). 

3) L’absence de RTL1 ne semble pas affecter le 
développement de la racine  

 

RTL1 est légèrement exprimé dans les racines des plantes sauvages (Figure 39), notamment au 

niveau de la zone pilifère et dans l’épiderme des cellules trichoblastiques (communication 

personnelle de Filipe Borges). Nous avons donc analysé l’effet des mutations rtl1-crispr et rtl1-

sail sur la taille de la racine principale par rapport aux lignées isogéniques sauvages associées. 

Si dans les T2 rtl1-sail et rtl1-crispr la racine principale est plus longue que celles des lignées 

isogéniques sauvages, ce n’est plus le cas pour le mutant rtl1-crispr dans les T3 (Figure 55). 

Nous avons pensé dans un premier temps que la présence de potentielles off-targets dues à la 

technique CRISPR était responsable de ce phénotype (Zhang et al., 2018). Cependant, les 

mutants rtl1-crispr back-crossés 6 fois à Col ont une racine principale de même longueur que 

celle de la lignée isogénique sauvage associée (Figure 59). Il est donc plus probable le mutant 

rtl1-sail comporte d’autre(s) mutation(s) ou insertion(s) affectant le développement de la racine 

principale. Des back-crosses entre les mutants rtl1-sail et des plantes sauvages sont en cours 

afin d’éliminer les potentielles mutations parasites et valider cette hypothèse. Il serait tout de 

même intéressant de tester l’effet de la supplémentation d’hormone végétale sur le 

développement racinaire des mutants rtl1 par rapport aux plantes isogéniques sauvages comme 

par exemple l’auxine, qui inhibe la croissance de la racine principale et stimule celle des racines 

secondaires, les cytokinines, qui stimulent les divisions et la différenciation des cellules du 

méristème de la racine principale et inhibent en conséquence le développement des racines 

secondaires, ou les gibbérellines, qui inhibent la croissance des racines secondaires (Ubeda-

Tomás et al., 2012; Vissenberg et al., 2020). Cependant, en l’état, nos résultats ne corroborent 

pas l’hypothèse de l’implication de RTL1 dans le développement de la racine. 

Qui plus est, la mutation rtl1-sail n’a pas d’effet sur l’accumulation racinaire des ta-siRNAs 

issus des gènes TAS1, TAS2 et TAS3 et de l’endo-siRNAs issus IR71 (Figure 56), alors que les 

plantes qui surexpriment RTL1 inhibent la production des siRNAs (Shamandi et al., 2015). Il 

est possible que la faible expression de RTL1 dans les racines ne permette pas une forte activité 
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de la protéine RTL1. Pour le confirmer, l’accumulation des ta-siRNAs sera analysée dans les 

racines des plantes exprimant RTL1 sous le contrôle du promoteur fort p35S et sous le contrôle 

du promoteur constitutif pUBQ10. Il est aussi possible que l’activité de RTL1 soit restreintes à 

certaines assises cellulaires et qu’en conséquence son effet soit dilué dans la racine entière. Il 

est également possible que RTL1 agisse sur quelques RNAs spécifiques, capables d’adopter 

des structures double brins. Un transcriptome des feuilles et des racines de plantes sauvages et 

mutantes rtl1 permettra de trancher. Si une dérégulation de l’expression de certains gènes est 

observée, nous le confirmerons par RT-qPCR sur les différents tissus de la racine des mutants 

rtl1 et des plantes sauvages. 

 

4) Le rôle de RTL1 diffère dans différentes accessions d’A. 
thaliana 

 

Jusqu’à présent, toutes nos analyses ont été effectuées dans l’accession Col qui constitue une 

accession atypique d’A. thaliana, notamment en ce qui concerne les facteurs impliqués dans le 

RQC et le PTGS (voir Partie III-5, p.145). Nous avons donc commencé à analyser le 

développement des plantes Ler/rtl1-crispr et Ws/rtl1-crispr par rapport aux plantes Ler et Ws 

sauvages isogéniques. Nous n’avons pas montré de différences dans la taille de la racine 

principale (Figure 59), la taille des rosettes et le délai de florescence (Figure 60) chez les 

plantes Ler/rtl1-crispr et Ws/rtl1-crispr par rapport aux plantes Ler et Ws sauvages 

isogéniques. En revanche, les plantes Ler/rtl1-crispr semblent plus sénescentes que les plantes 

Ler sauvages isogéniques (Figure 60) contrairement aux plantes Col/rtl1-sail et Col/rtl1-crispr 

par rapport aux plantes sauvages isogéniques (Figure 47). Une comparaison de la biomasse 

sénescente des plantes Ler/rtl1-crispr et des plantes Ler/rtl1-sail par rapport aux plantes Ler 

sauvages isogéniques sera conduite afin de valider ces résultats.  

Etant donné les différences apparues entre Col et Ler quant au rôle de RTL1 dans la senescence, 

nous avons voulu examiner si RTL1 jouait aussi un rôle dans la variabilité d’efficacité du PTGS 

des transgènes, observée entre Col et Ler. En effet, notre équipe a constaté que 20% des plantes 

Col/Hc1 déclenchent le PTGS du transgène (Elmayan et al., 1998) alors qu’aucune plante 

Ler/Hc1 ne déclenche le PTGS (Figure 57 ; données non publiées du laboratoire). Nous avons 

donc dans un premier temps généré des plantes homozygotes Col/Hc1/rtl1-sail et Ler/Hc1/rtl1-

sail et comparé le nombre de plantes silencées par le locus Hc1 par rapport aux plantes Col/Hc1 

et Ler/Hc1. Nous avons montré que 20% des plantes Col/Hc1 et Col/Hc1/rtl1-sail déclenchent  
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Figure 64 : Comparaison de la séquence RTL1 chez Col-0 et Ler-0 (données 1001 Génome, browser 
Salk) 
Chez Ler-0 de nombreux SNPs sont présents dans le promoteur de RTL1 (At4g15417) constitué d’un transposon 
(en jaune) (a) et de nombreux SNPs sont présent dans les introns (b), 1 SNP est présent à la fin de l’exon 1 et 1 
SNP à la fin de l’exon l’exon 3 par rapport à Col-0. Les SNPs sont mis en évidence par du rouge (A), du bleu (C), 
du vert (G) ou du jaune (T). Les exons sont en majuscules et surlignés en bleu clair, les introns sont en minucules. 
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le PTGS, suggérant que la mutation rtl1-sail n’a pas d’effet sur le PTGS du locus Hc1 en fond 

Col (Figure 57). Par contre, 20% des plantes Ler/Hc1/rtl1-sail déclenchent le PTGS alors 

qu’aucune plante Ler/Hc1 ne déclenche le PTGS (Figure 57). Ces résultats suggèrent qu’en 

fond Ler, RTL1 inhibe le PTGS du locus Hc1.  

Pour consolider ces résultats, nous générons actuellement des plantes homozygotes 

Ler/Hc1/rtl1-crispr. Si l’allèle rtl1-crispr induit le PTGS de Hc1 chez Ler comme le fait l’allèle 

rtl1-sail, il faudra chercher pourquoi RTL1 réprime le PTGS chez Ler et pas chez Col. Il est 

possible qu’il y ait une activité de RTL1 plus forte chez Ler que chez Col. Mes expériences de 

RT-qPCR montrent que, chez Ler comme chez Col, RTL1 n’est pas exprimé dans les feuilles 

et les fleurs (Figure 58). Toutefois, des RT-PCR semi-quantitatives effectuées par Nahid 

Shamandi dans l’équipe avaient montré une accumulation du mRNA RTL1 plus forte dans des 

jeunes plantules de Ler que dans des jeunes plantules de Col. Sachant que RTL1 s’exprime 

faiblement dans la racine de Col (Figure 39), cette différence d’accumulation du mRNA RTL1 

dans les plantules pourrait être due à une expression plus forte de RTL1 dans la racine de Ler 

que dans la racine de Col. Des expériences de RT-qPCR sur racines isolées devront être 

effectuées pour tester cette hypothèse. On sait aussi que le PTGS du locus Hc1 est plus fort 

dans les racines (qui expriment légèrement RTL1) que dans les feuilles (qui n’expriment pas 

RTL1) de la lignée Col/Hc1 (Figure 39 et Figure 57 ; données non publiées du laboratoire). Si 

RTL1 est exprimé plus fortement dans la racine chez Ler que chez Col, nous testerons si RTL1 

influence le niveau de PTGS dans la racine. Nous analyserons l’accumulation des siRNAs GUS 

dans les feuilles et les racines des plantes Hc1 qui déclenchent le PTGS et qui surexpriment 

RTL1 ou sont mutées pour rtl1 en fond Col et Ler (Col/Hc1/RTL1, Col/Hc1/rtl1, Ler/Hc1/RTL1 

et Ler/Hc1/rtl1). De plus, nous avons montré que la mutation rtl1-sail n’a pas d’effet sur 

l’accumulation des ta-siRNAs dans les racines des plantes Col/rtl1-sail par rapport aux plantes 

sauvages (Figure 56). Nous testerons si l’accumulation des ta-siRNAs est supprimée dans les 

racines des plantes qui surexpriment RTL1 en fond Col et en fond Ler et si l’accumulation des 

ta-siRNAs diffèrent dans les racines des plantes Col/rtl1 et Ler/rtl1. 

