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REsume

Les éléments transposables (ET) sont des séquences d'ADN ayant la capacité de se déplacer le
long du génome, en augmentant parfois leur fréquence. Souvent considérés comme des parasites
génomiques, le déterminisme qui guide leur activité et leur inhibition reste mal compris. Chez les
insectes, les ET sont controlés par l'interférence par ARN (ARNi) : principalement par la voie des petits
ARN interagissant avec les protéines PIWI (piRNA) dans les gonades, et par la voie des petits ARN
interférents (siRNA) dans les tissus somatiques. Outre son role dans la régulation des ET, la voie des
siARN est également la principale voie de réponse immunitaire contre les infections virales. Bien que
les voies des siRNA et piRNA aient été précédemment décrites comme agissant de manicre
indépendante, il a été récemment démontré que des interactions entre ces deux classes de petits ARN
interférents sont possibles en ce qui concerne la régulation des ET. L’objectif de ces travaux était de
décrypter les impacts réciproques de l'infection virale sur le controle des ET et I'immunité antivirale
chez la drosophile. Pour ce faire, nous avons généré des données RNA-seq et small RNA-seq d'ovaires
et de carcasses de mouches infectées par quatre virus qui différent par la structure de leur génome, leur
héte naturel et la réponse immunitaire déclenchée : Drosophila Virus C (DCV), Drosophila Virus X
(DXYV), Flock House Virus (FHV) et Invertebrate Iridescent Virus 6 (IIV-6). Tout d'abord, nous avons
montré que l'infection par DCV affecte les quantités de transcrits d’ET de différentes maniéres entre
especes et tissus testés. En effet, I'infection virale est associée a une augmentation du nombre de
transcrits d’ET dans les carcasses des deux especes et dans les ovaires de D. simulans, tandis que I’effet
inverse est observé dans les ovaires de D. melanogaster. En utilisant des souches transgéniques avec
différents contenus génomiques d’ET dans un fond génétique constant, nous avons montré qu'une charge
d’ET plus élevée était associée a une immunité antivirale plus efficace. Nous avons ainsi découvert que
les ET jouent un réle majeur dans la réponse immunitaire de la drosophile contre des virus naturels ayant
une longue histoire co-évolutive. Ensuite, nous avons montré que les infections par DXV, FHV et I[IV-
6 modulent également les quantités de transcrits d’ET et impliquent d'autres voies immunitaires en plus
de la voie de I'ARNi. Nous apportons une preuve supplémentaire que, comme D. melanogaster, D.
simulans est un modéle pertinent pour I'étude des réponses aux infections virales, permettant d'observer
des effets dépendant du tissu, du virus et de I'espece. En lien avec DCV, nos résultats préliminaires
obtenus avec DXV, FHV et IIV-6 confirment notre hypothése selon laquelle une quantité élevée de
transcrits d’ET est associée a une meilleure immunité antivirale. Dans l'ensemble, ce travail souligne
l'importance d'étudier I'impact de l'infection virale dans différents fonds génétiques, par l'identification
de ses conséquences sur les réponses immunitaires de I'hdte, que ce soit dans le contréle des ET ou la

réponse antivirale.

Mots-clés : élément transposable, infection virale, Drosophila, piRNA, siRNA






ABSTRACT

Transposable elements (TEs) are DNA sequences with the ability to move along the genome, sometimes
increasing in frequency. Often considered as genomic parasites, the determinism guiding their activity
and silencing remains poorly understood. In insects, TEs are controlled by RNA interference (RNAi):
mainly by the small RNA pathway interacting with PIWI proteins (piRNA) in gonads, and by the small
interfering RNAs (siRNA) pathway in somatic tissues. In addition to its role in the regulation of TEs,
the siRNA pathway is also the main pathway of the immune response against viral infections. Although
the siRNA and piRNA pathways have been previously described to act independently, it has recently
been shown that interactions between these two classes of small interfering RNAs are possible regarding
the regulation of TEs. The aim of this work is to decipher the reciprocal impacts of viral infection on
TE control and antiviral immunity in Drosophila. To this end, we generated RNA-seq and small RNA-
seq data of ovaries and carcasses from flies infected with four different viruses that differ in their genome
structure, natural host and immune response triggered: Drosophila Virus C (DCV), Drosophila Virus X
(DXYV), Flock House Virus (FHV) and Invertebrate Iridescent Virus 6 (IIV-6). First, we showed that
DCYV infection affects TE transcripts amount differently between species and tissues tested. Indeed, viral
infection is associated with an increase in the number of TE transcripts in carcasses of both species and
in D. simulans ovaries, while the opposite effect is observed in D. melanogaster ovaries. Using
transgenic strains with different genomic TE content in a constant genetic background, we showed that
a higher TE load was associated with more effective antiviral immunity. As a result, we discovered that
TEs play a major role in the Drosophila immune response against natural viruses with a long co-
evolutionary history. Moreover, we showed that DXV, FHV and IIV-6 infections also modulate TE
transcript amounts and involve other immune pathways in addition to the RNAi pathway. We provide
further evidence that, as D. melanogaster, D. simulans is also a relevant model for studying responses
to viral infections, allowing tissue-, virus- and species-dependent effects to be observed. Regarding
DCV, our preliminary results obtained with DXV, FHV and IIV-6 support our hypothesis that a high
TE transcripts amount is associated with better antiviral immunity. Overall, this work highlights the
importance of investigating the impact of viral infection in different genetic background, through the

identification of its consequences on host immune responses, in TE control or antiviral response.

Keywords: transposable element, viral infection, Drosophila, piRNA, siRNA






INTRODUCTION

A la fin des années 1940, Barbara McClintock met en évidence la présence d'é¢léments
génétiques mobiles ayant la capacité d’impacter la coloration de grains de mais (Zea mays)
(McClintock, 1951). Elle décrit ces facteurs génétiques comme ‘mobiles’ en raison de leur
habilité a modifier leur position et se déplacer le long du génome en réponse a des variations
environnementales, modifiant parfois I’expression de certains génes (McClintock, 1950, 1953,
1956).

Ces premicres observations ont soulevé la possibilité que ces éléments mobiles puissent
étre a Iorigine de modifications phénotypiques importantes et donc exercer une influence
majeure dans le contrdle de I’expression des génes. Toutefois, cette hypothese a longtemps été
considérée comme spéculative, faute de cas documentés. Ce n’est qu’en 1983 que Barbara
McClintock regoit, grace a ces travaux, le prix Nobel de Physiologie ou Médecine. Il aura fallu
attendre de nombreuses années et accumuler davantage de données pour que cette idée
révolutionnaire soit acceptée et introduite dans de nouveaux concepts. Aujourd’hui, de
nombreuses études ont permis de mettre en évidence la présence de ces ¢léments mobiles au
sein de la majorité des organismes eucaryotes (Lidholm et al., 1993; O’Brochta et al., 1994;
Romans et al., 1998) et dans presque tous les génomes procaryotes. Ils sont néanmoins absents
des génomes réduits des parasites apicomplexes (Hua-Van et al., 2011; Kissinger & DeBarry,

2011).

1. Les éléments transposables

Le terme ‘élément transposable’ (ET) (ou initialement jumping gene en anglais) désigne
I’ensemble des séquences d’ADN mobile ayant la capacité de transposer, c'est-a-dire se
déplacer, le long des chromosomes (Bourque et al., 2018; Mérel et al., 2020). Ils représentent

une composante importante des génomes issus d’origines diverses (Deniz et al., 2019).

1.1. Classification des éléments transposables

Bien qu’ils ne partagent pas d’ancétre commun exclusif (Hayward & Gilbert, 2022), les
ET sont principalement regroupés selon des caractéristiques communes variées. La premicre
classification a été proposée en 1989 par David Finnegan (Finnegan, 1989). Elle divise les ET
en deux grandes classes selon la nature de leur intermédiaire de transposition. La premicre,

regroupe les éléments de classe I, également appelés rétrotransposons, qui se mobilisent par
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I’intermédiaire d’un ARN, qui est rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNCc) puis intégré
a une autre position dans le génome de I’hdte. Cette caractéristique propre aux ¢éléments de
classe I correspond au mécanisme de ‘“copier-coller”. La seconde catégorie englobe les
¢léments de classe II, dits transposons a ADN, qui se mobilisent a travers un mécanisme de
“couper-coller” en utilisant un intermédiaire d’ADN. Elle est composée de plusieurs groupes
d'ET réunis uniquement par I’absence d’intermédiaire ARN dans leurs processus de
transposition

Force de débats et de nouvelles découvertes, notamment grace au développement du
séquencage, d’autres classifications ont été proposées, visant a améliorer et unifier celle
initialement établie (Kapitonov & Jurka, 2008; Wicker et al., 2007). Reposant sur les critéres
de base de présence ou absence d’intermédiaires de transposition de ’ARN. La classification
pour les ET eucaryotes tente de hiérarchiser les éléments mobiles selon des critéres
mécanistiques et enzymatiques (Figure 1). Par exemple, les superfamilles regroupent les ET
selon des motifs et des signatures d’acides aminés. Une famille d’ET est quant a elle définie
selon la régle 80-80-80 : les insertions sont de la méme famille si elles mesurent plus de 80 pb
et partagent a minima 80 % d’identité¢ de séquence sur 80 % de leur longueur (Wicker et al.,
2007). Une insertion correspond a une copie individuelle particuliére, c’est-a-dire a un
événement de transposition spécifique. Le génome de référence d’Arabidopsis thaliana compte
par exemple 318 familles d’ET (Ahmed et al., 2011) ; celui Anncaliia algerae, un parasite
microsporidien, en compte 240 différentes (Panek et al., 2014); et le génome de Drosophila

melanogaster arbore 128 familles d’ET.

1.1.1. Classe I : Retrotransposons

Cette premicre classe d’ET se transpose en ajoutant une copie de I’ET d’origine a un
autre emplacement dans le génome de 1’hote, aprés conversion de 1’intermédiaire ARN en
molécule d’ADN par une transcriptase inverse. Les rétrotransposons sont subdivisés en cinq
ordres, selon leur structure génomique, la phylogénie des transcriptases inverses et leurs
mécanismes moléculaires : les rétrotransposons LTR (Long Terminal Repeats), les éléments de
type DIRS (Dictyostelium intermediate repeat sequence), les €léments de type Pénélope (PLE),
les LINE (Long Interspersed Nuclear Elements) et les SINE (Short Interspersed Elements)
(Wicker et al., 2007).

Les rétrotransposons a LTR se caractérisent par la présence de longues répétitions
terminales aux deux extrémités, ou se trouvent également des séquences régulatrices. Ils se

composent de deux cadres de lecture ouverte : le géne gag code les protéines de la capside et le
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gene pol code les enzymes nécessaires au cycle de réplication Les rétrotransposons a LTR
incluent également les rétrovirus endogenes (ERV) qui codent un troisiéme gene env : une
glycoprotéine d’enveloppe leur permettant d’avoir un pouvoir infectieux (Weiss, 2006). Les
ERV sont des séquences rétrovirales intégrées dans le génome de I’hdte. Par exemple, les
¢léments 17.6, 297, gypsy, Idefix, nomad, Tom, rover et ZAM ont été décrits dans le génome de
D. melanogaster, qui contient environ 2% d’ERV au sein de I’euchromatine (Kaminker et al.,
2002; Vidal et al., 2009). L’intégration de ces rétrovirus exogenes chez les vertébrés semblerait
étre en lien avec d’anciennes infections ayant franchi les barriéres antivirales de 1’hote (W. E.
Johnson, 2019). A I’inverse, les ERV d'insectes sont des rétrotransposons a LTR ayant acquis
un gene d’enveloppe par fusion avec le géne env des Baculovirus, des virus 8 ADN double brin

(ADNdb) infectant les invertébrés (Terzian et al., 2001).

Classe | (Retrotransposons)

Ordre Superfamilles Structure
Copia
Gypsy
LTR Bel-Pao —» GAG AP RT RH INT (ENV) —»
Retrovirus
ERV
DIRS
DIRS Ngaro >—» GAG AP RT RH YR —>d
VIPER
PLE Penelope <4«»>— RT EN —»
R2
RTE
LINE Jockey —— (ORF)  (APE) RT (EN)  (RH) ——
L1
1
tRNA
SINE 75L — POL

55
Classe Il (Transposons a ADN) - Sous-classe 1

Tc1-Mariner
hAT
Mutator
Merlin
TIR Transib >— Tase  (ORF2) —
P
PiggyBac
PIF-Harbinger
CACTA

Crypton Crypton — YR —
Classe Il (Transposons a ADN) — Sous-classe 2

Helitron Helitron —— RPA  (ORF)  Y2HEL ——

Maverick Maverick >— CINT ATP (ORF) cyp poLe —<

—— Région non condante Région codante —» LTR >— TR

Figure 1 : Classification des éléments transposables chez les eucaryotes.