Si une différence est confirmée, les bases de cette différence seront recherchées. Des SNPs 

distinguant Col de Ler sont présents dans le promoteur du gène RTL1 (Figure 64a). Ils 

pourraient influencer le niveau de transcription de RTL1. Des SNPs sont également trouvés 

dans les introns, et pourraient influencer l’épissage ou la stabilité du pré-mRNA RTL1 (Figure 

64b). Deux SNPs sont également présents dans les exons du gène RTL1 (Figure 64b). Ils  
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  Alignment of Sequence_1:  [RTL1_Col-0_CDS.txt.xdna] with  Sequence_2: [RTL1_Ler-

0_CDS.txt.xdna]  
  
Similarity : 793/795 (99,75 %) 
  
             M  G  S  Q  L  S  N  A  I  D  G  K  D  N  T  K  T  I  G  S   
Seq_1  1     ATGGGATCGCAACTCTCAAACGCAATCGACGGTAAAGATAACACCAAAACCATCGGATCA  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  1     ATGGGATCGCAACTCTCAAACGCAATCGACGGTAAAGATAACACCAAAACCATCGGATCA  60 
             M  G  S  Q  L  S  N  A  I  D  G  K  D  N  T  K  T  I  G  S   
   
             A  D  P  D  Q  L  M  E  I  E  S  L  E  K  I  L  N  Y  K  F   
Seq_1  61    GCGGATCCGGACCAGCTTATGGAGATCGAATCCTTGGAGAAGATCTTAAATTACAAGTTC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  61    GCGGATCCGGACCAGCTTATGGAGATCGAATCCTTGGAGAAGATCTTAAATTACAAGTTC  120 
             A  D  P  D  Q  L  M  E  I  E  S  L  E  K  I  L  N  Y  K  F   
   
             K  D  K  S  L  L  L  K  A  F  T  D  A  S  Y  V  D  D  K  S   
Seq_1  121   AAAGACAAGAGTTTGTTGCTGAAAGCGTTCACAGACGCTAGTTACGTTGATGACAAGAGT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  121   AAAGACAAGAGTTTGTTGCTGAAAGCGTTCACAGACGCTAGTTACGTTGATGACAAGAGT  180 
             K  D  K  S  L  L  L  K  A  F  T  D  A  S  Y  V  D  D  K  S   
   
             E  S  Y  E  L  L  E  L  L  G  D  S  I  L  N  M  G  I  I  Y   
Seq_1  181   GAATCGTACGAACTCCTAGAACTTTTAGGAGATTCGATCCTAAATATGGGTATAATCTAT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  181   GAATCGTACGAACTCCTAGAACTTTTAGGAGATTCGATCCTAAATATGGGTATAATCTAT  240 
             E  S  Y  E  L  L  E  L  L  G  D  S  I  L  N  M  G  I  I  Y   
   
             D  F  I  K  L  Y  P  K  E  A  P  G  P  L  T  K  L  R  A  V   
Seq_1  241   GATTTTATTAAGCTCTACCCTAAAGAAGCACCTGGTCCGTTGACCAAGCTCCGAGCCGTC  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  241   GATTTTATTAAGCTCTACCCTAAAGAAGCACCTGGTCCGTTGACCAAGCTCCGAGCCGTC  300 
             D  F  I  K  L  Y  P  K  E  A  P  G  P  L  T  K  L  R  A  V   
   
             N  V  D  T  E  K  L  A  R  V  A  V  N  H  Q  L  Y  S  Y  L   
Seq_1  301   AACGTAGATACCGAGAAATTGGCACGGGTCGCTGTAAATCACCAACTCTATAGCTATCTC  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  301   AACGTAGATACCGAGAAATTGGCACGGGTCGCTGTAAATCACCAACTCTATAGCTATCTC  360 
             N  V  D  T  E  K  L  A  R  V  A  V  N  H  Q  L  Y  S  Y  L   
   
             R  H  K  K  P  L  L  E  E  Q  I  L  E  F  V  E  A  M  E  K   
Seq_1  361   CGTCATAAGAAACCCTTGCTTGAGGAGCAAATACTAGAATTTGTGGAAGCCATGGAAAAA  420 
             |||||||||||||||||#|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  361   CGTCATAAGAAACCCTTACTTGAGGAGCAAATACTAGAATTTGTGGAAGCCATGGAAAAA  420 
             R  H  K  K  P  L  L  E  E  Q  I  L  E  F  V  E  A  M  E  K   
   
             Y  P  L  H  S  N  G  L  L  K  V  P  K  V  L  A  D  I  V  E   
Seq_1  421   TATCCATTACATTCAAATGGTCTTTTAAAAGTTCCTAAAGTTCTAGCAGACATAGTAGAG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  421   TATCCATTACATTCAAATGGTCTTTTAAAAGTTCCTAAAGTTCTAGCAGACATAGTAGAG  480 
             Y  P  L  H  S  N  G  L  L  K  V  P  K  V  L  A  D  I  V  E   
   
             S  T  I  G  A  I  F  M  D  C  N  S  T  E  T  V  W  K  V  I   
Seq_1  481   TCTACCATTGGAGCTATCTTCATGGACTGCAACTCCACCGAGACCGTCTGGAAGGTGATA  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  481   TCTACCATTGGAGCTATCTTCATGGACTGCAACTCCACCGAGACCGTCTGGAAGGTGATA  540 
             S  T  I  G  A  I  F  M  D  C  N  S  T  E  T  V  W  K  V  I   
   
             K  P  L  L  E  P  I  I  H  L  D  K  M  K  S  H  P  M  T  E   
Seq_1  541   AAACCATTGTTGGAGCCAATAATACATTTAGACAAAATGAAGAGCCATCCAATGACAGAA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  520   AAACCATTGTTGGAGCCAATAATACATTTAGACAAAATGAAGAGCCATCCAATGACAGAA  600 
             K  P  L  L  E  P  I  I  H  L  D  K  M  K  S  H  P  M  T  E   
  
              L  N  E  M  C  Q  K  R  N  L  K  L  T  S  K  D  T  W  E  E   
Seq_1  601   CTCAATGAGATGTGTCAGAAGAGGAACTTGAAATTGACGTCCAAAGACACTTGGGAAGAA  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  580   CTCAATGAGATGTGTCAGAAGAGGAACTTGAAATTGACGTCCAAAGACACTTGGGAAGAA  660 
             L  N  E  M  C  Q  K  R  N  L  K  L  T  S  K  D  T  W  E  E   
   
             N  Q  T  Y  C  F  H  I  E  D  K  F  V  G  C  G  H  H  P  V   
Seq_1  661   AATCAAACCTATTGTTTCCATATTGAGGATAAGTTTGTTGGATGTGGTCACCATCCTGTC  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  640   AATCAAACCTATTGTTTCCATATTGAGGATAAGTTTGTTGGATGTGGTCACCATCCTGTC  720 
             N  Q  T  Y  C  F  H  I  E  D  K  F  V  G  C  G  H  H  P  V   
   
             K  K  E  T  A  R  N  F  A  A  K  N  A  I  D  N  F  A  K  F   
Seq_1  721   AAGAAAGAAACTGCTCGTAATTTCGCTGCAAAAAATGCTATTGACAATTTTGCTAAATTT  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||#|||||||||||||||||| 
Seq_2  700   AAGAAAGAAACTGCTCGTAATTTCGCTGCAAAAAATGCTATCGACAATTTTGCTAAATTT  780 
             K  K  E  T  A  R  N  F  A  A  K  N  A  I  D  N  F  A  K  F   
   
             F  G  D  L  *   
Seq_1  781   TTCGGAGACCTTTAG  795 
             ||||||||||||||| 
Seq_2  760   TTCGGAGACCTTTAG  795 
             F  G  D  L  *   

Figure 65 :  Les SNPs présents dans la séquence RTL1 de Ler-0 sont des substitutions synonymes 
Les CDS de RTL1 chez Col-0 et Ler-0 sont blastés sur Serial Cloner. Les différences sont mises en évidence par la 
couleur rouge.  
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pourraient affecter la stabilité du mRNA RTL1 ou sa traduction. En revanche, ils ne devraient 

pas modifier l’activité de la protéine puisque ces substitutions sont synonymes (Figure 65). 

Nous déterminerons également si RTL1 module l’infection par le TYMV chez Ler. En effet, 

nous avons observé qu’une mutation rtl1 en fond Col défavorise légèrement l’infection du 

TYMV puisque RTL1 contrecarre l’action du PTGS anti-viral en limitant la quantité de siRNAs 

dirigés contre le virus (Figure 63 ; Partie II-4 p.105). Si RTL1 est plus exprimé chez Ler que 

chez Col, l’infection devrait être plus efficace chez Ler que chez Col. En revanche, l’infection 

devrait être similaire chez Ler/rtl1 et Col/rtl1. L’accumulations des mRNAs et siRNAs viraux 

sera quantifiée chez Ler/RTL1, Ler/rtl1, Col/RTL1 et Col/rtl1 afin de tester cette hypothèse. 

Enfin, nous déterminerons si RTL1 influence le taux de transmission du TYMV par la graine 

chez Ler. En effet, nous n’avions observé aucune différence significative dans le taux de 

transmission entre Col et rtl1 (Figure 52), ce qui est cohérent avec une expression très faible 

de RTL1 chez Col (Figure 39). Un taux de transmission du TYMV par la graine plus faible 

chez La-0 que chez Col ayant été observé (environ 7% chez La-0 ; Filho and Sherwood, 2000 

contre 18% chez Col-0 ; Figure 45), nous quantifierons le taux de transmission du TYMV par 

la graine chez Col/RTL1, Col/rtl1, Ler/RTL1, Ler/rtl1, afin de déterminer si RTL1 influence le 

taux de transmission du TYMV par la graine. 
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V] Conclusion 
 

RTL1 semble favoriser l’infection par des virus comme le TYMV dont le VSR n’inhibe pas 

son activité. Dans ce cas, RTL1 clive les siRNAs et dsRNAs viraux produits par le PTGS (Partie 

II p.77). Le TYMV est à l’abri de l’activité de RTL1 car il se réplique au sein d’invaginations 

de la membrane externe des chloroplastes, où RTL1 n’est pas présente, et qu’une partie du pool 

cytoplasmique de RTL1 est vraisemblablement redirigée vers les siRNA-bodies lors de 

l’infection (Figure 63). A l’inverse, l’analyse de l’effet de RTL1 sur l’infection par un TuMV 

délété de son VSR suggère que RTL1 pourrait cibler les dsRNAs du TuMV (Partie I p.67). En 

conséquence, ce virus a évolué de manière à inhiber l’activité de RTL1. Etant donné que l’effet 

de RTL1 sur la plante lors d’infections virales est, au mieux neutre, au pire délétère, RTL1 

devrait subit une pression de sélection car il est défavorable à la survie de la plante. Mais la 

séquence de RTL1 est bien conservée dans les accessions d’Arabidopsis thaliana et est sujette 

à une sélection de conservation (Partie III p.123 et Tableau S1 Annexes). Nous avons montré 

que RTL1 pourrait jouer un rôle dans le développement de la graine de différentes accessions 

d’A thaliana, mais que son effet sur le PTGS varie selon les écotypes (Partie III p.123). En 

effet, l’activité de RTL1 vis-à-vis du PTGS des transgènes semble plus forte en fond Ler qu’en 

fond Col. L’absence d’effet ou les effets délétères de RTL1 en condition d’infection virale chez 

Col devront donc être ré-éxaminés chez Ler. Il sera également intéressant de comprendre le 

mécanisme d’induction de l’expression de RTL1 en condition d’infection virale puisque le 

promoteur de RTL1 est constitué d’un transposon méthylé (Figure 64a ; données non publiées 

du laboratoire).  
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I] Matériel biologique 
 

1) Description des lignées  
 

Les lignées d’Arabidopsis transgéniques et mutantes suivantes sont à l’état homozygote dans 

l’accession Columbia-0 (Col-0).  

 

Les lignées L1, Hc1, 6b4, 6b4/306, JAP3, SUC:SUL ont été précédemment décrites (Elmayan 

et al., 1998; Waterhouse et al., 1998; Béclin et al., 2002; Himber et al., 2003; Smith et al., 2007; 

Gy et al., 2007). Les simples et doubles mutants rdr1-1 (SAIL_672F1), rdr6 (sgs2-1), rdr1-

1/rdr6, ago1-27, dcl2-1 (SALK_064627), dcl4-2 (GABI_160G05), dcl2-1/dcl4-2, drd4-1 

(SALK_000736), dcl2-Kas1 (dcl2Kas-1), dcl4-5, dcl2-Kas1/dcl4-5, sgs3, sde5, ski3-3, vcs-8 

(SAIL_1257_H12), cbp80 (SAIL_1227_E07), et xrn4-5 (SAIL_681_E01) ont été décrits 

(Mourrain et al., 2000; Hugouvieux et al., 2001; Morel et al., 2002; Souret et al., 2004; Xie et 

al., 2004; Dunoyer et al., 2005; Nakazawa et al., 2007; Martínez de Alba et al., 2015; Yu et al., 

2015; Parent et al., 2015a; Xie et al., 2005; Garcia-Ruiz et al., 2010; Martinez de Alba et al., 

2011). Les lignées L1/rdr6, 6b4/xrn4-5, 6b4/ski3-3, 6b4/vcs-8 et 6b4/cbp80 ont été également 

décrites (Elmayan et al., 1998; Martínez de Alba et al., 2011; Martinez de Alba et al., 2015; Yu 

et al., 2015). 

 

Les mutants ago2-3 (RATM15_3703) et rtl1-sail (SAIL_337_F04.1) ont été générées par 

l’équipe. ago2-3, originellement dans l’accession Nossent, a été back-crossé 6 fois à Col. Les 

lignées Col/Hc1/rtl1-sail et Ler/Hc1 ont été générées par l’équipe. La lignée Ler/Hc1 a été 

obtenue en back-crossant 10 fois la lignée Col/Hc1 à Ler.  

 

Les lignées transgéniques OE-TuMV-GFP et OE-TuMV-AS9-GFP en fond Col ou dcl2-1/dcl3-

1/dcl4-2 (Deleris et al., 2006) nous ont été fournies par Rajeswaran Rajendran (ETH Zurich) et 

ne sont pas publiées.  
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lignée transgène références 

6b4 p35S:GUS (Gy et al., 2007) 

L1 p35S:GUS (Elmayan et al., 1998) 

306 p35S:hpGUS 

(Waterhouse et al., 1998; Béclin et al., 2002; Parent et al., 

2015b) 

JAP3 pSUC2:hpPDS (Smith et al., 2007) 

SUC:SUL pSUC2:PDS (Himber, 2003) 

Hc1 p35S:GUS (Elmayan et al., 1998) 

   

mutant Nom commercial références 

rdr1-1 SAIL_672F1 (Xie et al., 2004) 

rdr6 (sgs2-1 ) / (Mourrain et al., 2000) 

ago1-27 / (Morel et al., 2002) 

ago2-3 RATM15_3703 / 

dcl2-1 SALK_064627 (Xie et al., 2004) 

dcl2-Kas1 / (Parent et al., 2015a) 

dcl4-2C GABI_160G05 (Xie et al., 2005; Nakazawa et al., 2007) 

dcl4-5 / (Dunoyer et al., 2005) 

drb4-1 SALK_000736 (Nakazawa et al., 2007) 

sgs3 (sgs3-1) / (Mourrain et al., 2000) 

sde5 (sgs3-7) / (Jauvion et al., 2010) 

xrn4-5 SAIL_681_E01 (Souret et al., 2004) 

ski3-3 / (Yu et al., 2015) 

vcs-8 SAIL_1257_H12 (Martínez de Alba et al., 2015) 

cbp80 SAIL_1227_E07 (Hugouvieux et al., 2001) 

rtl1-sail SAIL_337_F04.1 Cette thèse 

rtl1-crispr / Cette thèse 

 Tableau 2 : Lignées transgéniques et mutantes utilisées au cours de cette thèse 

 

2) Génération du mutant rtl1 par CRISPR 
 

Le mutant rtl1-crispr a été généré pendant ma thèse par CRISPR. Le RNA guide ciblant la 

séquence du gène RTL1 (At4g15417, en jaune) en amont d’un site PAM est obtenu sur le site 

CRISPOR (http://crispor.tefor.net), synthétisé par IDT (https://eu.idtdna.com) puis inséré par 

clonage Gateway (kits Thermofisher Gateway BP Clonase Enzyme Mix ref. 11789100 et LR 

Clonase Enzyme Mix ref. 11791019) dans un vecteur pDE-Cas9-GentR (laboratoire d’Holger 

Puchta, fourni par Fabien Nogué) : 

 

 

 

http://crispor.tefor.net/
https://eu.idtdna.com/
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- RNA guide RTL1_30fwd_BB1 obtenu sur le site CRISPOR 

 

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcGGATCCTTTTCTTCTTTTTAACTTTCCATTCGGAGTTTT

TGTATCTTGTTTCATAGTTTGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGCATCGAACCTTCAAGAA

TTTGATTGAATAAAACATCTTCATTCTTAAGATATGAAGATAATCTTCAAAAGGCCCCTGG

GAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTCTTATA

TAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGAAAACG

AAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTGCAACTCTCAAACGCAATCGAG

TTTAAGAGCTATGCTGGAAACAGCATAGCAAGTTTAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACT

TGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTgacccagctttcttgtacaaagtggtcccc 

 

Le vecteur résultant est inséré dans l’agrobactérie C58C1 (pMP90). Après transformation de 

plantes Col-0, les T1 sont semées in vitro sur un milieu de sélection solide S-Medium 

supplémenté de Gentamycine 100µg/mL et de Cefotaxine 100 µg/mL puis, après repiquage en 

serre, la présence de la mutation rtl1-crispr est criblée par séquençage Sanger. 

 

- Séquence du gène RTL1 : 

 
    Codon Start     cible de RTL1_30fwd_BB1 site PAM 

ATGGGATCGCAACTCTCAAACGCAATCGACGGTAAAGATAACACCAAAACCATC
GGATCAGCGGATCCGGACCAGCTTATGGAGATCGAATCCTTGGAGAAGATCTTA
AATTACAAGTTCAAAGACAAGAGTTTGTTGCTGAAAGCGTTCACAGACGCTAGTT
ACGTTGATGACAAGAGTGAATCGTACGAACTCCTAGAACTTTTAGGAGATTCGAT
CCTAAATATGGGTATAATCTATGATTTTATTAAGCTCTACCCTAAAGAAGCACCTG
GTCCGTTGACCAAGCTCCGAGCCGTCAACGTAGATACCGAGAAATTGGCACGG
GTCGCTGTAAATCACCAACTCTATAGCTATCTCCGTCATAAGAAACCCTTGCTTG
AGGAGCAAgtaagttacattcttaaaaaccctactcaattatcatctttgaaatccctagtatttaaccgtgtcaaatctt
ataaatttttatttattaattacttcgatcatgtcttattgcaatttggttcattattaaaatccatggaaaataaactttgtcaacct
ttttttcccattctctatatcactttcatccacaatttgtctcaatgaatgtgttagtttattccataacccatgggcctaattagaa
atttaccaacaataatctttaataaaaacgtttgtattggttgtgtgtaatatgtgaatcaatattattatatgcagATACT
AGAATTTGTGGAAGCCATGGAAAAATATCCATTACATTCAAATGGTCTTTTAAAAG
TTCCTAAAGTTCTAGCAGACATAGTAGAGTCTACCATTGGAGCTATCTTCATGGA
CTGCAACTCCACCGAGACCGTCTGGAAGgtaacttactatacatttagttataaatatctagctactag
actaaggcaatcgattaatccatgactcttttggtgttgaaaccattgttgacaaaaccattgttgatagGTGATAAAA
CCATTGTTGGAGCCAATAATACATTTAGACAAAATGAAGAGCCATCCAATGACAG
AACTCAATGAGATGTGTCAGAAGAGGAACTTGAAATTGACGTCCAAAGACACTTG
GGAAGAAAATCAAACCTATTGTTTCCATATTGAGGATAAGTTTGTTGGATGTGGT
CACCATCCTGTCAAGAAAGAAACTGCTCGTAATTTCGCTGCAAAAAATGCTATTG
ACAATTTTGCTAAATTTTTCGGAGACCTTTAG                                                                                                                                                                                       
-------------------------------Codon Stop 