Proposée par Wicker et al. (2007), cette classification divise les ET en deux grandes classes (classe I et classe II) selon la
présence ou I’absence d’un ARN intermédiaire lors de la transposition. Les groupes sont ensuite divisés en sous-classes
(uniquement la classe II), en ordres, superfamilles et familles (non représentés ici). Pour chaque ordre d’ET est représenté la
structure génétique. Les éléments entre parenthése ne sont pas communs a tous les ET d’un méme ordre. AP : Protéinase
aspartique, APE : Endonucléase apurinique, ATP : ATPase d’emballage, C-INT : C-intégrase, CYP : Cystéine protéase, EN :
Endonucléase, ENV : Protéine d’enveloppe, GAG : Protéine de capse, HEL : Hélicase, INT : Intégrase, ORF : Cadre de lecture
ouvert, POL : Promoteur de la polymérase I1I, POL B : ADN polymérase B, RH : RNase H, RPA : Protéine de réplication A,
RT : Transcriptase inverse, Tase : Transposase, YR : Tyrosin recombinase, Y2 : YR avec motif YY. Figure adaptée de Wicker
et al. (2007) et Merenciano (2020).
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Les LINE sont de longs ¢éléments nucléaires dispersés (~6 a 7 kb), ne possédant pas de
LTR a leurs extrémités. Ils codent également leur propre transcriptase inverse, ce qui leur
permet de transposer de manieére autonome. Ils possédent des régions non traduites (UTR :
Untranslated region) a leurs extrémités, des séquences TSD (Target Site Duplication) et une
queue poly(A) (Koito & Tkeda, 2013). En comparaison avec les LINE, les SINE sont des courtes
séquences (80-500 pb), non codantes et donc non autonomes (Kramerov & Vassetzky, 2005,
2011). Ils dérivent de transcrits d’ARN de transfert ou d’ARN impliqués dans le splicéosome,
une particule d’épissage. Ils utilisent la machinerie de transposition des LINE pour pouvoir se
transposer, ayant des similitudes de séquences aux extrémités 3’ et des préférences de sites
d’intégration similaires chez certains mammiferes (Okada & Hamada, 1997).

Les ¢léments de type DIRS et les éléments de type Pénélope (PLE) ont été décrits plus
récemment. Les DIRS possédent également une rétrotranscriptase, mais leur mécanisme
d’intégration n’est pas le méme car ils présentent des extrémités différentes des ET a LTR et
des LINE. La rétrotranscriptase des PLE quant a elle est plus étroitement li¢e a la télomérase et
ils codent pour une endonucléase.

Les familles d’ET de classe I ne sont pas distribuées de maniére homogene au sein des
génomes. Par exemple, les LINE-1 sont les rétrotransposons les plus abondants chez I’humain,
représentant environ 17% du génome (Brouha et al., 2003). Chez Drosophila, ce sont les
rétrotransposons a LTR qui sont les plus abondants (Kaminker et al., 2002), tandis qu’aucun
DIRS et SINE n’a été détecté jusqu’a présent (Sessegolo et al., 2016). L’ordre PLE a été quant
a lui découvert chez Drosophila virilis et a été détecté dans de nombreuses especes eucaryotes,
mais il se trouve étre inégalement distribué au sein des différents génomes séquencés de

drosophile (Vieira et al. 1998 ; Evgen’ev 2013).

1.1.2. Classe Il : Transposons a ADN

Les transposons a ADN sont répartis en deux sous-classes, chacune subdivisée en deux
ordres : TIR et Crypton d’une part et Helitron et Maverick d’autre part. Le mécanisme “couper-
coller” des ET de la classe II est généralement réalisé par une transposase, une protéine codée
par le transposon qui catalyse 1’extraction du transposon depuis le site donneur et sa
réintégration dans un site cible du génome de I’hote. Par ce mécanisme de transposition, la
prolifération et I’augmentation du nombre de copies de transposons 8 ADN repose sur I’action
opportune de leur transposase, utilisant les mécanismes de réplication et de réparation
cellulaires (Feschotte & Pritham, 2007). Les éléments de la classe II sont largement actifs et

répandus dans de nombreuses espéces d’archées, de bactéries et d’eucaryotes. En revanche, ils
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sont devenus inactifs chez une grande partie des mammiféres (Rodriguez-Terrones & Torres-
Padilla, 2018). En comparaison avec le génome humain et celui de D. melanogaster qui sont
majoritairement composés de rétrotransposons, le génome du poisson-zeébre (Danio rerio) est
connu pour contenir une quantité importante d’éléments transposables de classe II (Feschotte
and Pritham. 2007 ; Howe et al. 2013).

La premicre sous-classe regroupe des €léments codant pour une seule enzyme, la
transposase DDE, délimitée par deux séquences répétitives courtes, des TIR (Terminal Inverted
Repeats). Du a leur simplicité et leur structure (2 a 7kb), ces éléments sont souvent comparés
aux séquences d’insertions des bactéries et des archées (Siguier et al., 2015). Apres
reconnaissance des TIR, la transposase excise les deux brins d’ADN et insere le transposon a
un nouvel endroit (Kojima & Jurka, 2011; Yuan & Wessler, 2011). La transposase des éléments
TIR est un geéne parmi les plus anciens et abondants sur terre, ce qui fait des ¢éléments TIR les
ET les plus diversifiés et répandus (Arkhipova, 2017; Aziz et al., 2010). Les Cryptons sont,
eux, décrits de fagon tres rare chez les eucaryotes. D’autre part, en comparaison avec les SINEs,
les éléments transposables miniatures a répétitions inversées (MITE) sont également de courts
transposons a ADN délimités par des TIR, dépourvu de régions codantes (Bureau & Wessler,
1994).

Les ordres de la deuxiéme sous-classe sont composés de transposons ayant un type de
réplication spécifique : ils se transposent un coupant un seul brin d’ADN. Les Helitron sont
principalement des éléments non autonomes, dépourvus de TIR (Thomas & Pritham, 2015).
Les Helitron autonomes semblent impliquer un mécanisme de mobilisation qui utilise un
systeme de réplication circulaire de I’ADN (Kapitonov & Jurka, 2001). Les Helitrons sont les
¢léments de la classe II les plus abondants avec les TIR chez la drosophile (Craig, 2015), ainsi
que chez A. thaliana (Ahmed et al., 2011). A I’inverse, ils sont généralement trés peu abondants
chez les mammiferes (Kojima, 2018). Les ¢1éments de la famille Mavericks sont exceptionnels
en raison de leur grande taille (15-20 kb) : ce sont de longs transposons flanqués par de longues
TIR de 400-700 pb (Haapa-Paananen et al. 2014). Ils présentent une grande complexité en
comparaison avec les autres ¢léments : ils possédent parfois jusqu’a vingt génes codant pour
des protéines (Feschotte & Pritham, 2005; Pritham et al., 2007). Il a également ét¢ mis en
¢vidence qu’ils présentent des similitudes avec certains groupes de virus a ADNdb (Koonin &
Krupovic, 2017; Yutin et al., 2015). Tout comme ces derniers, ils codent leur propre ADN
polymérase et intégrase, créant des duplications de sites cibles lors de D’intégration
chromosomique (Kapitonov & Jurka, 2006). Les Mavericks n’ont pas ét¢ détectés dans les

génomes des mammiferes (Chalopin et al., 2015; Pritham et al., 2007).
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1.2. Diversité et abondance des éléments transposables

Globalement, les ET varient en quantité et en activité au sein d’un hote, constituant par
exemple environ 20% du génome de D. melanogaster et 46% du génome humain (Consortium
& others, 2001; C. Vieira et al., 1999). En comparaison, aucun ET n’a été observé dans le
génome de quelques protistes apicomplexes tels que les parasites Plasmodium falciparum,
Toxoplasma gondii, Encephalitozoon intestinalis ou Theileria parva (Corradi et al., 2010;
Gardner et al., 2002; Kissinger & DeBarry, 2011). Ainsi, la part occupée par les ET et leur
famille dans le génome différe entre espéces mais peut également varier entre taxons
étroitement apparentés, n’étant pas généralement conservés comme les génes. Par exemple, le
génome du mais est occupé par plus de 80% d’ET (Schnable et al., 2009) contre 10% chez 4.
thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). D’autre part, depuis la divergence entre
I’homme et le chimpanz¢ il y a environ six millions d'années, ces derniers possédent deux
familles de rétrotransposons supplémentaires par rapport au génome humain (Polavarapu,
Bowen, et McDonald 2006).

La taille du génome et le contenu en ET sont également corrélés (Biémont & Vieira,
2006; Tenaillon et al., 2010). 11 a été observé que E. intestinalis et T. parva, dépourvus d’ET,
possédent deux des plus petits génomes connus des eucaryotes (Corradi et al., 2010; X. Guo &
Silva, 2008) ; tandis que certains génomes de vertébrés et végétaux sont trés volumineux, du
fait de I’accumulation rapide d’ET (El Baidouri & Panaud, 2013; Kapusta et al., 2017;
Nowoshilow et al., 2018). L’évolution de la taille du génome semble également étre associée
aux taux d’élimination des éléments répétés, tel que cela a pu étre observé chez les salamandres
qui présentent un grand génome et un taux de délétion d’ADN non essentiel faible (Frahry et
al., 2015).

La diversit¢ des ET n’est cependant pas reliée a la proportion et la complexité¢ de
I’organisme (Wells & Feschotte, 2020) (Figure 2). Cette diversité peut étre influencée par de
nombreux facteurs tels que la structure des ET, leurs mécanismes et taux de transposition, leur
taille, la structure génomique ou encore la localisation des copies. Largement distribués dans
les génomes eucaryotes, il a été observé que les sites d’insertions d’ET n’étaient généralement
pas définis aléatoirement. Cela peut profondément influencer le devenir et la capacité de ’ET
a créer des mutations (Cai et al., 2022; Catlin & Josephs, 2022; Sultana et al., 2017). Par
exemple, certains ET vont généralement se situer loin des génes, dans des régions a faible taux
de recombinaison telles que les régions hétérochromatiques, péricentrométriques et

télomériques (Arkhipova, 2018; Wicker et al., 2018). Les insertions semblent parfois étre

10



Introduction

guidées par des forces sélectives opposées qui pourraient permettre d’atténuer les effets
déléteres des ET tout en conservant leur capacité de transcription favorisant leur propagation
rapide, ou correspondre a une contre-sélection des insertions dans les autres régions (Bourgeois
& Boissinot, 2019; Edger et al., 2017; X. Zhang et al., 2020). Dans le cas des especes de
moisissures et de levure de bourgeonnement, I’évolution convergente de ces dernicres a permis
aux rétrotransposons d’étre transcrits, sans altérer 1’expression du géne hote, en ciblant les
régions euchromatiques situées en amont des geénes transcrits par I’ARN polymérase III (S.
Cheung et al., 2018; Spaller et al., 2016). De méme, certaines familles d’ET semblent étre
préférentiellement situées dans les régions 5° de régulation des geénes ; ¢’est notamment le cas
de I'¢lément P chez la drosophile (Spradling et al., 2011), des rétrotransposons L1 dans le
génome humain (Sultana et al., 2019) ou des ¢léments Mutator (Mu) chez le mais (S. Liu et al.,

2009).
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Figure 2 : Distribution des éléments transposables dans la phylogénie des eucaryotes.
Les cercles verts représentent la taille du génome de référence. Les rétroéléments YR (tyrosine recombinase) ont été inclus
avec les LTR et tous les éléments de classe II sont inclus dans la classe ADN. Les données proviennent des fichiers de sortie
RepeatMasker du génome. LINE : long interspersed nuclear element ; LTR : long terminal repeat ; SINE : short interspersed
nuclear element ; TE : transposable element. Figure adaptée de Wells & Feschotte (2020).

Plusieurs génomes tels que celui de la drosophile, du mais ou du blé présentent une
corrélation positive entre les taux de recombinaison et la distance du centromére (Akhunov et
al., 2003; Begun & Aquadro, 1992; Schnable et al., 2009). Cependant, cette corrélation n’est
pas toujours présente et les ET ne suivent pas toujours le méme schéma d’insertion. Ils peuvent

par exemple cibler les centroméres, comme il a ét¢ décrit chez Arabidopsis lyrata avec
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I’¢lément Tall (Tsukahara et al., 2012). Les sites d’insertion des ET peuvent également étre
contrastés selon le type d’ET. Par exemple chez ’homme, les éléments A/u s’accumulent
davantage dans les régions a forte recombinaison et riches en génes (Witherspoon et al., 2009)
; alors que 1'abondance en éléments L1 LINES est décrite comme étant négativement corrélées
avec le taux de recombinaison (Jensen-Seaman et al., 2004). L’insertion dans des points chauds
de recombinaison (hotspot), c'est-a-dire de courtes régions (50 a 100 kb) ou le taux de
recombinaison est plus élevé que dans les régions environnantes, a également été décrit chez
des organismes tels que les oiseaux du genre Ficedula et le nématode Caenorhabditis elegans
(Duret, Marais, et Biémont 2000 ; Myers et al. 2008 ; Kawakami et al. 2017 ; Laricchia et al.
2017). Quoi qu’il en soit, le type, la localisation et le nombre d’insertions de séquences répétées
au sein du génome de I’hote font des ET une source de variations génomiques, pouvant avoir
des conséquences majeures sur la régulation, I’expression et la fonction des genes (Bourgeois

& Boissinot, 2019).