  

- Mutation induite par CRISPR (rtl1) par rapport aux plantes sauvages (RTL1 WT) (63 

premiers nucléotides de la séquence RTL1 représentés) : 

 
                                                                                        insertion d’une thymine 

                                                                                               ↓ 
RTL1 WT 
 

 

rtl1-crispr 
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- Un codon Stop précoce est présent dès le 12ème nucléotide chez le mutant rtl1-crispr à 

l’état homozygote chez les T2 (blast sur SerialCloner) : 

 

Alignment of Sequence_1:  [RTL1.xdna] with  Sequence_2: [rtl1-crispr.xdna]  

 

Similarity : 53/54 (98,15 %) 

 

             M  G  S  Q  L  S  N  A  I   D  G  K  D  N  T  K  T  X   

Seq_1  1     ATGGGATCGCAACTCTCAAACGCAAT-CGACGGTAAAGATAACACCAAAACCAT  53 

             ||||||||||||||||||||||||||#||||||||||||||||||||||||||| 

Seq_2  1     ATGGGATCGCAACTCTCAAACGCAATTCGACGGTAAAGATAACACCAAAACCAT  54 

             M  G  S  Q  L  S  N  A  I  R  R  *  R  *  H  Q  N  H   

 

 

Les mutants rtl1-crispr en fond Col-0 sont génotypés par restriction enzymatique de l’enzyme 

TasI (Tsp5091 ThermoFisher) sur un fragment PCR obtenu avec les primers RTL1 CRISPR 

30-1 + RTL1 CRISPR 30-2 (voir Tableau des primers p.217).  Les plantes homozygotes 

Ler/rtl1-crispr et Ws/rtl1-crispr sont issues respectivement de 6 et 5 back-crosses entre la lignée 

Col/rtl1-crispr et les accessions Ler-0 et Ws. 

 

3) Semis et condition de culture 
 

Les semis sont effectués soit directement en godet soit par repiquage de semis in vitro sur le 

milieu de bouturage solide 1,3% S-Medium de Duchefa Biochimie (S0261.0010) et 1% Phyto 

Agar (P1003 Duchefa Biohemie) pH=5,9 supplémenté ou non avec un antibiotique de sélection 

et stratifiés à 4°C pendant 48h. Pour les semis in vitro, les graines sont stérilisées comme suit : 

elles sont agitées 10 minutes dans un tampon Bayrochlore 8mg/mL et EtOH 95%. La solution 

est éliminée puis les graines sont lavées 10 minutes sous agitation dans de l’EtOH 95%. La 

solution est enlevée et les graines sont mises à sécher sous hotte stérile pendant 1h. 

 

Les conditions de jours courts en chambre de culture climatisée sont de 8h de jour, 16h de nuit 

pour une humidité relative de 65%, une intensité lumineuse de 1502 μmol/m2/s passant à 801 

au crépuscule et à l’aube (soit une heure avant le jour et la nuit) ainsi qu’une température de 

21°C en journée, 18°C de nuit ainsi que 19°C au crépuscule et à l’aube.  

Les conditions de jours longs en chambre de culture climatisée sont de 8h de jour, 16h de nuit 

pour une humidité relative de 65%, une intensité lumineuse de 1502 μmol/m2/s, passant à 801 

au crépuscule et à l’aube (soit une heure avant le jour et la nuit) ainsi qu’une température de 



197 
 

21°C en journée, 18°C de nuit ainsi que 19°C au crépuscule et à l’aube. L’humidité relative est 

de 70%.  

Les conditions de jours longs en serre sont de 16h de jour et 8h de nuit avec un éclairage de 

complément en début et fin de jour. La température de jour est au minimum de 22°C, mais 

augmente en cas de fortes chaleurs. L’humidité relative est de 45-60%.  
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II]Transformation stable, transformation 
transitoire et infection virale 
 

1) Clonage Gateway 
 

A partir du vecteur pTY (Pflieger et al., 2008) fourni par Isabelle Jupin, contenant l’ADNc du 

génome du TYMV sous le contrôle d’un promoteur 35S, l’ORF P69 est amplifié par PCR à 

partir d’amorces flanquées des sites attb1 et attb2, et dont la séquence varie selon la fusion C-

ter ou N-ter voulue (voir Tableau des primers p.217)). Une mutation est générée par PCR, avec 

l’ajout d’un C à la place d’un T sur le 8ème nucléotide du CDS de P69, car à partir du 7ème 

nucléotide se trouve le codon Start ATG de l’ORF de la multiprotéine 206K du TYMV. Un 

clonage Gateway est réalisé (kits Thermofisher Gateway BP Clonase Enzyme Mix ref. 

11789100 et LR Clonase Enzyme Mix ref. 11791019), avec un vecteur d’entrée obtenu par BP 

entre le vecteur donneur pDONR207 (Invitrogen) et le fragment PCR de P69 suivi d’une LR 

entre le vecteur d’entrée obtenu et les vecteurs de destinations pUBC-GFP-Dest, pUBN-GFP-

Dest et pUB-Dest (Grefen et al., 2010). 

 

De la même manière, à partir d’un vecteur d’entrée obtenu par BP entre le vecteur donneur 

pDONR207 et la séquence codante de RTL1 (RTL1 C.3 ; Shamandi et al., 2015), une LR est 

réalisée avec les vecteurs de destination pUBC-GFP-dest (Grefen et al., 2010) et pB7FWG2 

(Karimi et al., 2002). La fusion GFP est effectuée en C-ter car elle affecte moins l’activité de 

RTL1 que la fusion en N-ter (Shamandi et al., 2015). 

 

Les vecteurs d’expression produits sont introduits dans des agrobactéries C58C1 (pMP90)  soit 

par directement par électroporation ou soit par conjuguaison triparentale après électroporation 

d’E. Coli DH10B ou DH5α (Thermofisher). 

 

2) Transformation stable 
 

Les lignées d’Arabidopsis thaliana transgéniques 6b4, 6b4/xrn4-5, 6b4/ski-3, 6b4/vcs-8 et 

6b4/306 sont transformées avec le vecteur p35S:P69 (pCambia1301, fourni par Shou Wei 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ding%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15100397
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Ding ; Chen et al., 2004). Les plantes d’A. thaliana sauvages (Col) sont transformées avec les 

vecteurs pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:P69-GFP générés pendant cette thèse. 

 

Les plantes sont cultivées en jours longs en serre et transformées par floral dipping au début de 

la floraison (Clough and Bent, 1998). Un pré-culture de 2 ml est utilisée pour implémenter 300 

mL d’une culture liquide overnight à 28°C d’agrobactéries C58C1 (pMP90) portant la 

construction d’intérêt supplémentée de gentamycine 25µL/ml et de l’antibiotique de sélection 

du vecteur d’intérêt. La culture est centrifugée 10 min à 6000 rpm puis le culot est resuspendu 

dans une solution 5% sucrose, 10 mM MgCl2 et 0,015% Silwet L-77. Les fleurs sont immergées 

30 secondes dans la solution de transformation puis les plantes sont placées en chambre de 

culture et en jours longs. Le processus est répété 1 semaine après. Les T1 sont sélectionnées in 

vitro sur milieu S-Medium solide supplémenté de Cefotaxine 100µL/mL et de l’antibiotique de 

la construction d’intérêt. Les plantules résistantes sont repiquées en serre généralement au bout 

de 12 jours et les T2 homozygotes pour l’insertion sont sélectionnées sur antibiotique par la 

suite. 

 

3) Transformation transitoire de feuilles de tabac 
 

Des plantes de Nicotiana benthamiana sont cultivées en serre jours longs pendant trois 

semaines jusqu’au stade 4-5 feuilles. 10 mL d’une culture sur la nuit à 28°C d’agrobacteries 

C58C1 (pMP90) ou GV3101 portant la construction d’intérêt, supplémentée de gentamycine 

25µL/ml et de l’antibiotique de sélection du vecteur d’intérêt, sont centrifugés 10 min à 6000 

rpm. Le culot est resuspendu dans une solution 10mM MgCl2, 10mM MES pH=5,2 et 150 mM 

d’acétosyringone jusqu’à une DO600=1. Pour les co-agroinfiltrations, la DO600 est ajustée 

individuellement pour une DO600 finale de 1 dans le mélange entre les différentes cultures. 

Après 3h sous faible agitation à température ambiante, les feuilles de tabacs sont agro-infiltrées 

à l’aide d’une seringue sans aiguille. Les prélèvements sont effectués 48 à 72h après 

l’agroinfiltration. 

 

Les constructions pUBQ10:P69-GFP et pUBQ10:P69-GFP ont été générées comme 

précédemment décrit. Pour les analyses de localisation de protéine en feuille de tabac, 

l’épiderme des feuilles agroinfiltrées est prélevé et imagé par microscopie confocale au Leica 

TCS SP5. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ding%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15100397
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4) Transformation transitoire de plantules d’A. thaliana 
 

Le protocole de Marion et al., 2008 est utilisé et adapté comme suit. Des graines d’A. thaliana 

sauvages (Col) stériles sont semées in vitro sur le milieu de bouturage solide 1,3% S-Medium 

de Duchefa Biochimie (S0261.0010) et sont placées après 48h de stratification à 4°C sur un 

support de pousse verticale en chambre de culture en jours longs. Les agrobactéries portant les 

constructions p35S:RTL1-GFP et pUBQ10:RTL1-GFP précédemment décrites et la 

construction p35S:SGS3-mCherry (générée par Taline Elmayan, non publiée) sont cultivées à 

28°C dans 15 mL de milieu LB supplémenté en antibiotique de sélection pendant environ 30h 

afin d’obtenir une culture saturée avec une DO600 entre 4 et 5. Les cultures sont centrifugées 15 

min à 6000 rpm. Le culot est lavé à l’eau puis resuspendu dans une solution 10mM MgCl2, 

10mM MES pH=5,2 et 150 mM d’acétosyringone jusqu’à une DO600=1. Pour les co-

agroinfiltrations, la DO600 est ajustée individuellement à 2 pour une DO finale de 1 dans le 

mélange entre les différentes cultures. Après 4 jours en chambre de culture, les plantules sont 

couvertes de solution bactérienne et agroinfiltrées à l’aide d’une cloche sous vide 2 fois pendant 

1 min. Les plantules sont rincées à l’eau et à nouveau placées sur un support de pousse verticale 

chambre de culture. Les racines sont imagées 3 jours post-agroinfiltration par microscopie 

confocale au Leica TCS SP5. 

 

5) Virus et inoculation  
 

Pour les inoculations mécaniques, les virus utilisés sont le Turnip crinckle virus (TCV), le 

Turnip yellow mosaic virus (TYMV) et le Turnip yellow virus (TuMV) et le Cauliflower mosaic 

virus (CaMV) sauvages. Les inocula sont constitués de feuilles d’A. thaliana infectées broyées 

dans un tampon phosphate 5 mM Na2HPO4 et 5mM NaH2PO4. Les feuilles de plantules sont 

recouvertes d’une fine couche de poudre de carborundum puis frottées mécaniquement avec 

l’inoculum à l’aide d’un outil râpeux. Pour les expériences réalisées en jours longs, des plantules 

de 15 jours sont infectées. Pour les expériences réalisées en jours courts, des plantules de 30 

jours sont infectées.  

 

Le Turnip crinckle virus (TRV) est inoculé par agroinfiltration. Des agrobactéries portant les 

constructions VIGS contenant le cDNA correspondant au RNA1 et au RNA2 du TRV, 
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respectivement pTRV1 (YL192) et pTRV2-MCS (YL156) (Fu et al., 2005), sont co-agroinfiltrées 

à une DO600 finale de 1 dans les feuilles de plantules d’A. thaliana de 35 jours en jours courts. 

 

Les prélèvements sont effectués 1 semaine après infection en jours longs et deux 2 semaines 

après infection en jours courts. Pour les cinétiques d’infection, les prélèvements sont effectués 

1 à 4 semaines après infection sur les rosettes entières ou sur 3 à 4 feuilles infectées. Les RNAs 

sont extraits et l’accumulation des siRNAs et/ou des grands RNAs est analysée par northern 

blot. 
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III] Micro-greffes et induction d’infection 
virale 
 

1) Micro-greffe 
 

Des graines préalablement stérilisées sont semées in vitro sur un milieu 1,3 % S-medium et 

1,5% Phytoblend (PTP01 Caisson) puis stratifiées 2 jours à 4°C avant d’être placées sur un 

support de pousse verticale en chambre de culture et en jours courts pendant 1 semaine. Les 

micro-greffes sont effectuées comme décrit par Turnbull et al., 2002 avec l’aide d’Agnès Yu 

de notre équipe. Sous une hotte stérile, une incision horizontale est effectuée au niveau de 

l’hypocotyle des plantules sous loupe binoculaire. Le greffon et le porte greffe sont insérés dans 

un micro-tube stérile en silicone de 0,3 mm de large sur une membrane neutre de nitrocellulose 

(Hybond-NX RPN303T) en boite de pétri sur un milieu 1,3 % S-medium et 1% Phytoblend. 

Les boites sont ensuite placées sur un support de pousse verticale en chambre de culture et en 

jours courts pendant 2 semaines. 1 semaine après la greffe, les micro-tubes sont enlevés et les 

éventuelles racines adventives éliminées. 3 jours après, une seconde vérification de la présence 

de racines adventives est effectuée. Une dernière vérification est effectuée 2 semaines après la 

greffe et les greffes sans racines adventives sont repiquées en godet en chambre de culture et 

en jours courts. Les feuilles et les racines des plantes sont prélevées 4 semaines post-greffe. 

Après extraction des RNAs, l’accumulation des siRNAs et des grands RNAs est analysée par 

northern blot. 

 

2) Induction d’infection virale 
 

L’infection du TuMV-GFP et du TuMV-AS9-GFP des lignées transgéniques OE-TuMV-GFP 

et OE-TuMV-AS9-GFP en fond Col ou dcl2-1/dcl3-1/dcl4-2 (Deleris et al., 2006) est inductible 

à l’ œstradiol (fournies par Rajeswaran Rajendran, données non publiées). Lors de la deuxième 

vérification de greffe impliquant ces lignées, les greffes sont transférées sur un milieu 10 µM 

de β-œstradiol (Sigma-Aldrich ref. E8875), 1,3 % S-medium et 1% Phytoblend avant d’être 

replacées sur support verticale en chambre de culture et en jours courts. 4 jours après, une 

dernière vérification est effectuée (2 semaines post-greffe) et les greffes sans racines adventives 

sont repiquées en godet en chambre de culture sécurisée et en jours courts. La progression de 
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l’infection du TuMV-GFP et du TuMV-AS9-GFP est surveillée à la lampe UVA. Les rosettes 

sont prélevées 4 semaines post-greffe. L’accumulation des RNAs viraux est analysée par 

northern blot HMW. 
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IV] Analyses Moléculaires 
 

Les extractions d’ADN et de RNAs, les analyses d’activité GUS et les northerns blot ont été 

réalisés comme précédemment décrits (Gy et al., 2007; Mallory and Vaucheret, 2009). 

 

1) Extraction d’ADN  
 

Les extractions d’ADN sont réalisées à partir du protocole modifié de Taylor and Powell, 1982. 

Un morceau de feuille est broyé dans un volume de tampon CTAB (100 mM Tris pH=7,5, 0,7 

M NaCl, 10mM EDTA, 1% CTAB) et placé 30 min à 65°C. Après 5 min de centrifugation à 

3000 rpm, un volume de chloroforme/IAA (ratio 24/1) est ajouté. Après 15 min de 

centrifugation à 3000 rpm, le surnageant est prélevé et 2/3 de volume d’isopropanol froid est 

ajouté. Après 30 min de centrifugation à 3000 rpm et à 4°C, le surnageant est éliminé et le culot 

est lavé à l’EtOH 70% pendant 5 min de centrifugation à 3000 rpm et 4°C. L’EtOH est éliminé, 

le culot est séché puis resuspendu dans de l’eau stérile. 

 

2) Purification de plasmides 
 

2 mL d’une culture de bactéries overnight portant le plasmide d’intérêt sont centrifugés 5 min 

à 14 000 rpm et le surnageant est éliminé. La purification du plasmide est effectuée par lyse 

alcaline (Sambrook et al., 1989). Le culot est resuspendu dans un volume de tampon BDI (50 

mM de glucose, 25 mM de Tris Hcl pH=8, 10 mM d’EDTA, environ 30 unités de RNase) et 

placé 25 min à 37°C. Le tube est placé dans la glace et 1 volume de tampon BDII (0,2M NaOH 

1% SDS) est ajouté. Le tube est vortexé puis 1 volume de BDIII (3M Acétate de potassium, 

11,5 % d’acide acétique glacial) est délicatement ajouté. Après une centrifugation de 5 min à 

13000 rpm à 4°C, le surnageant est prélevé et 0,7 volume d’isopropanol froid est ajouté. Après 

centrifugation, le surnageant est éliminé et le culot est lavé à l’EtOH 70% pendant une nouvelle 

centrifugation. L’EtOH est enlevé, le culot est séché puis resuspendu dans de l’eau stérile. 
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3) Quantification de l’activité GUS 
 

L’analyse de l’activité GUS est effectuée comme décrit par Elmayan et al., 1998 et Jefferson et 

al., 1987. Brièvement, les feuilles sont broyées dans un tampon phosphate Na2HPO4 50 mM, 

NaH2PO4 50 mM, EDTA 10 mM, pH=7 2 fois 1 min 30 à 30 Hz puis centrifugée 20 min à 3000 

rpm et 4°C. L’estimation de la quantité de protéine est effectuée par dosage de Bradford à partir 

de Bradford 1x (Protein Assay Dye Reagent de BioRad No Cat#500-0006) et d’une gamme de 

BSA de 0 à 0,5 µg/µl sur un lecteur de microplaque Elisa Elx 808 d’Avantec. La quantité de 

fluorescence est testée par lecture au Fluoroskan Ascent II de Thermo Scientific avec un tampon 

MUG 2mM (4-méthyl-β-D-glucuronidetrihydraté de Duchefa dans tampon phosphate, 81,27 

µg/µl DMSO). L’activité GUS est exprimée en unité arbitraire de fluorescence par µg de 

protéine par min.  

 

4) Extraction d’ARNs  
 

Les extractions des RNAs totaux et la séparation des grands (HMW) et petits (LMW) RNAs 

sont effectuées comme décrit par Elmayan et al., 1998 et Vaucheret et al., 2004. 

 

Des tissus préalablement broyés dans l’azote liquide sont vortexés dans 1 volume de tampon 

d’extraction NaCl (0,1M de NaCl, 2% SDS, 50 mM Tris/HCl pH=9, 10 mM EDTA et 20 mM 

B-mercaptoethanol) et 1 volume de phénol (Tris pH 8). 1 volume de chloroforme est ensuite 

ajouté, suivi d’un nouveau vortexage. Après une centrifugation de 10 min à 13 000 rpm, la 

phase aqueuse est prélevée et lui sont ajoutés son volume en phénol et en chloroforme avant 

une nouvelle centrifugation. La phase aqueuse est à nouveau prélevée et lui est ajouté deux fois 

son volume en chloroforme. Après une nouvelle centrifugation, la phase aqueuse est à nouveau 

prélevée puis 1/10 de son volume en NaOAc 3M (pH 5,2) et 3 volumes de EtOH 100% lui sont 

ajoutés, avant une précipitation d’1h à -80°C. Après une centrifugation de 30 min à 4°C et 13 

000 rpm, l’EtOH est retiré et le culot est lavé à l’EtOH 75%. Après une nouvelle centrifugation 

de 10 min, l’EtOH est retiré, le culot est séché puis est resuspendu dans de l’H2O stérile avant 

une série de congélation-décongélation entrecoupée de vortexage. Les RNAs sont stockés à -

80°C. La quantification est effectuée au NanoDrop 2000C d’Ozyme. Les RNAs totaux sont 

utilisés pour les northerns LMW. 
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Pour la séparation des grands et petits RNAs, le même protocole est appliqué à l’exception d’un 

broyage des tissus dans 1 volume de tampon d’extraction LiCl (0,1M de LiCl, 2% SDS, 50 mM 

Tris/HCl pH=9, 10 mM EDTA et 20 mM B-mercaptoethanol) au lieu d’1 volume de tampon 

d’extraction NaCl et d’une précipitation sur la nuit à 4°C dans 1 volume de LiCl 4M après la 

centrifugation de la phase aqueuse et du chloroforme. Après une centrifugation de 30 min à 4°C 

et 13 000 rpm, les grands RNAs du surnageant sont précités 1h à -80°C dans 3 volumes d’EtOH 

et la suite du protocole est suivie. Les grands RNAs sont utilisés pour les qPCRs et les northerns 

HMW. 