1.3. Eléments transposables : une source de variation génomique et
phénotypique

Depuis leur découverte, I’impact que les ET peuvent avoir sur leurs hotes a divers
niveaux demeure un sujet controversé au sein de la communauté scientifique (Figure 3). Les
ET sont la cible de contrdles trés stringents, par exemple, via des modifications €pigénétiques
comme la méthylation de I’ADN ou modification des histones selon I’organisme (Lister et al.
2008 ; Rebollo et al. 2011 ; Sienski, Donertas, et Brennecke 2012). Ces modifications
épigénétiques sont sensibles a 1’environnement qui peut altérer et influencer la structure ainsi
que les réseaux d’expression des geénes a travers 1’induction ou la répression de I’activité de
mobilisation des ET (Fablet & Vieira, 2011). Le spectre des effets di a ces modifications est
ainsi trés variable (fonctionnels, régulateurs et structuraux) grace a leur capacité a influencer
des caractéristiques importantes, étant impliqués dans 1’évolution d’un grand nombre de
processus biologiques des eucaryotes (Almojil et al., 2021). Ils peuvent étre a la fois moteurs

de I’évolution et des mutageénes potentiellement nocifs (Biémont, 2010; Bourque et al., 2018).
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Figure 3 : Dix points a connaitre sur les éléments transposables (ET) : exemple des impacts directs et indirects des ET
sur les génomes.

Les ¢éléments transposables (ET) sont représentés par des boites bleues, les exons par des boites grises, et une lecture de
séquencage par une boite noire. Les fléches a angle droit symbolisent les promoteurs des geénes ou des ET. Figure adaptée de
Bourque et al. (2018).

1.3.1. Des effets bénéfiques : un role adaptatif

Les premiéres preuves d’effets bénéfiques des ET ont été rapportées dans les années 90.
En effet, les ET furent décrits comme des ¢léments régulateurs de geénes chez les primates
(Samuelson et al., 1990) ou protecteur des extrémités des chromosomes cassés chez la
drosophile (Biessmann et al., 1992). Par la suite, de nombreuses études ont apporté d’autres
¢léments mettant en évidence le réle bénéfique pour I’hdte des ET dans la régulation des génes
ainsi que dans le maintien de I’intégrité des centromeres et des télomeéres chez certaines especes
(Ali et al., 2021; Pardue & DeBaryshe, 2003; L. H. Wong & Choo, 2004).

La modification de I’expression des genes et I’altération épigénétique qu'induisent les
ET font d’eux des acteurs de la variation et de la diversité phénotypique et adaptative (Brosh et
al., 2022; Cai et al., 2022; Dominguez et al., 2020; Lisch, 2013; Merenciano et al., 2016; Niu
et al., 2019; Quadrana et al., 2016; Rech et al., 2019; Schrader & Schmitz, 2019). Un exemple

connu est le phénotype dit “mélanisme industriel” de la phaléne du bouleau, un polymorphisme
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de couleur ayant été induit par I’insertion intronique d’un transposon ADN ayant entrainé une
augmentation des quantités de transcrit du géne cortex (Hof et al., 2016). Certaines souches de
D. melanogaster ont par exemple acquis une résistance accrue aux insecticides, dii a I’insertion
du rétrotransposon a LTR Accord dans la région régulatrice 5’ du géne Cyp6g! (H. Chung et
al., 2007; Daborn et al., 2002). De nouvelles insertions d’ET peuvent également conduire a
I’apparition de nouvelles fonctions ou de nouveaux génes (X. Song & Cao, 2017; Sundaram &
Wysocka, 2020), notamment en modulant la régulation en jouant le réle de promoteur (Fablet
et al., 2009; Ullastres et al., 2021). Chez les mammiféres, un exemple trés célebre est celui du
geéne de la syncytine qui est essentiel a formation du placenta et qui correspond a un ancien geéne
d’ET (Mi et al., 2000). Chez les plantes, la transition des fleurs femelles aux fleurs males des
melons est due a I’insertion d’un ET dans le promoteur d’un facteur de transcription qui propage
la méthylation de I’ADN : I’expression du géne (CmWIP1) conduit au développement de fleurs
males unisexuées (A. Martin et al., 2009). Chez Drosophila miranda, la détermination de
nouveaux chromosomes sexuels est également dirigée par des ET et les marques €pigénétiques
associés au chromosome néo-Y (Zhou & Rana, 2013). Un autre exemple est celui d’un ancien
ERV humain, MER41.AIM2, qui semble se comporter comme un ‘enhancer’, ¢’est-a-dire un
activateur, et fournir une susceptibilité aux interférons, des protéines produites a la suite d’une
infection virale (Chuong et al., 2016). Les découvertes liées aux ET montrent donc qu’ils

peuvent avoir des effets bénéfiques potentiels.

1.3.2. ... Mais aussi des effets néfastes

Néanmoins, la grande majorité des insertions d'ET a toujours été décrite comme neutre
ou délétere pour I’hdte (Doolittle & Sapienza, 1980; Hickey, 1982; Orgel & Crick, 1980;
Strobel et al., 1979). Découverte dans les années 70 chez la drosophile, la dysgénésie hybride
est un des phénomeénes ayant permis d’apporter des preuves aux théories de McClintock, qui
visait notamment a expliquer I’expression ou la répression de génes transmise d’une génération
a l’autre par des phénomenes de transposition. La descendance issue d’un croisement ou, le
pere possede I’élément P et non la mére, présente un certain nombre d’anomalies, telles que la
stérilité par dysgénésie gonadique ou des mutations et taux de recombinaison élevées (Hill et
al., 2016). Cette dysgénésie hybride est due a des dommages causés a ’ADN par la
transposition active de I’é1ément P dans la lignée germinale (Bregliano et al., 1980; Kidwell et
al., 1977). Lors de ce phénomene, 1’absence de régulation par une sous-classe spécifique de

petits ARN non codants, décrit plus en détail en partie 1.4.2., entraine un taux élevé de
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mobilisation de cet ¢lément P (Chambeyron et al., 2008; Jensen et al., 2008; Todeschini et al.,
2010).

Actuellement, 1’étude de la transposition d’ET est un domaine de recherche actif chez
I’humain car ils sont liés a plus de 124 maladies humaines, dont la mucoviscidose et le
développement de certains cancers (Burns, 2017; J.-M. Chen et al., 2005; Hancks & Kazazian,
2016; Lannoy & Hermans, 2016; Machado et al., 2007). Par exemple, Kazazian Jr et al. (1988)
ont découvert que I’hémophilie A avait été provoquée par I’insertion d’une copie d’un ET au
sein d’'un geéne. Récemment, Lapp et Hunter (2019) ont démontré 1’association entre des
maladies psychiatriques liées au stress et au développement neurologique et la régulation des
ET ; cette dernicre étant spécifique au stade de développement et sensible aux facteurs
personnels et environnementaux. Il a également été observé que 1’activation d’un rétrovirus
endogéne serait capable d’activer des proto-oncogenes dans les lymphomes humains (Babaian
et al., 2016) ; ou de déclencher la sénescence cellulaire et le vieillissement des tissus chez

I’homme lors d’une inactivation (X. Liu et al., 2023).

1.4. Mécanismes de régulation des éléments transposables

Du fait de leur prévalence et leurs effets délétéres, et pouvant étre également considéré
comme de potentiel pathogéne, il est crucial de comprendre comment la mobilisation des ET
est régulée dans les organismes eucaryotes et comment I’hdte assure le maintien de la stabilité
de son génome. En effet, les ET générent en permanence de nouvelles copies, une activité
incontrdlée des ¢éléments pourrait donc compromettre ’intégrité du génome de I’hote et sa
survie. Ainsi, différents mécanismes de régulation de la transposition des ET ont été
sélectionnés, par 1’hote, mais aussi par les ¢léments eux-mémes (P.-S. Hsu et al., 2021;
Skvortsova et al., 2018; Slotkin & Martienssen, 2007). Ces mécanismes, agissant aux niveaux
transcriptionnel et post-transcriptionnel, sont variables selon les espéces et remplissent
¢galement d’importantes fonctions cellulaires, faisant intervenir un grand nombre de facteurs

(Almeida et al., 2022; Tie & Rowe, 2017).

1.4.1. Interférence par ’ARN

L’interférence par ARN (ARNI) est un mécanisme essentiel assurant la régulation et le
contrdle des ET. L’ARNI, initialement décrite chez les plantes puis chez D. melanogaster et
C.elegans (Fire et al., 1998; X.-H. Wang et al., 2006), agit chez tous les organismes eucaryotes
uni- et multicellulaires (Ghildiyal & Zamore, 2009). Elle repose sur la production de petites

molécules d’ARN non codantes régulant I’expression ou la traduction des genes en ciblant de
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maniére complémentaire les molécules d’ARN (Fablet, 2014; Mussabekova et al., 2017).
L’ARNi comprend trois voies, associées a trois catégories de petits ARN : les petits ARN
interférents (siARN), les ARN interagissant avec les protéines PIWI (piRNA) et les microARN
(miARN). Leur action passe par une liaison a une protéine de la famille Argonaute (Ago) et
elles peuvent agir de maniére transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle. Elles se différencient
par leur taille (entre 20 et 30 nt), I’origine de leurs guides ARN ou également leur machinerie

de production (Ghildiyal & Zamore, 2009) (Figure 4 et Tableau 1).
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Figure 4 : Schéma de I’'interférence par ARN chez Drosophila melanogaster.
Représentation schématique de la voie des exo- et endo-siARN (A), de la voie des miARN (B), et la voie des piARN (C).

D’aprées Petit (2016).

Pour maintenir une stabilité génomique et transcriptomique, ces petites molécules ont

la capacité de guider les protéines Argonautes et cibler les transcrits et la chromatine avec une

complémentarité de séquence. Au niveau transcriptionnel, les complexes ARN/Ago fagconnent

un environnement chromatinien répressif en favorisant le recrutement de complexes DNMT ou

de remodelage de la chromatine, et en reconnaissant les transcrits complémentaires de manicre
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co-transcriptionnel et spécifique (Czech et al., 2018). D’un autre coté, la dégradation des
transcrits au niveau post-transcriptionnel se fait préférentiellement dans le cytoplasme, ce qui
semble empécher aux transcrits d’ET de terminer leur cycle réplicatif et de générer de nouvelles
copies au sein du génome hote (Czech & Hannon, 2016). Un point majeur de la voie des petits
ARN est qu’elle représente également un mécanisme de défense antivirale chez de nombreux
organismes, tels que chez les invertébrés, les plantes et les champignons (Bronkhorst et al.,

2014; Ding & Voinnet, 2007).

1.4.1.1. Voie des siARN

La voie des siARN représente 1’une des deux voies controlant les ET chez la drosophile
dans les tissus somatiques majoritairement (W.-J. Chung et al., 2008; Kawamura et al., 2008;
Okamura et al., 2008), et I’une des principales réponses immunitaires systémiques contre les
infections virales chez les insectes (van Mierlo et al. 2012; Kemp et al. 2013 ; Karlikow, Goic,
et Saleh 2014). Ainsi, les précurseurs des siARN peuvent étre d’origine endogene (endo-
siARN), tels que des ET, et étre impliqués dans la répression des ET et la régulation des génes
(W.-J. Chung et al., 2008; Claycomb, 2014; Czech et al., 2008; Ghildiyal et al., 2008;
Kawamura et al., 2008; Okamura et al., 2008), ou produits a partir de sources exogenes d'ARN
double brin (ARNdb), tels que des virus a8 ARN ou ADN (Gammon & Mello, 2015) (Figure
4.A.). L’activation de cette voie commence par la reconnaissance d’un ARNdb. Il est détecté
par la ribonucléase Dicer-2 (Dcr-2) dans le cytoplasme et clivé en duplex de siARN de 21 nt
(Bernstein et al., 2001). L’un des brins de siARN, le brin ‘guide’, est chargé sur la protéine
argonaute-2 (Ago2) pour former un complexe pré-RISC (RISC : complexe de répression
d’ARN interférence) avec 1’aide des cofacteurs de liaison R2D2 et Loquacious, Logs-PD ou
Log-S (pour les endo-siARN ou exo-siARN respectivement) (X. Liu et al., 2006; Marques et
al., 2010; Nayak et al., 2013; S. Yamaguchi et al., 2022). Le second brin du duplex, le brin
‘passager’, est éjecté et dégradé, permettant la stabilisation du brin guide par la 2'-O-
méthylation a ’extrémité 3° du petit ARN par la méthyltransférase Henl (Horwich et al., 2007).
Une fois mature, le complexe RISC cible les fragments ARN. Le clivage est réalisé par Ago2
par complémentarit¢é de séquence au siARN chargé, de maniére spécifique et avec un
appariement parfait des bases (Ding, 2010). La dégradation des molécules d'ARN clivées est
finalement réalisée par ’activité de l'exoribonucléase XRN1 et de I'exosome (Orban &

Izaurralde, 2005).
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1.4.1.2.  Voie des piARN

Initialement décrite dans les gonades de D. melanogaster, la voie des piARN est la
principale voie contrdlant les ET chez la drosophile dans les cellules germinales, et la seconde
dans certaines cellules somatiques (Aravin et al., 2001; Malone et al., 2009; M. C. Siomi et al.,
2011) (Figure 4.C. et 5). Elle se différencie des voies des miARN et siARN par son processus
de biogenése qui est associé¢ au clade PIWI de la famille des protéines Ago, et un mécanisme
indépendant de Dicer (Czech et al., 2018). Les petits ARN sont produits a partir de précurseurs
monocaténaires et sont plus longs, entre 23 et 30 nt chez Drosophila, pouvant étre compris entre
20 et 35 nt chez d’autres organismes (Brennecke et al., 2007). La réduction de I’expression des
transposons peut avoir lieu au niveau transcriptionnel en ciblant les transcrits naissants d’ET
par le biais de mécanismes de modification de la chromatine, c’est-a-dire en déclenchement
I’hétérochromatisation des séquences d’ET correspondantes par le biais de H3K9me3 (Iwasaki
et al., 2016; Le Thomas et al., 2013; Sienski et al., 2012) (ou au niveau post-transcriptionnel
(Yamashiro & Siomi, 2018). La biogénése de cette voie a initialement été décrite en une voie
dite primaire avec des piARN primaires d une part, et une voie d’amplification avec des piARN
secondaires (ou boucle ping-pong) d’autre part.