 

5) Northern blot HMW et LMW 
 

Les northerns blots Low Molecular Weight (LMW) et High Molecular Weight (HMW) sont 

effectués comme décrit par Gy et al., 2007 et Mallory et al., 2009. Pour les northerns LMW, 5 

à 30 µg de RNAs totaux sont utilisés et pour les northerns HMW, 5 µg de grands RNAs sont 

utilisés. 

 

Brièvement, les RNAs sont dénaturés 5 à 10 min à 85°C et séparés dans un gel 15% 

polyacrylamide, 7,5M urée et 1X TBE pour les RNAs totaux ou dans un gel 1,5% agarose, 

0,7% formaldéhyde, 20 mM HEPES et 1 mM EDTA pH=7,8 pour les grands RNAs. Un 

transfert est effectué sur une membrane Hybond NX (Amersham) pour les RNAs totaux et une 

membrane Genescreeen Plus (NEN/DuPont, Cat. No. NEF-976) pour les grands RNAs. Des 

sondes PCR (voir Tableau des primers p.217)) sont purifiées après migration du gel d’agarose 

1,5% à l’aide du kit Prime-a-gene Labeling System (Promega Ref U1100). Elles sont 

radiomarquées aux dCTP-P32 à l’aide du kit Prime-a-gene Labeling System (Promega Ref 

U1100). Les sondes oligos sont radiomarquées aux dATP-P32 à l’aide du kit T4 Polynucléotide 

Kinase (Thermofisher T4 PNK EK0031). Les sondes sont hybridées overnight dans un tampon 

PerfectHyb (Sigma-Aldrich H7033) à 37°C (sondes dCTP-P32) ou 50°C (sondes dATP-P32) 

pour les northerns LMW et dans un tampon Church (7% SDS, 250 mM Na2HPO4, 2mM EDTA 

200 µg/mL Heparin) à 65°C pour les northerns HMW. Après incubation de la membrane sur 

un écran BAS-MP 2040P Imaging Plate (FujiFilm), la révélation est faite avec le 

phosphoimager au Typhoon-FLA9500 (Ge-Healthcare). L’intensité des bandes est quantifiée 

sur ImageJ. 
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6) RT-qPCR 
 

Un traitement DNAse sur 1,5 ug de RNAs est effectué à l’aide du kit DNase I (Invitrogen) selon 

les indications du constructeur. Pour obtenir des cDNAs, une rétro-transcription (RT) est 

effectuée à l’aide du kit RevertAid H Minus (Thermo Scientific EPO452) sur 1 µg de RNA 

selon les indications du constructeur. Pour les RNAs viraux, des random primers sont utilisés à 

la place des dTNN. La RT-qPCR est effectuée sur une dilution au 10ème des ADNc, auxquels 

sont ajoutés un mix PCR SYBR GreenSuperMix (BioRad 1725261) et 10mM par primers du 

gène d’intérêt ou du gène contrôle GAPDH. Les RNAs DNasés non-rétrotranscrits sont utilisés 

en contrôle de contamination d’ADN. Les conditions de qPCR sont généralement les suivantes 

: 95°C 30s, 39 cycles de 95°C 10s, 55°C 10s et 72°C 30s puis après ces cycles 95°C 10s, 65°C 

5s et 95°C 5s avec le CFX Connect Real Time PCR de BioRad. Trois réplicats sont effectués 

par échantillon. Les résultats sont standardisés par rapport à l’expression du gène de contrôle 

interne GAPDH (voir Tableau des primers p.217). 
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V] Phénotypage et analyse par 
microscopie confocale 
 

1) Phénotypage des rosettes  
 

Le phénotypage haut-débit des mutants rtl1-sail et rtl1-crispr et des lignées isogéniques 

sauvages associées est réalisé par la plateforme Phénoscope de l’IJPB de Versailles (Tisné et 

al., 2013). Après un test de germination, 3 lignées par génotypes sont sélectionnées. 10 plantes 

par lots de graines sont cultivées en chambre de culture et en jours courts puis repiquées au bout 

de 7 jours sur la plateforme de phénotypage. Elles sont analysées pour différentes 

caractéristiques pendant 23 jours.  

2) Analyse de la sénescence 
 

Les feuilles des rosettes de plantes âgées de 2 mois (croissance en jours longs) sont prélevées, 

triées selon leur taille et disposées sur une feuille de papier blanche puis scannées. La 

quantification de la biomasse sénescente est réalisée sur ImageJ comme suit (protocole de Larry 

Reinking, Université de Millersville): 

Image>type>8-bit 

Analyse>Set Scale (la largeur de la feuille scannée par exemple) 

Process>Binary>Make Binary (les parties vertes non sénescentes de la feuille passent 

en noir) 

Analyse>Analyse Particles (aire des parties non-sénescentes) 

Image>Ajust Threshold (permet de prendre en compte les parties jaunes des feuilles) 

Analyse>Analyse Particles (aire total de la feuille) 

 

3) Phénotypage des racines 
 

Après stérilisation, les graines sont semées in vitro sur milieu solide ½ MS + vit 0,7% 

Phytoblend et les racines sont analysées 12 jours après germination avec le plugin NeuronJ du 

logiciel ImageJ. Les valeurs sont exprimées en pixel. 
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4) Test de germination 
 

Le taux de germination d’1 lignée par génotype pour les mutants rtl1-sail et rtl1-crispr et des 

lignées isogéniques sauvages associées est analysé par Boris Collet  (équipe Physiologie de la 

germination). Les semis sont placés à 25°C en jours continus. Le taux de germination est mesuré 

sur 30 à 50 graines en trois réplicats avec ou sans stratification de 48h à 4°C.  

 

5) Analyse de la composition des graines 
 

Les teneurs en lipide, protéine, carbone, azote et galactose d’un lot de 300 μg de graines par 

génotype pour les mutants rtl1-sail et rtl1-crispr et les lignées isogéniques sauvages associées 

sont analysées au NIRS de la plateforme de Spectroscopie de l’IJPB avec l’aide d’Alain 

Lecureuil (équipe Homéostasie Lipide-protéine dans la Graine). Les différentes équations 

utilisées ont été publiées par l’équipe HLG (Jasinski et al., 2016). 

 

6) Microscopie confocale 
 

Les analyses de localisation sont effectuées sur l’épiderme de feuilles de tabac agroinfiltrées ou 

sur les racines de semis in vitro d’Arabidopsis sur milieu de bouturage solide 1,3% S-Medium 

de Duchefa Biochimie (S0261.0010) et 1% Phyto Agar (P1003 Duchefa Biohemie) pH=5,9  5 

jours après la germination en chambre de culture et en jours longs. Les signaux GFP, mCherry 

et RFP sont révélés au Leica TSC SP5 avec une immersion à l’eau et un objectif x10, x40 ou 

x63 avant et après un stress de 1h à 37°C en phytotron.  
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I] Figures supplémentaires 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1 : Le TYMV inhibe le S-PTGS induit par déficience du RQC, a un faible effet sur le S-PTGS et 
pas d’effet sur l’IR-PTGS 
Un pool de 16 plantes par génotype est infecté avec le TYMV en jours courts. L’activité GUS de chaque 
plante est analysée 27, 35 et 43 jours post-inoculation et est exprimée en unité arbitraire de 
fluorescence par minute par µg de protéine. La moyenne de l’activité GUS de 16 plantes par génotype 
est représentée et les barres d’erreur correspondent aux écart-types. 