L’initiation de la voie primaire des piARN se fait par de longues molécules d’ARN
simple brin transcrites a partir de clusters de piARN qui correspondent a des loci génomiques
spécifiques, enrichi en séquences dérivées d’ET (Haase, 2022). De ce fait, ils représentent une
source de données pour la reconnaissance et le controle des ET. Toutefois, la transposition d’un
nouvel ET dans le génome ne semble pouvoir avoir lieu qu’apres intégration de sa séquence
dans un cluster piARN afin d’avoir les piARN nécessaires pour cibler cet ET. Une fois les longs
transcrits précurseurs de piARN transportés dans le cytoplasme, ils sont clivés en pré-piARN
par I’endonucléase Zucchini (Zuc) qui forme également I’extrémité 5°, et sont chargés sur les
protéines PIWI Aubergine (Aub) ou piwi (Izumi et al., 2020). Une fois chargés, I’extrémité 3’
des précurseurs clivés va étre coupée et méthylée en 2°-O pour former les piARN matures et
augmenter leur stabilit¢ (Hayashi et al., 2016; Yashiro et al., 2018). Par la suite, le complexe
RISC chargé de piARN mature va étre importé dans le noyau et inhiber la transcription des ET

au niveau transcriptionnel.

19



Introduction

Somatic piRNA pathway Germline piRNA pathway
Follicle cells Oocyte
) N —2_Nurse cells
piRNA precursor / piRNA precursor
5 3 5 — N 3
Arm ¢

a

3’ Primary piRNA
€9

Primary piRNA 5" ¥ Sense

transposon
Piwi transcript / \
¢ \ Ping- pong , 7

Piwi ¥ cycle
5. 3 ndary

Sense g eca
transposon 3 5 P'RNA
transcript ¢

e e

piRNA precursor

|P«

3

Figure S : Schéma de la production des piRNA dans la lignée germinale et dans les cellules folliculaires somatiques.
Dans la lignée germinale, les piARN sont générés par un cycle d'amplification des piARN dépendant de Aub et Ago3, tandis
que dans les cellules somatiques, la biogenése se produit par une voie dépendante de Piwi et indépendante de Aub et Ago3.
D’apres de Zamore et al. (2010).

La voie d’amplification des piARN est activée par la protéine Aub chargée qui va cliver
I’ARN cible au niveau du dixiéme nucléotide du brin d’ARN sens. Le fragment piARN sens
clivé va étre chargé sur la protéine Ago3 qui va pouvoir étre guidé par le piARN et cibler ’ARN
antisens par complémentarité de 10 nt (B. W. Han et al., 2015; Mohn et al., 2015). Les piARN
antisens produits vont par la suite se lier a piwi ou Aub et vont a nouveau entrer dans la boucle
d’amplification. La transmission maternelle de piRNA secondaires liés a Aub représente aussi
des substrats pour la boucle de ping-pong. La voie des piARN secondaires présente une
"signature ping-pong" caractéristique, qui correspond a un enrichissement des chevauchements
de 10 nt entre les brins sens et antisens des piARN (Antoniewski, 2014). De plus, les piARN
dépendants de la boucle ping-pong liés a Aub et piwi présentent un biais de séquence pour une
uridine a extrémité 5° (Ul), tandis que ceux liés a Ago3 présentent préférentiellement une
adénosine en position 10 (A10) (Gunawardane et al., 2007). La voie des piARN secondaires est
donc une série de clivages réciproques qui amplifie la production de piARN et ainsi la réponse
basée sur ces petits ARNs contre les ET au niveau post-transcriptionnel (Czech & Hannon,
2016; W. Wang et al., 2015).

Bien que considérées comme gardiennes du génome du fait de leur rdle conservé dans
les cellules germinales, les protéines PIWI auraient pu avoir des fonctions indépendantes du
maintien de la stabilit¢ génomique de la lignée germinale et de la formation des cellules
germinales (Harris & Macdonald, 2001; Ross et al., 2014). En effet, I’intervention de la voie
des piARN dans les cellules somatiques a été décrite chez de nombreux organismes mais reste
un sujet controvers¢, pouvant correspondre a des phénomenes d'adaptations spécifiques et

individuelles a certaines espéces (Horjales et al., 2023; Rozhkov et al., 2013). Par exemple, des
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¢tudes indiquent que des piARN sont exprimés de manicre spécifique au sein de nombreux
tissus somatiques humains, participant a divers cancers, en inhibant I’apoptose et en favorisant
la prolifération cellulaire (Jiang et al., 2017; J. H. Lee et al., 2006) et diverses maladies
neurologiques, cardio-vasculaires, et des voies urinaires (Chavda et al., 2022; J. Zhang et al.,
2023). Le role essentiel de PIWI a notamment été décrit dans la pathogenése et la
communication intracellulaire de la maladie de Chagas, induite par le parasite Trypanosoma
cruzi (Garcia-Silva et al., 2014; Moreira et al., 2019). Outre ces études, Yao et al. (2023) tentent
d’examiner le role émergent des piARN dans certaines maladies humaines respiratoires. Chez
les arthropodes, I’é¢tude de 1’expression de différents genes PIWI retrouvés dans les tissus
somatiques dans 16 espeéces différentes suggere que cette voie soit répandue chez les
arthropodes, étant fortement associée a la présence de piARN somatiques (Lewis et al., 2018).
Ces mémes auteurs proposent que la distribution phylogénétique des piARN somatiques soit
d’origine ancestrale pour tous les arthropodes ou que leur acquisition soit indépendante selon
les différentes lignées.

Chez D. melanogaster, aucun piARN n’a été retrouvé dans le thorax (Lewis et al. 2018),
mais leur présence avait été observée dans les tissus adipeux (Jones et al., 2016) et cérébraux
(Beek et al., 2018 ; Perrat et al., 2013). En plus de I’inhibition des transposons dans les cellules
somatiques, les piARN semblent étre impliqués dans la régulation de geénes au niveau
épigénétique et post-transcriptionnel, et étre essentiels pour le maintien de 1'hétérochromatine
et I'intégrité de ’ADN (Brower-Toland et al., 2007; Fagegaltier et al., 2016; Sousa-Victor et
al., 2017). Par exemple, il a été décrit que piwi pouvait jouer un role dans la formation de la
structure de 1’hétérochromatine durant [’embryogenése, agissant comme un puissant
suppresseur ¢épigénétique (Gu & Elgin, 2013; Pal-Bhadra et al., 2004; Yin & Lin, 2007).
Récemment, Tang et al. (2023) ont constaté, avec ’utilisation de drosophiles mutantes pour le
gene piwi, que ce dernier présentait des fonctions épithéliales dans I’intestin, dont la répression
de certains ET et le maintien de I’homéostasie de l'intestin des drosophiles adultes. Par ailleurs,
ils ont également observé qu’a I’inverse de piwi, les génes Aub et Ago3 n'étaient pas nécessaires
pour inhiber les ET dans I’intestin. Cependant, tout comme Siudeja et al. (2021), ces mémes
auteurs n’ont pas détecté de piARN dans les données de séquencage des petits ARN, et émettent
I’hypothéese que I’expression de ces petits ARN soit trop faible pour étre détectée ou que piwi
ait une fonction indépendante de la voie des piARN dans I’intestin. Etudier les mécanismes
biologiques et évolutifs sous-jacents a la voie des piARN chez la drosophile, aussi bien dans
les cellules germinales que somatiques, permettrait d’¢élucider les nombreuses fonctions des

protéines PIWI, aussi bien néfastes que bénéfiques.
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1.4.1.3. Voie des miARN

La voie des miARN est principalement impliquée dans la régulation de 1’expression des
génes endogeénes au niveau post-transcriptionnel chez tous les eucaryotes (Carthew &
Sontheimer, 2009; Du & Zamore, 2005). Les miARN ont une longueur de 20 a 22 nucléotides
(nt). Les précurseurs de cette voie sont des miARN primaires (pri-miARN) d’origine endogene,
formant des structures d’ARN double brin en épingles a cheveux (Figure 4.B.). Ils sont
transcrits par I’ARN polymérase 11 et clivés par I’enzyme nucléaire RNase III Drosha et son
cofacteur de liaison aux ARNdb, Pasha. Cette étape permet la formation de miARN précurseurs
(pré-miARN) qui vont étre transportés du noyau vers le cytoplasme (Y. Lee et al., 2003, 2004).
Une fois exportés, Dicer-1 (Dcr-1), une seconde enzyme RNase 111, clive les pré-miARN en
duplex d’ARN, d’une longueur de de 20 a 22 nt. Les miARN matures sont chargés sur la
protéine Argonaute-1 (Agol) a I’aide du co-facteur Logs (Marques et al., 2010; Saito et al.,
2005), formant un complexe RISC chargé apres libération d’un des deux brins d’ARN dans le
cytoplasme (Lund et al. 2004 ; Forstemann et al. 2007). La liaison et le clivage de ’ARNm
cible peut avoir lieu sans nécessiter de parfaite homologie, et ainsi inhibe la traduction et la

dégradation de I’ARNm (Asgari, 2013).

Tableau 1 : Principales propriétés des petits ARN interférents.

Données issues d’études sur D. melanogaster. Agol : Argonaute 1; Ago2: Argonaute 2 ; Ago3: Argonaute 3 ; Aub:
Aubergine ; Dcr-1 : Dicer-1 ; Der-2 : Dicer-2 ; Piwi : P-element induced wimpy testis ; pri-miARN : MicroRNA primary-miRNA
; Zuc : Zucchini. D’apres Fablet (2014).

Propriétés siARN piARN miARN
Taille (nt) 21 23-30 20-22
Extrémité 3’ Extrémité 3’
Modificati himi ) ’ ) ’ -
B Méthylation 2°-O Méthylation 2°-O
Biais de séquencage Pas de préférence a 1U (lié a Piwi et Aub) ou & féregtoizllr:rzr;i ar un
quencag P'uracile 10A (lié 2 Ago3) p racile P

Anti-sens (li¢ a Piwi et

Proportion identique de Sens (relatif au locus

Orientati . . Aub) plus abondant .
rientation brin sens et anti-sens ub) plus a. ,Ofl ant que miARN)
les sens (li¢ a Ago3)
. . L Pri-miARN simple brin,
) . Simple brin, transcrits a . \
Précurseurs longs ARN double brin . organis¢ en épingle a
partir des clusters
cheveux
Voie primaire : Zuc,
Effecteurs de biogénése Decr-2 Voie secondaire : Ago3 Decr-1
et Aub
Voie primaire : piwi,
Effecteur de répression Ago2 Voie secondaire : Ago3 Agol

et Aub
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1.4.2. Régulation par modification épigénétique

Les modifications ¢épigénétiques telles que la méthylation de I’ADN et
I’hétérochromatine sont également des mécanismes de contrdle important des ET, qui sont liés

a des états répressifs de la chromatine (Deniz et al., 2019).

1.4.2.1. Méthylation de I’ ADN

La méthylation de 'ADN contribue a la régulation et l'intégrité du génome chez de
nombreuses especes en ajoutant des groupes méthyles (CH3) aux cytosines, sans modifier la
séquence d’ADN. Chez les vertébrés et les plantes, elle se trouve dans tout le génome a
I’exception des zones riches en dinucléotides CpG (Cytosine-Phosphate-Guanine) pres des
promoteurs de genes, et est considérée comme un processus fondamental pour la régulation des
genes et le maintien cellulaire (Bourc’his & Bestor, 2004; Cedar & Bergman, 2009; Lyko,
2018). A I’inverse, la méthylation de I’ADN est un phénoméne marginal chez les invertébrés.
Par exemple, chez les insectes, elle est limitée aux régions transcrites des génes (Lyko et al.,
2010). Par ailleurs, certaines espéces d’invertébrés semblent étre dépourvues d'ADN
méthyltransférases (DNMT), des enzymes qui catalysent le te transfert des groupes méthyles,
tels C. elegans et Saccharomyces cerevisiae, ou ne présentent qu’un seul geéne candidat, tel que
Dnmt2 chez D. melanogaster (Bewick et al., 2017; Engelhardt et al., 2022; Kunert et al., 2003;
Zemach et al., 2010).