213 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2 : La mutation rtl1 n’a pas d’effet sur l’induction de l’expression de différents gènes du PTGS 
lors de l’infection du TCV 
Les données brutes présentées sont issues de la quantification de l’expression des gènes RTL1, RTL2, DCL2, DCL4, 
AGO2, AGO2, RDR1 et RDR6 relative au gène contrôle GAPDH (formule 2-ΔΔCt) par RT-qPCR sur un pool de 16 
plantes/génotypes 7, 14 et 21 jours post-inoculation (dpi) avec le TCV. 
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Gene IDs Organisme A S KA KS KA/KS 

Araha.1062s0005.1 Arabidopsis harelli 606 186 0,0387 0,0854 0,4533 

AL7G40150.t1 Arabidopsis lyrata 609 183 0,0437 0,1143 0,3826 

Bol005050 (primary) Brassica oleracea capitata 600,3 182,7 0,2614 0,5184 0,5043 

Brara.C04432.1 Brassica rapa FPsc 600,4 188,6 0,2661 0,4831 0,5509 

Brara.A01997.1 (primary) Brassica rapa FPsc 582,5 206,5 0,3193 0,5265 0,6065 

Bostr.26326s0052.1 (primary) Boechera stricta 591,1 200,9 0,1025 0,1257 0,8154 

Ciclev10016164m (primary) Citrus clementina 584,7 204,3 0,4568 5,4905 0,0832 

Cagra.8085s0006.1 (primary) Capsella grandiflora 597 195 0,2289 0,3791 0,6037 

Cagra.8085s0007.1 (primary Capsella grandiflora 593,1 186,9 0,2336 0,5433 0,43 

evm.model.supercontig_87.111 (primary) Carica papaya 385,6 124,4 0,461 51,875 0,0089 

Carubv10007185m (primary) Capsella rubella 596,9 195,1 0,2385 0,3804 0,6268 

Carubv10007521m (primary) Capsella rubella 599,9 180,1 0,2411 0,5593 0,4312 

Cucsa.148740.1 (primary Cucumis sativus 607 182 0,4314 3,2938 0,131 

orange1.1g041023m (primary) Citrus sinensis 582 192 0,4328 5,5385 0,0781 

Eucgr.K00771.1 (primary) Eucalyptus grandis 594,5 194,5 0,4856 51,2639 0,0095 

Thhalv10025932m (primary) Eutrema salsugineum 611 175 0,2545 0,5377 0,4732 

mrna23985.1-v1.0-hybrid (primary) Fragaria vesca 598,9 187,1 0,4276 53,2374 0,008 

mrna06299.1-v1.0-hybrid (primary) Fragaria vesca 601,8 178,2 0,5135 2,5495 0,2014 

Gorai.001G215700.1 (primary) Gossypium raimondii 596,1 186,9 0,4313 15,9683 0,027 

Gorai.007G171400.2 Gossypium raimondii 86,1 146,9 0,5825 4,7316 0,1231 

Gorai.007G171400.1 Gossypium raimondii 607,1 178,9 0,4547 3,421 0,1329 

Kaladp0081s0404.1 Kalanchoe fedtschenkoi 602,7 183,3 0,5376 4,141 0,1298 

Kaladp0114s0014.1 (primary) Kalanchoe fedtschenkoi 591,4 185,6 0,5334 5,4557 0,0978 

Kalax.0010s0130.1 (primary) Kalanchoe laxiflora 600,6 185,4 0,5452 4,4685 0,122 

Kalax.0687s0009.1 (primary) Kalanchoe laxiflora 601,3 184,7 0,5383 5,1651 0,1042 

Lus10015141 (primary) Linum usitatissimum 412,4 148,6 0,39 47,9807 0,0081 

Lus10000182 (primary) Linum usitatissimum 561 177 0,454 3,5579 0,1276 

MDP0000169234 (primary) Malus domestica 596,5 183,5 0,403 2,8891 0,1395 

MDP0000248673 (primary) Malus domestica 608,7 174,3 0,4091 2,724 0,1502 

MDP0000128997 (primary) Malus domestica 297,8 83,2 0,3626 5,4919 0,66 

Manes.13G068400.1 Manihot esculenta 600,9 188,1 0,4064 15,5539 0,0261 

Migut.M01455.1 (primary) Mimulus guttatus 597 186 0,5223 53,0387 0,0098 

Medtr3g079980.1 (primary) Medicago truncatula 599,8 183,2 0,3885 10,7375 0,0362 

Medtr3g079860.1 (primary) Medicago truncatula 613,1 187,9 0,455 6,295 0,0723 

Prupe.3G213200.1 (primary) Prunus persica 606,7 185,3 0,4343 3,2912 0,1319 

Potri.002G226700.1 (primary) Populus trichocarpa 595,8 193,2 0,4216 29,9969 0,0141 

SapurV1A.0014s1090.1 (primary) Salix purpurea 592,7 196,3 0,4112 51,0121 0,0081 

SapurV1A.0014s1090.2 Salix purpurea 592,8 196,2 0,4146 51,0303 0,0081 

PGSC0003DMT400053499 (primary) Solanum tuberosum 604 185 0,5365 2,7807 0,1929 

PGSC0003DMT400037835 (primary) Solanum tuberosum 585 186 0,634 51,9004 0,0122 

PGSC0003DMT400086351 (primary) Solanum tuberosum 43502 131,8 0,4983 54,2833 0,0092 

Tp57577_TGAC_v2_mRNA37064 (primary) Trifolium pratense 596,7 174,3 0,6449 6,3531 0,1015 

Tp57577_TGAC_v2_mRNA28540 (primary Trifolium pratense 315,3 86,7 0,3721 13,0106 0,0283 

GSVIVT01030481001 (primary) Vitis vinifera 592,3 196,7 0,4529 3,2376 0,1399 

Tableau S1: Analyse du ratio taux de mutation non-synonymes sur le taux de mutation synonymes 
entre la séquence RTL1 d’A. thaliana et différentes espèces d’Eucotylédones 
Le gène RTL1 D’A. thaliana est blasté sur Phytozome aux Eucotylédones. Les séquences homologues présentant 
une homologie d’au moins 50% et une E-value <1e-30 sont sélectionnées (Legrand et al., 2019). Les séquences 
protéiques sont blastées deux à deux à la séquence protéique de RTL1 sur Clustal Omega. Le ratio KA/ KS est 
calculé sur PAL2NAL (Suyama et al., 2006) selon la méthode de Goldman and Yang, 1994.  A : nombre de mutation 
non-synonymes ; S : nombre de mutation synonymes ; KA : taux de mutation non-synonymes ; KS : taux de 
mutation synonymes 
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Figure S3 : Effet de la mutation rtl1-crispr sur différents paramètre de la rosette  
Effectuée par la platforme Phénoscope de l’IJPB. Voir légende en partie III. 
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Figure S4 : Effet de la mutation rtl1-sail sur différents paramètre de la rosette  
Effectuée par la platforme Phénoscope de l’IJPB. Voir légende en partie III. 



217 
 

II] Tableau des primers 
 

Gène ou ORF But Nom du primer Séquence du primer 

RTL1 

RT-qPCR 
RTL1-7 CCAAAACCATCGGATCAGCGG 

RTL1-qPCR-5R CAACGGACCAGGTGCTTCTT 

Génotypage 

allèle 

CRISPR 

RTL1 sail seq F CTCCTCAAACCCACCTCTTG 

RTL1 CRISPR 30-2 ACGCTTTCAGCAACAAACTC 

Génotypage 

allèle SAIL 

gabi747b05-f GAAGTGTCAAACAGAGGAAG 

LB4 
CGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAA

GCGTC 

RTL6mR 
CGAATCTCCTAAAAGCCATAGGAGTTCGT

ACG 

GAPDH RT-qPCR 
461 GGTACGACAACGAATGGGGT 

462 TGACTGCGCATGGAATCAGT 

TYMV P69 

RT-qPCR 
TYMV-ORF1-F TCGCTCCTCGATACAGACCT 

TYMV-ORF1-R CTTCAGCTCCCGAAAGTTTG 

clonage, 

pour fusion 

N-ter 

TYMV-P69-F1 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC

TACATGAGTAACGGCCTTCCAATTAGCA 

TYMV-P69-R1bis 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

TCAATCGGTGTCGGGGGC 

clonage, 

pour fusion 

C-ter 

TYMV-P69-F2 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC

TACCATGAGTAACGGCCTTCCAATTAGCA 

TYMV-P69-R2bis 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

AATCGGTGTCGGGGGCGCT 

clonage P69 

et sonde 

northern 

TYMV-P69-F2 + 

TYMV-P69-R1bis 
 

GFP 

sonde 

northern 

GFP-TuMV-1 TCTGTCAGTGGAGAGGGTGAA 

GFP-TuMV-2 GAAAGGGCAGATTGTGTGGAC 

TAS1 siRNAs TAS1_miR175 TACGCTATGTTGGACTTAGAA 

TAS2 siRNAs TAS2_as_F AAGTATCATCATTCGCTTGGA 

TAS3 siRNAs asTAS3 5\'D7+ TGGGGTCTTACAAGGTCAAGA 

IR71 siRNAs IR71-as TCCTTTCCCTTTCCCTTTCTAC 

PDS 
T7 PDS 5' 

GCTAATACGACTCACTATAGGGCAAGGCA

AGACGATATAACTGAAC 

PDS 5862r CATTTACTGAAGAGAGTAAGG 

SULPHUR 
SUL_5pFor TCTGCAATCTGGGCTTCTCCT 

SUL_3pRev TCGGCGAACTTCTCGGAAACT 

TCV CP 

TCV-CP T7 
GATGCTAATACGACTCACTATAGGGATGG

AAAATGATCCTAGAGT 

 

TCV-CP T3 

 

GATGCATTAACCCTCACTAAAGGGACTAA

ATTCTGAGTGCTTGCA 

TYMV CP 

TYMV-CP-F2 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC

TACCATGGAAATCGACAAAGAACTCG 

TYMV-CP-R1bis 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

TTAGGTGGAAGTGTCCGTGA 
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TuMV CP 
CP-TuMV-1 ACACACGTTCAACGCGAAAG 

CP-TuMV-2 CCCTGAACGCCCAGTAAGTT 

5’GUS 
GUS-5'-fw AACTGTGGAATTGATCAGCG 

GUS-5'-rev CGCGACATGCGTCACCACGG 

RTL2 

 

RT-qPCR 

RTL2-3 CTCAAGGCTCTAATCATGTG 

RTL2-10 GATATCGCAAGGCTGATCGCTGC 

DCL2 
DCL2-qPCR-fw TGTCAACTCTCTCACAGGATGC 

DCL2-qPCR-rev TGCAATCCACTTTCGGATGG 

DCL4 
DCL4-qPCR-fw GCTGCACCTTTCTTCGTTGC 

DCL4-qPCR-rev GCAAAACCGCAAAATCCCTCT 

AGO1 
AGO1-qPCR-1 AAGGAGGTCGAGGAGGGTATGG 

AGO1-qPCR-2 CAAATTGCTGAGCCAGAACAGTAGG 

AGO2 
AGO2-qPCR-1 GAAGGATGTACCACGAGGCAA 

AGO2-qPCR-2 TGAAGAGGCAAGCGAAGCA 

RDR1 
RDR1-qPCR-1 AAGAGCGGTTCGGGCGTTGA 

RDR1-qPCR-2 AGCCGAAGCCTTTGCTGACTCA 

RDR6 
RDR6-qPCR-1 AAAGCTATCCGGCCATGCAT 

RDR6-qPCR-2 TGACAGCACGGCCTAAACTCTT 
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III] Abréviations couramment utilisées  
 