1.4.2.2.  Modification des histones

L’hétérochromatine se caractérise par la présence de marques répressives, c¢’est-a-dire
des modifications post-traductionnelles (PTM) des histones (Janssen et al., 2018). Chez la
drosophile ainsi que de nombreux eucaryotes, les marques chromatiniennes retrouvées sont par
exemple la méthylation de la lysine 9 (H3K9), de la lysine 27 (H3K27) et de la lysine 4 (H3K4)
de I’histone H3 (Di Stefano et al., 2011; Nicetto & Zaret, 2019; Pan et al., 2018). Ces derniéres
sont généralement situées dans les domaines péricentromériques et télomériques des
chromosomes et marquent 1’hétérochromatine riche en répétitions (Martens et al., 2005). Les
modifications sont réalisées par des histones méthyltransférases spécifiques, comme G9a qui
catalyse les marques H3K9me?2 essentielles pour la mise en place de I’hétérochromatine et la
régulation des genes, et qui est associée a l'extinction de génes euchromatiques chez la
drosophile (Hublitz et al., 2009; Tachibana et al., 2001, 2002, 2005).

L’hétérochromatine représente une part importante du génome des eucaryotes

multicellulaires, variant de 25 a 90% (Consortium & others, 2001; Vicient & Casacuberta,
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2017). Elle est, par exemple, distribuée de manicre hétérogene au sein et entre les chromosomes
dans les cellules de D. melanogaster (Pimpinelli et al., 1975). L’hétérochromatine exerce des
fonctions génomiques essentielles, notamment dans 1’inhibition des ET, du maintien de la
stabilit¢ génomique ainsi que dans le contrdle de ’expression des geénes. Par exemple, la
mutation de genes impliqués dans la méthylation de ’ADN chez A. thaliana conduit a une
augmentation importante de 1’expression des ET et a la mobilisation de certaines familles
spécifiques comme gypsy, copia et Mutator (Lippman et al., 2003; Tsukahara et al., 2009).
Les ET ayant co-évolués avec leur hdte depuis plusieurs millions d’années, I’action
conjointe de la méthylation de I’ADN, la modification des histones et la régulation médiée par
les petits ARN interférents permet ainsi une protection a plusieurs niveaux contre 1’invasion

des ET qui peuvent potentiellement moduler la séquence et la stabilité génomique.

Cette premiere partie nous a permis d’éclaircir la notion d’éléement génétique mobile
introduite par Barbara McClintock et de comprendre que leur devenir est soumis a une
multitude de voies épigénétiques et processus de régulation. Afin d’analyser plus en détails les
mécanismes sous-jacents au controle des ET, la suite des études va porter sur un modele
d’étude spécifique et trés bien connu en génétique :@ les mouches du vinaigre du genre
Drosophila, ou plus communément appelées ‘drosophiles’. En plus des ET, [’hote interagit avec
de nombreux micro-organismes divers et variés tout au long de sa vie, et tout comme pour ces
elements, des processus de défense et de régulation sont mis en place par la drosophile pour
vivre, pour se maintenir. De ce fait, un troisieme ‘acteur’ va étre pris en compte tout au long
de mon manuscrit : les virus, car le ceur de mon projet de thése porte sur [’étude des effets

réciproques du controle des ET et de |'immunité antiviral.
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2. Les virus : une menace omniprésente

Parmi les différents agents pathogenes, les virus sont les plus abondants et diversifiés
(Bonning, 2019; Wasik & Turner, 2013). Ubiquitaire, ils menacent tous les organismes vivants
(Prangishvili et al., 2006). IIs sont responsables d’un grand nombre de pathologies ce qui fait
d’eux des enjeux de santé publique et de recherche majeurs, notamment en termes de détection,
de traitement et de prévention face aux maladies virales (Harvey & Holmes, 2022). De plus,
leur capacité a infecter de nouveaux hotes, notamment a travers des transmissions inter-especes,
représente la principale cause des maladies infectieuses émergentes (Baxter et al., 2017; Sironi
etal., 2020). Les virus sont des agents pathogénes intracellulaires qui, pour se répliquer, doivent
faire face aux différentes voies immunitaires de 1’hdéte, notamment celles décrites
précédemment.

Constitu¢é d’ADN ou d’ARN, le matériel génétique des virus est protégé par une
enveloppe protéique, appelée capside, de forme et de taille variables selon la famille a laquelle
le virus appartient. Selon les virus, la capside peut également étre entourée par une couche
externe de nature lipidique, appelée enveloppe, qu’ils développent en bourgeonnant a travers la
membrane de la surface cellulaire : ces virus sont dits “enveloppés”. Pour infecter leur hote, les
virus non enveloppés utilisent d’autres stratégies, tels que des polypeptides spécialisés associés
a la capside, ce qui permet de moduler les interactions et franchir les barriéres membranaires.
Initialement établie en 1971, la classification de Baltimore a été le premier rapport officiel sur
la classification taxonomique des virus (Wildy, 1971). Elle est a ce jour utilisée comme base
par 'ICTV (International Committee For Taxonomy of Viruses ou Comité International de
Taxonomie des Virus) et permet de distinguer I’espéce, le genre, 1’ordre et la famille des virus.
Bien que les virus puissent étre caractérisés par la composition moléculaire de leur génome, la
structure de la capside, la présence d’une enveloppe, la gamme d’hétes qu’ils infectent, leur
pathogénicité ou encore la similarité des séquences, les trois critéres essentiels sont le type de
génome viral et son organisation (ADN ou ARN, simple brin ou double brin ; polarité positive
ou négative), les mécanismes de réplication, et la structure du virus. En comparaison avec les
virus @ ADN, les virus a ARN présentent un taux de mutation plus élevé di a I’absence d’ADN

polymérase, qui détecte et corrige les erreurs pouvant avoir lieu lors de la réplication.

Bien que les connaissances soient davantage portées sur les invertébrés et puissent étre
limitées par certaines méthodologies, les insectes sont majoritairement infectés par des virus a
ARN et ont vraisemblablement une tolérance a des charges virales plus élevée que les vertébrés

(Shi et al., 2016). Une étude ciblant les virus 8 ARN négatif a permis d’identifier des séquences
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dérivées de 112 nouveaux virus au sein d’un séquencage de 70 espéces d’arthropodes ayant la
particularité de causer des maladies chez les vertébrés et les plantes (C.-X. Li et al., 2015). Les
auteurs suggerent que certains virus d’arthropodes puissent étre des ancétres de virus
pathogéenes infectant les plantes et les vertébrés, car les arthropodes semblent contenir des virus
qui se situent a la base des principaux groupes de virus (C.-X. Li et al., 2015). Pour se répliquer,
les virus @ ARN codent leur propre machinerie de réplication : ils utilisent une RdRp, une
enzyme conservée chez les virus 8 ARN. Cependant, cette derniére engendre des taux d’erreur
¢levés lors du processus de copie, n’ayant pas d’activité de relecture (Duffy, 2018; Sanjuén et
al., 2010; Venkataraman et al., 2018). Les taux de mutations élevés des virus sont corrélés avec
une diversité et une capacité d’évolution accrue, et conduisent a des changements de tailles, de
structure et de segmentation des génomes (Shi et al., 2015). De ce fait, les invertébrés
représentent un modele clé en tant que réservoirs et vecteurs viraux pour la recombinaison et

I’échange génétique des virus.

2.1. Des protéines sacrifiées par le virus pour le virus ?

Parmi les différents systémes immunitaires qui seront évoqués en partie 2.3., la voie des
siARN joue un rdle central dans la réponse antivirale aussi bien chez les insectes, les plantes
ainsi que les mammiferes (Iwama & Moran, 2023; Wein & Sorek, 2022). D’un point de vue
évolutif, les principaux facteurs de défense antivirale des drosophiles tels que Dcr-2, R2D2 et
Ago2, présentent des taux d’évolution d’acides aminés largement plus élevés que ceux de leurs
paralogues de la voie des miARN (Dcr-1, R3D1, Agol), et font partis des 3% évoluant le plus
rapidement chez la drosophile (Obbard et al., 2006). La présence de suppresseur de I’ARNi
(VSR : Viral Suppressors of RNA Silencing) chez de nombreux virus suggére une capacité a
fagonner les fonctions antivirales de I’hote pour contourner les mécanismes de défense, se
répliquer et se propager (Bronkhorst & van Rij, 2014). Selon les virus, les VSR peuvent
intervenir a différentes étapes de la voie en inhibant ou supprimant I’activité de I’ARNi, faisant
probablement varier la sévérité et la pathogénicité de I’infection en conséquence (Gammon &
Mello, 2015; Y.-H. Han et al., 2011). Par exemple, une stratégie commune entre un grand
nombre de virus correspond a séquestrer les siARN par I’intermédiaire des VSR permettant
d’éviter aux protéines AGO de cibler le génome viral (Galiana-Arnoux et al., 2006; H. Li et al.,
2002; X.-H. Wang et al., 2006; Zambon et al., 2006). Les VSR pourraient faciliter la
transmission virale a la descendance, participer a I’accumulation de particules virales et a la
propagation du virus (Berry et al. 2009 ; Schnettler et al. 2012 ; van Rij et al. 2006). De ce fait,

1l existe une sorte de course aux armements entre virus et hotes : les virus exercent une forte
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pression sur leurs hotes ce qui entraine 1’émergence de résistance du coté de ’hdte. L’ensemble
des propos vont étre focalisés sur les quatre virus phares de mon projet de thése, qui différent

par la nature de leur génome, leur hote naturel et le suppresseur viral qu’ils codent.

2.2. Drosophila : un modele d’étude tres bien connu

Les insectes représentent le plus large et diversifié groupe d’organismes multicellulaires
(Mora et al., 2011; Stork, 2018). Quasiment omniprésents sur la planéte, ils ont contribué¢ de
manicre importante et variée au fonctionnement de nombreux écosystémes. Certains insectes
peuvent étre bénéfiques pour I’environnement et 1’activité humaine en assurant, par exemple,
un service écosystémique comme la pollinisation des plantes (Engel & Moran, 2013), tandis
que d’autres peuvent avoir des effets néfastes en étant vecteurs d’agents pathogenes ou
ravageurs de culture (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). Depuis sa premiere utilisation
expérimentale, la drosophile s’est placée au cceur de nombreuses études pionnieres, notamment
celles ayant permis de mettre en lumicre les régles qui déterminent le développement
embryonnaire (Niisslein-Volhard & Wieschaus, 1980), I’association entre le phénomeéne de
dysgénésie hybride et le transposon P (Kidwell et al., 1977) également la présence
indispensable a I’immunité innée du récepteur de la voie Toll (Lemaitre et al., 1996). Aprés
plus de 100 ans, la drosophile est un organisme modele bien établi (M. Yamaguchi & Yoshida,
2018) et toujours largement utilisé, tel que dans 1’étude de maladies humaines comme les
épilepsies génétiques par exemple (Bergman et al., 2017; F. P. Fischer et al., 2023). Le génome
de ce modele d’étude a également été 1’un des premiers parmi les organismes multicellulaires
a étre séquencg, et est I’'un des mieux annotés (Adams et al. 2000). Un aspect non négligeable
qui fait de la drosophile un modele génétique d’étude intéressant et pertinent est aussi la facilité
d’entretien et d'élevage, étant peu coliteux et rapide (Rosch et al., 2019). La drosophile est une
espece d'insecte holométabole, c’est-a-dire qui réalise une métamorphose compléte, faisant
partie de 1’ordre des diptéres, de la famille des Drosophilidae. Son cycle de vie se déroule en
six étapes : embryon, trois stades larvaires, nymphe et imago ou adulte (Figure 6) ; et le temps

de génération est rapide (une dizaine de jours a 25°C).
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Figure 6 : Schéma du cycle de vie de Drosophila melanogaster.
Représentation schématique des six étapes du cycle de vie de Drosophila. Le temps de développement écrit est établit selon
des conditions d’¢élevage a 25°C. Figure adaptée de Walter (2020).

D. melanogaster est un modele largement utilisé pour étudier les interactions hotes-
pathogénes (Bonning & Saleh, 2021; Schneider & Imler, 2021). De nombreuses études ont
permis de décrire une trentaine de virus infectant naturellement cette derniere et plus de 100
virus ayant la capacité de se répliquer bien qu’étant non pathogeéne naturel, avec différents
tropismes tissulaires, pathogénicité et stratégies de réplication (Brun & Plus, 1980; Longdon et
al., 2015; Medd et al., 2018; Webster et al., 2015a, 2016; Wu, Luo, et al., 2010). Par exemple,
plusieurs arbovirus, c’est-a-dire des virus transmis par la piqlre d'arthropodes, de I’'Homme
sont capables de se répliquer chez la drosophile, tels que le virus Sindbis (SINV), le virus de la
Dengue (DENV), et le virus du Nil occidental (WNV) (Chotkowski et al., 2008; Kemp et al.,
2013a; Mukherjee & Hanley, 2010). Contrairement a cette richesse de virus a ARN, seuls
quelques virus a ADN ont ¢été identifiés chez D. melanogaster a ce jour, comme le virus
Kallithea, le virus Vesento ou trés récemment le virus Tomelloso (Unckless, 2011; Wallace et
al., 2021; Webster et al., 2015b, 2016).

Globalement, 40% des drosophiles de populations sauvages sont infectées par des virus,
entrainant des cycles d’évolution et des mécanismes de restriction antivirale uniques mais
parfois communs entre différentes especes (Webster et al., 2015b). En parall¢le des virus
présents chez la drosophile, des séquences dérivées de virus ont également été retrouvées de
maniére abondante au sein des génomes de leur hote. Elles peuvent provenir de séquences
génomiques partielles (Suzuki et al., 2017) ou de génomes de virus 8 ADN endogénéisés, c’est-
a-dire intégrés dans le génome de I’hote ou convertis en ADN circulaire extra-chromosomal

(Blair et al., 2019). Chez les insectes, la présence de forme circulaire d’ADN viral peut
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participer a rendre persistantes les infections et contribuer a la tolérance virale, parfois variable

entre populations (Goic et al., 2013; Schultz et al., 2018).

2.3. Défense immunitaire chez la drosophile

Lors d’une infection, les mécanismes de défense de 1’hote différent selon I'identité du
pathogene, mais aussi d’autres facteurs tels que la voie d’exposition, le mode d’infection ou la
charge virale. L’infection peut étre systémique, c'est-a-dire qu’elle va se répandre dans
I’ensemble de 1’organisme, ou locale et rester proche du point d’inoculation du pathogene
(Venes, 2017). En laboratoire, il existe un certain nombre de modes d’infections utilisés chez
la drosophile : par injection (piqlre), par application topicale (dépdt sur la cuticule), par voie
orale (ingestion), par transmission sexuelle ou dépdt dans la plaque génital du male (Mondotte
& Saleh, 2018). Les deux méthodes les plus utilisées sont I'administration de I’agent pathogeéne
par voie orale (Ferreira et al., 2014; Z. S. Wong et al., 2016) ou par injection (Neyen et al.,
2014). Au cours de mon projet de thése, I’infection expérimentale par injection a été privilégice.
En effet, bien que I'infection par voie orale soit plus naturelle, ’introduction d’un agent
pathogéne par injection permet de contrdler la zone d’entrée du pathogene et la charge injectée.

Pour se défendre et survivre face aux micro-organismes et parasites qui les menacent
tels que des bactéries, des champignons et des virus, les insectes ont acquis des mécanismes de
défense immunitaire (Hoffmann, 1995; Lemaitre & Hoffmann, 2007; Sheehan et al., 2018). Le
systéme immunitaire inné constituant une premicre ligne de défense, les voies de signalisation,
processus biologiques et génes, sont fortement conservés chez la drosophile (Buchon et al.,
2014; Nainu et al., 2015; Wein & Sorek, 2022). La réponse immunitaire innée est initiée par
des récepteurs de type PRR (Pattern Recognition Receptors) qui reconnaissent des motifs
moléculaires conservés et associés aux différents pathogénes (PAMPs : pathogen-associated
molecular patterns) (Bilak et al., 2003). En comparaison avec les vertébrés, les insectes ne
présentent pas d’immunité adaptative ni de réponse immunitaire innée basée sur les interférons
pour propager le signal d’alerte et stimuler les réponses effectrices de 1’hote (Flajnik & Du
Pasquier, 2004; Negishi et al., 2018). Ce sont par exemple des peptides antimicrobiens (AMP)
codé par des geénes antibactériens et antifongiques qui sont produits par le corps gras, ou le foie
chez les mammiferes, et exportés vers I’hémolymphe a la suite d’une infection (Lamiable &
Imler, 2014). Chez les insectes, le systéme immunitaire inné agit a travers un ensemble de
facteurs cellulaires tels que la phagocytose, 1’encapsulation et I’apoptose par les hémocytes, et
de facteurs humoraux tels que les AMP, étroitement liés pour se défendre face aux agents

pathogenes envahissants (Lavine & Strand, 2002; Strand, 2008; Younes et al., 2020).
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Les voies de transduction du signal entrainent des modifications dans 1’expression des
geénes au niveau cellulaire. Parmi cette composante du systéme immunitaire inné antiviral, il est
possible de distinguer les voies canoniques NF-kB dont les voies Toll et Imd (Immune
Deficiency), connu pour leur rdles antibactériens et antifongiques (Valanne et al., 2011;
Myllyméki, Valanne, et Rimet 2014) ; et la voie Janus kinase/signal transducer and activator
of transcription (Jak/STAT) activée par les cytokines (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Dans cette
partie, seuls les principaux mécanismes impliqués dans la réponse antivirale chez la drosophile

seront principalement décrits, la réponse antivirale étant au cceur de mon projet de these.

2.3.1. Voie des petits ARN interférents : SiARN

En plus d’étre impliquée dans le contrdle et la régulation des ET comme évoqué en
partie 1.4.1., la voie des siARN représente un mécanisme majeur de défense antiviral chez les
drosophiles et n’est pas virus-spécifique : elle est capable de cibler des virus 8 ARN simple ou
double brin et 8 ADN double brin (Galiana-Arnoux et al. 2006 ; H. Li, Li, et Ding 2002 ; van Rij
etal. 2006a ; H. Siomi et Siomi 2009). Tout comme pour la régulation des genes et la répression
des ET, la voie est activée apres reconnaissance de I’ ARNdb d’origine virale dans le cytoplasme
par Dcr-2 a la suite d’une infection virale (Bernstein et al. 2001) (Figure 7 et 8). Pourtant, de
récents travaux ont observé chez des insectes infectés par des virus @ ARN la présence d’ADN
viral (ADNV) sous forme linéaire ou circulaire (Goic et al., 2013, 2016). Il semblerait que cette
ADNV soit formée par I’action des transcriptases inverses codées par les rétrotransposons a
LTR, capables de transcrire ’ARN viral, au lieu d’une enzyme ARN-polymérase ARN-
dépendante (RdRp) codé par le virus (Poirier et al., 2018). Bien que les mécanismes restent a
approfondir, la présence de ces formes d’ADNv permettrait de générer des transcrits ARN
simple et double brins pouvant étre pris en charge par le domaine hélicase DExD/H de Dcr-2,
selon un mécanisme distinct de son rdle dans la production de siARN, et ainsi favoriser la
réponse immunitaire antivirale (Deddouche et al., 2008; Poirier et al., 2018). Pour conférer une
protection contre I’infection, Tassetto et al. (2017) ont montré que les ARNdb viraux libérés
par les cellules infectées s’accumulent dans les hémocytes, et sont libérés dans les exosomes
apres avoir été transcrits. Ils suggerent que I’immunité antivirale systémique serait par la suite
permise par leur sécrétion dans le milieu extracellulaire et leur propagation dans 1’ensemble du
corps de I’insecte. Un deuxieéme mécanisme de transfert des ARNdb et des composants de la
machinerie d’ARNi pourrait avoir lieu par le biais de structures de nanotubes entre les cellules
(Karlikow et al., 2016). Il est également intéressant de noter que le domaine hélicase de Dcr-2

a été décrit comme responsable de 1’activation de la protéine Vago, connue pour activer la voie
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antiviral Jak/STAT, de maniére indépendante a la voie d’ARNi (Paradkar et al., 2012). Il sera
donc intéressant d’observer comment une infection par des virus présentant des différences
génomiques (ARN et ADN, simple brin et double brin) pourrait éventuellement promouvoir

I’expression de Vago a travers I’ ARNI.
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Figure 7 : Schéma de la voie antivirale d’ARN interférence (ARNi) chez les insectes.

A la suite d’une infection par des virus 8 ARN, Dicer-2 produit deux types distincts de petits ARN interférents de 21 nt dérivés
de virus (visiRNA). IIs sont produits a partir de (i) précurseurs d'ARN double brin (ARNdb) synthétisés par des ARN
polymérases ARN-dépendantes (RdRp) virales ou (ii) par transcription bidirectionnelle a partir d'ADN circulaires
extrachromosomiques viraux qui sont transcrits en sens inverse a partir de modéles d'ARN viraux indéfinis. Les virus 8 ADN
des insectes déclenchent également le traitement dépendant de Dicer-2 d'ARNdb spécifiques du virus a partir de transcrits sens
et antisens issus d'une transcription convergente. Lors d’une infection, I’ARNi de la drosophile nécessite R2d2, mais pas Logs-
PD (essentiel pour la biogenése endogene des siRNA). D’apres Z. Guo et al. (2019).

2.3.2. Voie Jak/STAT

Fortement conservée, la voie Jak/STAT a initialement été décrite chez la drosophile et
est reconnue pour son role important dans la régulation du développement et la prolifération
des hémocytes des insectes, ainsi que de I’homme (Arbouzova & Zeidler, 2006; Bang, 2019;
Merkling & van Rij, 2013; Trivedi & Starz-Gaiano, 2018). En comparaison avec les vertébrés
qui possedent de multiples composants de la voie Jak/STAT, la drosophile code une seule
kinase JAK (cod¢ par le géne hopscotch) et un seul facteur de transcription STAT (codé par
Stat92F) (Figure 8). L’activation de la voie se fait aprés la liaison d’une des trois cytokines de
la famille Unpaired (Upd) au récepteur Domeless (Dome), entrainant sa dimérisation et son

activation, ainsi que la trans-phosphorylation des kinases hop (Brown et al., 2003; Saadin &
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Starz-Gaiano, 2016). Ces dernieres vont trans-phosphoryler Dome. Cela va créer des sites de
liaison pour Stat92F et lui permet d’étre recruté et dimérisé pour étre, par la suite, transporté
vers le noyau. Une fois transloqué, il va induire et réguler I’expression des geénes effecteurs tels
que vir-1 (virus-induced RNA-1), connu comme marqueur de la régulation virale, les génes de
la famille 7ot (Turandot), impliqué dans la réponse au stress (Agaisse et al., 2003; Dostert et
al., 2005; Saadin & Starz-Gaiano, 2016; West & Silverman, 2018a). En effet, les génes vir-1 et
Turandot ont déja été¢ décrits comme étant induits a la suite de divers stress comme la
déshydratation, des températures élevées, des irradiations UV ou des infections bactériennes
(Ekengren et al., 2001). Par ailleurs, SOCS36E (Suppressor of cytokine signaling at 36F) et
PIAS (Protein inhibitor of activated STAT) ont été décrit lors d’infections virales comme étant
des régulateurs négatifs de la voie (Betz et al., 2001; Stec et al., 2013). D’autre part, la protéine
Vago a également été identifiée et permettrait de déclencher la voie Jak/STAT a la suite
d’infection virale chez moustique ainsi que chez la drosophile, bien que I’initiation soit faite
par un autre récepteur que Dome (Paradkar et al., 2012). En effet, I’induction de Vago semble
dépendante de Dcr-2, le facteur permettant la production de siARN comme décrit plus haut en

partie 2.3.1.

2.3.3. Voie Toll

La voie Toll est généralement activée lors d’une infection fongique ou bactérienne
(bactéries Gram-positives) (Lemaitre et al., 1996; Lindsay & Wasserman, 2014). Chez la
drosophile, la reconnaissance du pathogeéne est assurée par des B-glucanes (GNBP) et des
protéines de reconnaissance du peptidoglycane (PGRP : peptidoglycan recognition protein)
(Figure 8). La cascade protéolytique qui s'ensuit permet d’activer la cytokine Spdtzle qui circule
dans ’hémolymphe sous forme de précurseur inactif (Levashina et al., 1999) et qui va pouvoir
se lier sur le récepteur 7oll (Valanne et al., 2011). Cette liaison implique les protéines
adaptatrices dMyD88 (myeloid-differentiation primary response 88), Tube et la kinase Pelle et
permet a cette derniere de phosphorylé Cactus, qui régule négativement la voie de signalisation.
Les deux facteurs de transcription de Drosophila, Dorsal et Dif (Dorsal-related immune factor),
vont ainsi pouvoir étre exportés du cytoplasme vers le noyau et réguler la transcription des
genes effecteurs a la voie, tels que la drosomycine (Y. P. Cheung et al., 2022). Par ailleurs, outre
son role lors d’activité antivirale, la voie Toll semble étre plus spécifiquement active lors d’une
infection orale et trés limitée lors d’infection systémique (Ferreira et al., 2014; Nakamoto et al.,

2012; Zambon et al., 2005).
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2.3.4. Voie Imd

La voie Imd est activée lors d’une infection par des bactéries Gram-négatives, apres
reconnaissance du pathogeéne par les récepteurs PGRP transmembranaires (PGRP-LC) et
intracellulaires (PGRP-LE) (Choe et al., 2002; Kaneko et al., 2006; Naitza et al., 2002). Lors
de I’entrée d’un pathogene, le signal d’alerte va étre transmis a la molécule adaptatrice imd qui
va pouvoir recruter et activer dFADD (Drosophila Fas-associated death domain). Cette
derniere va interagir avec la caspase Dredd (Death-related ced-3/Nedd2-like protein), activé
par un inhibiteur de 1’apoptose (IAP2), lui permettant de cliver et activer imd. La liaison de
IAP2 a imd va favoriser ’activation de cette derniére par ubiquitination, permettre le
recrutement de TAK (transforming growth factor f-activated kinase 1) et activer le complexe
IjB-Kinase (/KK) qui va phosphoryler la protéine NF-xB Relish (Paquette et al. 2010 ; Ertiirk-
Hasdemir et al. 2009). Enfin, Dredd va cliver Relish, lui permettant de se déplacer dans le noyau
et d’induire I’expression de AMP, tel que diptéricine et metchnikowin (Myllyméki, Valanne, et

Rémet 2014 ; Stoven et al. 2003 ; Kingsolver, Huang, et Hardy 2013) .