AGO ARGONAUTE 

AS-PTGS antisens PTGS 

BWYV Beet western yellow virus 

CaMV Cauliflower mosaic virus 

CP COAT PROTEIN 

DCL DICER-LIKE 

dsRNA double-stranded RNA 

endoIR-siRNA Endogenous Inverse Repeat siRNA 

IR-PTGS Inverse Repeat PTGS 

GFP GREEN FLUORESCENT PROTEIN 

GUS (UIDA) BETA-GLUCURONIDASE 

HPT HYGROMYCIN PHOSPHOTRANSFERASE 

mRNA messenger RNA 

NPT NEOMYCIN PHOSPHOTRANSFERASE 

NOS NOPALINE SYNTHASE 

NIR NITRITE REDUCTASE 

-nt nucléotide 

PB Processing-bodies 

Pol POLYMERASE 

PVX Potato virus X 

PTGS Post-Trancriptional Gene Silencing 

RdDM RNA-Directed DNA Methylation 

RDR RNA-Dependant RNA POLYMERASE 

RNAi RNA interference 

RQC RNA Quality Control 

RTL RNase-THREE LIKE 

SB siRNA-bodies 

SG Stress Granules 

SGS SUPRESSOR OF GENE SILENCING 

siRNA short interfering RNA 

S-PTGS Sens-PTGS 

ssRNA single-stranded RNA 

SUL SULPHUR 

ta-siRNA trans acting siRNA 

TCV Turnip crinckle virus 

TBSV Tomato bushy stunt virus 

TE Transposable Element 

TGS Transcriptional Gene Silencing 

TMV Tobacco mosaic virus 

TRV Tobacco rattle virus 

TuMV Turnip mosaic virus 

TYMV Turnip yellow mosaic virus 

VSR Viral Suppressor of RNAi 
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Titre : Rôle d’un suppresseur endogène de RNAi dans le développement de la plante et ses interactions avec les pathogènes. 

Mots clés : PTGS, RTL1, dsRNA, siRNA, virus, VSR  

Résumé : Le Post-Transcriptional Gene Silencing (PTGS) est un mécanisme dirigé contre les acides nucléiques invasifs endogènes (transposons) et exogènes 

(pathogènes, transgènes). Dans le cas des virus, le PTGS peut s’attaquer aux ARNs double-brin (dsRNAs) intermédiaires de la réplication virale et aux ARNs 

simple-brin viraux, mais il est souvent inhibé par des protéines virales appelées Viral Suppressor of RNAi (VSR). Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, 

une enzyme appelée RNase THREE-LIKE 1 (RTL1) est induite en réponse à l'infection virale et détruit les dsRNAs de manière non sélective. Cette enzyme 

devrait assurer à la plante une seconde ligne de défense en clivant les dsRNAs viraux, mais les VSR qui inhibent le PTGS inhibent généralement RTL1, indiquant 

que les virus ont mis en place des outils capables de combattre simultanément ces deux mécanismes de défense. Toutefois, un virus, le Turnip yellow mosaic 

virus (TYMV), est incapable d’inhiber RTL1 et semble même tirer profit de RTL1 pour réussir à infecter A. thaliana (Shamandi et al., 2015).  

Au cours de cette thèse, nous avons approfondi l’étude de l’interaction Arabidopsis-TYMV. Nous avons montré que le TYMV est incapable d’inhiber l’exécution 

du PTGS, mais est toutefois capable d’inhiber l’étape d’amplification du PTGS. Cette action est due à la protéine virale P69, et nous avons montré que P69 est 

retrouvée dans des corpuscules cytoplasmiques appelés siRNA-bodies qui sont le siège de l’amplification du PTGS. Par ailleurs, nous avons généré des mutants 

rtl1 et montré que l’absence de RTL1 retarde l’infection par le TYMV et augmente la quantité de siRNAs dirigés contre le virus, tandis que la surexpression de 

RTL1 favorise l’infection et inhibe la production des siRNAs anti-viraux. Nous avons observé que RTL1 était retrouvée dans les siRNA-bodies, et nous avons 

montré que RTL1 était capable de détruire non seulement les dsRNAs mais également les siRNAs. Ces résultats indiquent donc que le TYMV réussit à infecter 

A. thaliana en : i) se répliquant dans des invaginations de la membrane chloroplastique (Prod’homme et al., 2003) qui mettent vraisemblablement les dsRNAs 

intermédiaires de la réplication à l’abri du PTGS et de RTL1, ii) en induisant l’expression de RTL1 qui s’attaque aux dsRNAs et siRNAs induits par le PTGS dans 

les siRNA-bodies en réponse à l’infection, et iii) en exprimant la protéine P69 qui complète l’action de RTL1 en inhibant l’amplification du PTGS résiduel.  

Malgré un effet neutre ou négatif pour la plante vis-à-vis des virus, RTL1 est conservé dans toutes les accessions d’Arabidopsis, et l’étude du ratio des 

mutations synonymes et non synonymes dans les gènes RTL1 de 42 Eucotylédones suggère que RTL1 subit une pression de sélection de conservation, 

suggérant un rôle essentiel. Chez A. thaliana, RTL1 est exprimé faiblement dans la racine, les tissus en sénescence, et au cours du développement de la graine. 

Le phénotypage des plantes sauvages et des mutants rtl1 n’a pas révélé de différences morphologiques notables, mais nous avons observé que le poids des 

graines était supérieur chez les mutants rtl1. Par ailleurs, nous avons observé une senescence accrue chez le mutant rtl1, en particulier dans l’accession Ler. 

Cette différence entre Ler et Col nous a poussé à examiner si RTL1 pouvait contribuer à la variabilité naturelle du PTGS des transgènes entre les accessions 

Ler (PTGS peu efficace) et Col (PTGS très efficace). Nous avons observé que la mutation rtl1 n’affectait pas sensiblement l’efficacité du PTGS chez Col mais 

augmentait celle de Ler au niveau de Col, ce qui pourrait s’expliquer par une plus forte expression de RTL1 chez Ler que chez Col. L’effet de l’absence de RTL1 

devra donc être précisé en condition normale et en condition d’infection en privilégiant Ler plutôt que Col. 

 

 

 

Title : Role of an endogenous suppressor of RNAi in plant development and plant-pathogen interactions  

Keywords : PTGS, RTL1, dsRNA, siRNA, virus, VSR 

Abstract : Post-Transcriptional Gene Silencing (PTGS) is a defense mechanism that targets invading nucleic acids of endogenous (transposons) or 

exogenous (pathogens, transgenes) origins. During virus infection, PTGS theoretically targets double-stranded (ds)RNA intermediates of viral replication 

and viral single-stranded RNAs; however, most viruses encode proteins, referred to as viral suppressor of RNAi (VSR), which inhibit PTGS. In the model plant 

Arabidopsis thaliana, an enzyme referred to as RNase THREE-LIKE 1 (RTL1) is induced in response to viral infection and cleaves dsRNAs in a non-specific 

manner. This enzyme should provide a second line of defense by cleaving viral dsRNAs, but VSR that inhibit PTGS generally inhibit RTL1, indicating that 

viruses had put in place tools that simultaneously counteract these two defense mechanisms. Nevertheless, at least one virus, Turnip yellow mosaic virus 

(TYMV), is not able to inhibit RTL1 and in fact seems to take advantage of RTL1 to successfully infect A. thaliana (Shamandi et al., 2015).  

In this thesis, we deepened the study of Arabidopsis-TYMV interaction. We show that TYMV is not able to inhibit PTGS execution but is able to inhibit PTGS 

amplification. This effect is due to the viral protein P69, and we show that P69 localizes in cytoplasmic foci called siRNA-bodies, where PTGS amplification 

takes place. Furthermore, using in house-generated rtl1 mutants, we show that the lack of RTL1 delays TYMV infection and promotes the production of 

siRNAs directed against the virus, whereas RTL1 overexpression enhances viral symptoms and suppresses the production of anti-viral siRNAs. We show that 

RTL1 is found in siRNA-bodies, and we show that RTL1 attacks not only dsRNAs but also siRNAs. These results indicate that, TYMV successfully infect A. 

thaliana by : i) replicating in chloroplast membrane invaginations (Prod’homme et al., 2003), which likely shelter dsRNAs intermediates of replication from 

PTGS and RTL1, ii) inducing RTL1 expression, which promotes the destruction of dsRNAs and siRNAs produced by PTGS in siRNA-bodies in response to 

TYMV infection, and iii) expressing the P69 protein to inhibit residual PTGS amplification. 

Despite a neutral or detrimental effect on plant anti-viral PTGS, RTL1 is conserved in all Arabidopsis accessions, and the study of synonymous and non-

synonymous substitutions ratios in RTL1 genes from 42 dicotyledonous plant reveals that RTL1 is under the control of a conservative selection, suggesting 

an essential role. In A. thaliana, RTL1 is weakly expressed in roots, in senescent tissues and during seed development. Phenotyping wild-type plants and rtl1 

mutants did not revealed any significant morphological differences, but we observed that seeds weight is enhanced in rtl1 mutants. Moreover, we observed 

an increased senescence in rtl1 mutants, in particular in the Ler accession. This difference between Ler and Col prompted us to determine if RTL1 could 

participate in the natural variability of transgene PTGS efficiency between Ler (weak PTGS) and Col (strong PTGS). We observed that rtl1 mutations have no 

significant effect on PTGS efficiency in Col, but enhances PTGS efficiency in Ler, up to the level of Col, which could be explained by a strongest RTL1 

expression in Ler compared to Col. These results indicate that the effect of RTL1 impairment should be further examined in normal and infectious contexts 

by focusing on Ler rather than Col. 

 

 

 

 