2.3.5. Voie de ’autophagie

Hautement conservée, I’autophagie est un mécanisme qui permet aux cellules de
décomposer le matériel cytoplasmique, par la voie de dégradation lysosomale, y compris les
organites pour les recycler (Lum et al., 2005). Pour cela, les organites endommagés ou de petites
parties du cytoplasme sont entourés par des autophagosomes, des vésicules a double membrane,
qui fusionnent avec des lysosomes (Figure 8). Le matériel est ensuite décomposé par des
enzymes présentes dans le lysosome (Hansen et al., 2018). Les principaux génes de ce processus
sont les génes liés & I’autophagie (4gs) et interviennent tout au long du mécanisme (Erdi et al.,
2012; Yordy et al., 2013). Bien que les connaissances soient encore limitées, il a été décrit que
des cascades de signalisation sont a I’origine de la régulation de ce processus, comme le facteur
6 associ¢ au récepteur du facteur de nécrose tumorale (TRAF6) ou la kinase activé par I’AMP
(AMPK) (Hansen et al., 2018; Moy et al., 2014). Concernant les mécanismes de 1’autophagie,
il semblerait que le gene Toll7 agisse comme un récepteur permettant d’activer la voie de la
liaison avec le virus (Nakamoto et al., 2012). Ceci permettrait d’inhiber la voie PI3K-Akt qui
réprime initialement I’autophagie a travers 1’activation de la kinase TOR (Target of Rapamycin)
(Palmer et al., 2018).

I1 a été montré que ce processus était essentiel dans I’immunité et la défense de 1’hote,
notamment a travers son implication dans la limitation de la réplication et sa capacité a

promouvoir I’¢limination de divers pathogenes tels que les bactéries et les virus (T. Chen et al.,
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2023; Levine et al., 2011; Levine & Kroemer, 2009; Shelly et al., 2009). Le r6le antiviral joué
par I’autophagie a également ét¢ démontré chez la drosophile par plusieurs études (Moy et al.,
2014; Nakamoto et al., 2012; Shelly et al., 2009). Toutefois, les mécanismes impliqués par la
réponse antivirales cellulaires semblent spécifiques au virus chez la drosophile (Lamiable et al.,

2016; Rosendo Machado et al., 2021).
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Figure 8 : Schéma des voies immunitaires innées antivirales chez les insectes diptéres.
Les principales étapes des voies Toll, Imd, Jak/STAT, de I’ARNi et de I’autophagie sont représentés. MP : Membrane
plasmique. Figure adaptée de Palmer et al. (2018).

Ainsi, probablement en soutien a la voie des siARN, les voies Toll et Imd sont
impliquées dans les réponses antivirales, mais leur role reste secondaire. Concernant la voie
Jak/STAT, de nombreuses études ont suggéré son rdle dans I’induction de 1’expression de génes
ayant un effet antiviral. Le mode d'administration du virus peut également induire une réponse
variable en réponse a I’infection, et il a été suggéré que les voies Imd et Jak/STAT impliquent
des mécanismes virus-spécifique (Mondotte & Saleh, 2018). Cependant, les mécanismes précis
de leur activation et des effecteurs a la suite d’une infection virale restent a approfondir. Bien
que la voie Jak/STAT n’a pas été décrite comme étant impliquée en réponse a une infection par

DXV (Drosophila X Virus) et I[IV-6 (Invertebrate Iridescente Virus 6) (Xu & Cherry, 2014),
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deux des quatre virus utilisés dans mon projet de thése, il sera intéressant d’étudier si cette voie
peut jouer un rdle selon les conditions expérimentales spécifiques utilisées, telles que la charge

virale et le mode d’inoculation par exemple.

Au cours de I’évolution, les différents phénomenes de stress auxquels sont confrontés
les drosophiles leur ont permis de faconner leur mécanisme de réponses immunitaires
antivirales pour se défendre face aux parasites génomiques et aux pathogenes. Cette seconde
partie nous a permis de décrire les réponses principales déclenchées par ce modele en réponse
a une infection virale plus spécifiquement. Sachant que la voie des siARN se retrouve au coeur
des interactions ET-virus-hote, ayant pour réle de réguler les ET et de pallier l'infection virale,
la drosophile doit-elle prioriser ses processus de controle ? Des mécanismes de ‘renfort’ sont-

ils mis en place ? Quels mécanismes sont activés ou réprimés ?
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3. Eléments transposables, virus et défense immunitaire : une
interaction tripartite ?

Dans I’ensemble, de nombreux processus immunitaires sont activés par la drosophile
lors d’une infection par un pathogéne viral, pouvant varier selon le type de virus. Sachant que
la voie d’ARNi est commune avec la régulation des ¢léments transposables, il s’aveére donc
essentiel de comprendre le lien qui peut exister entre ces derniers et les virus, et comment 1’hote

peut en étre impacté.

3.1. Interférence entre petits ARN interférents

La voie des siARN est un mécanisme essentiel pour la régulation des ET dans les tissus
somatiques et représente 1’'une des principales voies de la réponse immunitaire lors d’une
infection virale chez les insectes. En paralléle, la voie des piARN controle 1’abondance des
transcrits d’ET dans les cellules ovariennes. Dirigées par des effecteurs moléculaires distincts,
la voie des siARN et des piARN sont décrites comme indépendantes, et les génes de ces deux
voies varient beaucoup dans la séquence et I’expression au sein des espéces (Fablet, 2014).
Toutefois, de nombreuses études ont essayé de mettre en lumiére les interactions possibles entre
ces deux voies. D’un c6té, une étude a observé que la production de siARN pouvait étre saturée
(Durdevic et al., 2013), suggérant qu’il puisse y avoir un compromis entre le controle des ET
et I'immunité antivirale. A I’inverse, bien que les mécanismes restent a éclaircir, une étude
récente a démontré 1’existence d’une compensation possible entre ces deux classes de petits
ARN dans le controle des ET (Barckmann et al., 2018). En utilisant une lignée mutante de D.
melanogaster ou piwi est réprimé, Barckmann et al. (2018) ont montré que 1’inhibition de la
voie des piARN dans les cellules folliculaires somatiques des ovaires était corrigée par la voie
des siARN, bien que moins efficace : la voie des siARN seraient capable de compenser une
voie des piARN défaillante. Ils ont observé que la délétion de piwi entrainait une augmentation
de la production de siARN ciblant certains ET, permettant de prendre le relais de la voie des
piARN et d’atténuer I’augmentation du taux de transcrits des ET. De maniere intéressante, ils
décrivent également que I’absence partielle du controle des ET par les piARN conduit a une
augmentation exponentielle du nombre de copies d’ET dans les génomes des générations
suivantes.

Récemment, Luo et al. (2022) ont détecté une étroite coopération entre la voie des
siANR et des piARN. Ils suggérent que les siARN transmis par la mére permettraient a la

descendance de former de nouveaux clusters de piARN aprés plusieurs générations. Une fois
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¢tabli, la voie des siARN ne semble pas étre nécessaire a la production de piARN issu de ce
nouveau cluster (Luo et al., 2022). Selvaraju et al. (2022) ont également observé une
augmentation du nombre de copies d’un ET, I’élément P, lorsqu’aucun cluster piARN n’avait

été transmis maternellement, ne permettant pas la formation de piARN ciblant cet ET.

Décrite brievement dans la partie 1.4.1.2., quelques études ont mis en évidence la
fonction somatique du gene piwi en dehors des cellules germinales. L’étude réalisée par Beek
et al. (2018) montre également une fonction complémentaire et en relais entre les siARN et les
piARN ciblant les ET au niveau des tétes des drosophiles : I’expression de la majorité des
transcrits d’ET est augmentée uniquement lorsque les drosophiles sont mutées a la fois pour les
deux genes piwi et Der-2, n’était quasiment pas affecté lorsque I’individu présente une seule
mutation. Les auteurs suggerent que I’inhibition des génes médi¢ par piwi durant
I’embryogenese représente la premiere ligne de défense pour le contréle des ET, tandis que les
siARN qui dépendant de Dcr-2 n’interviendrait qu’en mécanisme de secours dans la régulation

des ET, lorsque ces derniers échappent a I’inhibition par piwi.

3.2. Production de petits ARN viraux

En plus des preuves décrivant le lien potentiel entre les différentes voies des petits ARN
dans le contrdle des ET, des similitudes en termes de structures et de mécanismes de controle
entre les ET et les virus suggerent la possibilité d’une interaction entre ces derniers. Des études
ont montré que les piARN ciblant les ET gypsy et ZAM dans les cellules folliculaires peuvent
empécher la production de particule semblable a des virus (VLP), qui ne peuvent alors par
infecter la lignée germinale femelle, ni s’insérer dans le génome de la descendance (Brasset et
al., 2006; Chalvet et al., 1999; Lécher et al., 1997). De nos jours, quelques études ont permis
de fournir des preuves quant a I’intervention des deux voies des piARN et miARN face a la

menace d’un virus.

3.2.1. Réle antiviral des piARN

Le role joué par les piARN dans la réponse antivirale n’est pas encore totalement ¢lucidé
(Horjales et al., 2023; Santos et al., 2023). En effet, des piARN dérivés de virus (vpiARN) ont
été observés chez de nombreux arthropodes protégeant notamment les tissus somatiques contre
les transposons et les virus (Kolliopoulou et al., 2019; Lewis et al., 2018; M. C. Siomi et al.,
2011). Par exemple, des vpiARN ont été détectés chez des moustiques a la suite de I'acquisition

d’arbovirus (Miesen et al., 2016; Morazzani et al., 2012; Y. Wang et al., 2018). Bien que les
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mécanismes permettant de transformer les séquences virales exogeénes ne soient toujours pas
clairs, il a été observé que les vpiARN générés a la suite d’une I’infection chez les moustiques
du genre Aedes présentaient les caractéristiques d’amplification par la boucle ping-pong, avec
comme marque le biais nucléotidique de 1U/10A (Z. Wang et al., 2022). 1l a été suggéré que
I’évolution des protéines PIWI leur ait permis d’acquérir un mécanisme de biogenéese distinct
de celui des piARN dérivés d’ET pour traiter les ARN de sources exogénes tels que les virus
(Lewis et al., 2016; Walsh et al., 2022; Y. Wang et al., 2018). Dans ce sens, d’autres études
menées sur C. elegans ont montré que la voie des piARN était capable de réguler I’expression
des genes hotes et des ET par I’intermédiaire d’un mécanisme semblable a celui des miARN

(Dai et al., 2019; E.-Z. Shen et al., 2018; Weick & Miska, 2014).

Chez Drosophila, 1a présence de vpiARN a été observée au niveau somatique de cellules
ovariennes de drosophiles, infectées de maniére persistante par plusieurs virus 8 ARN (Wu,
Wang, et al., 2010). Il apparait que seuls des vpiARN sens ont été détectés avec un biais U1 et
uniquement avec la protéine Piwi, ne permettant pas I’amplification par la voie secondaire, ce
qui est en lien avec 1’absence de signature ping-pong (C. Li et al., 2009; Malone et al., 2009).
De plus, la voie des piARN est bien active dans le contrdle des ET lors d’une infection virale
mais la sensibilité¢ aux infections d’individus mutants pour Piwi et Aub semble variable selon
le virus (Chotkowski et al., 2008; Zambon et al., 2006). A I’inverse, aucun vpiARN n’a été
détecté¢ aprés une infection systémique chez des mouches adultes présentant des fonds
génétiques différents (Petit et al., 2016), ni décrite dans d’autres tissus de drosophiles jusqu’a
présent (Lewis et al., 2018). Il semblerait que de nombreux facteurs puissent fortement influer
le devenir d’une infection virale ainsi que son analyse, notamment le fond génétique de 1’hote,
la charge et la réplication virale. La réponse antivirale des drosophiles par la voie des piRNA

apres une infection reste donc a approfondir.

3.2.2. Role antiviral des miARN

La drosophile compte des centaines de miARN qui semblent réguler presque la moitié
du génome codant (Carthew et al., 2017). Les miARN jouent un role important dans la
régulation de nombreux processus biologiques comme la prolifération, la différenciation et
I’apoptose cellulaire (Bonning & Saleh, 2021). Par ailleurs, quelques travaux ont décrit le
potentiel antiviral de ces petits ARNs non codants chez les insectes, en plus de leur role dans la
défense contre divers types de pathogeénes (Bruscella et al., 2017; M. Y. Lu & Chtarbanova,
2022; Monsanto-Hearne & Johnson, 2019). En effet, quelques virus seraient la cible de miARN
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codés par I’hote (Skalsky & Cullen, 2010). Par opposition, certains virus a ADN, tel que le
virus Kallithea, expriment également des miARN, leur permettant de réguler 1’expression de
leur génome ou celui de la cellule hote (Hussain & Asgari, 2014; Webster et al., 2015b). Les
effets antiviraux des miARN chez les mammiféres entrainent des changements
transcriptionnels permettant de minimiser la réplication du virus et semblent également étre
capables de cibler directement I’ARN viral (Cullen, 2011). Chez la drosophile, peu d’études
ont exploré le potentiel antiviral des miARN mais, récemment, Monsanto-Hearne et Johnson
(2018) ont montré que I’abondance de certains miARN peut étre modifiée selon le type

d’infection et le tissu chez cette derniére.

3.3. ARNi : régulation des éléments transposables et / ou virale ?

L’implication des différentes voies d’ARNi face a I’entrée d’un pathogéne viral ainsi
que les liens décrits entre ces voies concernant le contrdle des ET ont ainsi mené aux premicres
preuves décrivant I’effet des virus sur les transcrits d’ET. Une premiére étude visant a infecter
des D. simulans avec I’arbovirus (Arthropod-Borne virus) non pathogéne naturel Sindbis
(SINV, Togaviridae) a observé que lors d’une infection par ce dernier, les quantités de transcrits
d’ET étaient modulées a la baisse, associant ¢galement des changements au sein des répertoires
de petits ARN dérivés d’ET (Roy et al., 2020). En effet, Roy et al. (2020) suggéere que les taux
de mobilisation des ET peuvent étre affectés par les infections virales. En utilisant un virus
naturel de la drosophile ayant la particularité d’étre transmis verticalement, le virus Sigma
(DMelSV, Rhabdoviridae), Roy et al. (2021) ont observé une augmentation des quantités de
transcrits d’ET dans les tissus somatiques a la suite d’une infection par ce virus. Dans les
ovaires, seul un tres faible effet sur les quantités de transcrit d’ET a été détecté tandis que les
petits ARN dérivées d’ET étaient significativement plus abondants. Ils proposent ainsi que le
contrdle des ET peut varier mais que cela meéne a une protection accrue contre les modulations
des quantités de transcrits d’ET dans ce tissu, potentiellement en raison de leur apport matériel
génétique a la prochaine génération. Dans les tissus somatiques, une méta-analyse de données
de séquengage ARN a permis a ces mémes auteurs de découvrir que le sens de la modulation
des ET était spécifique au virus, suggérant que la direction dépende des voies immunitaires

déclenchées a la suite de I’infection (Roy et al., 2021)

Comme évoqué en partie 2.3.1., lors d'une infection virale, Goic et al. (2013) ont
constaté que la transcriptase inverse de certains ET était capable de faire des copies d'ADN de

virus @ ARN, ce qui stimule la production de siRNA antiviraux et permet une réponse
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immunitaire plus forte. Ceci a été rapporté a la suite d’infection par les virus SINV, DCV et
FHYV chez la drosophile (Goic et al., 2013; Poirier et al., 2018). Lorsque la rétrotranscription
est inhibée, I’ADNV ne peut plus étre formé, bloquant la production de siARN dérivé de cette
source : cela suggére que les ET peuvent participer a la tolérance et la persistance virale aussi
bien chez la drosophile (Goic et al., 2013), que chez les moustiques (Goic et al., 2016).
Récemment, Wang et al. (2022) ont révélé que ’activation développementale de certains ET
permettait a I’hote de fagonner une réponse antivirale protectrice qui confére un avantage a long
terme dans la lutte contre les pathogenes. Plus précisément, ils rapportent que 1’expression du
géne Env de ’ET mdg4 au stade nymphal, dans I’intestin postérieur de D. melanogaster, induit
des changements transcriptomiques qui entraine une augmentation de I’immunité antivirale a
I’état adulte contre des infections par ingestion. Leurs expériences indiquent également que
Relish, un gene de la voie Imd, agirait comme un partenaire de mdg4 dans la diminution du titre

viral, soit directement, soit via un intermédiaire (L. Wang et al., 2022).
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4. Objectifs de la these

Mon projet de recherche a permis de poursuivre les travaux précédemment publiés dans
Roy et al. (2020) et Roy et al. (2021), auquel j’ai eu I’opportunité de participer en réalisant
I’extraction des petits ARN (Annexe 1), et d’approfondir plus spécifiquement 1’étude des effets
réciproques de I’immunité antivirale et du contrdle des ET chez deux modéles d’insectes, les
mouches Drosophila melanogaster et Drosophila simulans (Figure 9). Afin d’identifier le plus
largement possible les caractéristiques de 1’interaction entre 1’infection virale et 1’activité des
ET, quatre virus différents ont été utilisés : le Virus C de la Drosophile (DCV), le Virus X de
la Drosophile (DXV), le ‘Flock House Virus’ (FHV) et le Virus Iridescent des Invertébrés 6
(ITV-6). Ces virus difféerent par la nature de leur génome (ADN ou ARN, double brin ou simple
brin, brin positif ou négatif) et leur hote naturel. En comparaison avec les précédentes études
menées par Roy et al. (2020; 2021), ces pathogeénes viraux ont la particularité de coder des
suppresseurs de la voie d’ARNiI. Les infections virales ayant été identifiées comme un facteur
biotique influencant I’hdte, cela m’a amené a étudier plus en profondeur les modulations du
contenu en ET et la dynamique virale a la suite d’infections expérimentales au sein de
différentes populations et especes de drosophile, et pour deux types de tissu : les ovaires et les

carcasses, c’est-a-dire le reste du corps sans les ovaires.
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Figure 9 : Schéma des interactions étudiées au cours du projet de thése.

Depuis plusieurs années, les similitudes et différences ont fait ’objet de nombreuses
¢tudes entre D. melanogaster et D. simulans en termes de physiologie, de morphologie, de
comportement sexuel, de phylogénie, de contenu en éléments transposables et d’autres
caractéristiques. Par ailleurs, un aspect majeur a prendre en considération dans 1’étude des
intéractions est celui du fond génétique. De ce fait, I’utilisation de différentes lignées et especes
Drosophila nous a permis d’élargir notre compréhension dans I’analyse de la réponse

Immunitaire antivirale.
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Le premier chapitre se concentre sur I'analyse détaillée des effets d’un virus naturel de
drosophile codant un suppresseur de la voie d’ARNi et comment il peut étre capable d’affecter
les quantités de transcrits en ET au sein de deux tissus différents, chez différentes especes
Drosophila. Au préalable, le point de temps correspondant a la phase exponentielle de la
réplication virale a été caractérisé. Les données de séquencage d’ARN et de petits ARN de D.
melanogaster et D. simulans et de deux lignées transgéniques de D. melanogaster présentant
des quantités de transcrit d’ET initialement différent ont permis de mettre en évidence les effets
de DCV sur I'immunité antiviral et le contrdle des ET.

Le deuxiéme chapitre des mes travaux de recherche porte sur la caractérisation des
propriétés de la réponse immunitaires qui induisent une modulation a la hausse ou a la baisse
des quantités de transcrit d’ET en utilisant DXV, FHV et IIV6 : trois virus ayant un génome
différent et codant un VSR. Au préalable, des expériences phénotypiques sur la mortalité liée a
I’infection ont été réalisées. La dynamique virale a été évaluée par RT-qPCR et qPCR. Enfin,
I’analyse du transcriptome apres extraction des ARN et petits ARN a permis de tester si et
comment les virus impactent ’activité de la voie d’ARNi dans le contrdle des ET et dans la
réponse antivirale, au sein des ovaires et des carcasses chez D. melanogaster et D. simulans.

Enfin, mon manuscrit se termine par une discussion générale qui vise a intégrer les
résultats présentés dans les deux chapitres, notamment les données présentées dans les articles
qui sont en cours de préparation. Les hypothéses envisagées y sont également abordées, de
maniere a proposer des perspectives quant a I’influence que des infections virales peuvent avoir

sur le contrdle et I’activité des ET, et sur la défense antivirale de 1’hote.
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Avant-propos

La premiere partie de ce chapitre présente rapidement les caractéristiques des deux
especes phares de Drosophila de mon projet de thése, en abordant de maniére globale les points
communs, les différences ainsi que leurs caractéristiques propres et notamment la place des
¢léments transposables au sein de ces especes.

La deuxiéme partie se concentre sur une description détaillée des caractéristiques du
virus C de la Drosophile (DCV), un virus & ARN simple brin positif (ARNsb (+)), largement
utilisé dans I'étude des fondements génétiques de la résistance antivirale chez la drosophile. En
effet, aprés avoir analysé les effets de I’arbovirus Sindbis (SINV, ARNsb (+)), du virus sigma
de la drosophile (DMelSV, ARNsb (-)), connu pour son tropisme dans les ovaires afin d'étudier
l'impact d'une infection virale sur le controle gonadique des ET, nous avons choisi d’utiliser
DCV, connu pour avoir une longue histoire co-évolutive avec Drosophila melanogaster.

Enfin, la troisiéme partie porte sur I’étude de I’infection par DCV sur le contrdle des
ET. Nous avons combiné ce travail avec les analyses réalisés sur une souche transgénique de
D. melanogaster fournie par Séverine Chambeyron (Institut de Génomique Humaine, CNRS,
Montpellier), qui permettent d’étudier la réactivation des ET dans un fond génétique constant
grace a une mutation inductible de la voie des piRNA (Barckmann et al. 2018). Dans cette
analyse, nous montrons que I’infection interfére avec le contrdle des ET et qu’une charge en
ET plus ¢élevée dans le transcriptome est associée a une immunité antivirale plus efficace. Cette
¢tude souligne également le role majeur des ET dans la réponse immunitaire de la drosophile
face a des virus naturels associé¢s depuis longtemps. Ces travaux sont présentés sous la forme

d’un article scientifique qui sera soumis prochainement dans le journal Science.

1. D. melanogaster et D. simulans : deux espéces sceurs

Parmi les 1 600 espéces différentes de Drosophila (O’Grady & DeSalle, 2018), D.
melanogaster (ou la mouche du vinaigre) et D. simulans sont les deux espeéces sceurs qui ont
été utilisées tout au long de mon projet de these. Originaire d’Afrique subtropicale (H. Li &
Stephan, 2006), I’espece D. melanogaster a été décrite pour la premiére fois par Johann Wihelm
Meigen en 1830. Ce n’est qu’en 1919 que Sturtevant a décrit ’espéce D. simulans. La taille de
leur génome est trés proche (entre 160 et 180 Mb) et la divergence entre ces deux espéces aurait

eu lieu il n’y a qu’environ 1,5 millions d’années (Obbard et al., 2012; Suvorov et al., 2022).
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Malgré le fait qu’elles aient divergé relativement récemment, elles sont décrites comme des
especes différentes car elles sont sexuellement incompatibles, donnant lieu a des progéniture
stérile ou non viable (Seeholzer et al., 2018). Elles sont décrites comme ‘cosmopolites’ avec
une distribution géographique comparable, bien que D. simulans ait colonisé le monde plus
récemment que D. melanogaster (Lachaise et al., 1988). Néanmoins, elles ont des systémes
¢cologiques tres différents : D. simulans se retrouve uniquement dans des environnements
forestiers, tandis que D. melanogaster est proche des habitations humaines et semble étre mieux
adapté a diverses conditions environnementales (Capy & Gibert, 2004; Coughlan et al., 2022;
Lachaise & Silvain, 2004).

1.1. Drosophila et éléments transposables

Une différence majeure entre ces deux espéces a été décrite par Vieira et al. (1999; 2002)
qui explique que 1’accumulation d’ET représente un facteur important de variation de la taille
du génome, correspondant a la colonisation mondiale de D. melanogaster mais pas a celle de
D. simulans. Toutefois, des variations intraspécifiques du contenu en ET ont été observées,
allant de 16% a 21%, entre plusieurs populations européennes de D. melanogaster (Kapun et
al., 2020). Globalement, le génome de D. melanogaster compte environ 19% d’ET contre 12%
pour celui de D. simulans (Mérel et al., 2020) : cette dernic¢re contient donc moins de copies de
famille d’ET au sein de son génome en comparaison avec celui de D. melanogaster (Dowsett
& Young, 1982; Sessegolo et al., 2016). Cela suggere que les contenus en ET peuvent
¢galement varier entre especes de drosophiles. Par exemple, des différences quantitatives ont
démontré que I’élément P, li¢ au phénomene de dysgénésie hybride, avait été acquis par D.
simulans par transfert horizontal a partir de D. melanogaster (Kofler, Hill, et al., 2015). D’autre
part, les virus de la drosophile sont communs et largement distribués au sein des populations
naturelles. Webster et al. (2015; 2016) ont notamment montré que D. melanogaster et D.
simulans présentaient des différences de distributions et de prévalences concernant les virus
présents dans la nature.

La différence de contenu entre ces deux espéces est également en lien avec des effets
épigénétiques plus importants des ET chez D. simulans, di a la présence d’un nombre plus
¢levé de marques épigénétiques répressives H3K9me?2 proche des ET (Y. C. G. Lee & Karpen,
2017). Récemment, une étude portant sur 89 mouches issus de ces deux especes sceurs et de
trois populations différentes provenant d’ Afrique de 1’Ouest et d’Europe a permis d’estimer des
taux de transposition, de recombinaison et de mutation, peu d’estimation de ces paramétres

¢tant disponible (Y. Wang et al., 2023). Les auteurs ont par exemple observé que les populations
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européennes de D. simulans et D. melanogaster avaient un taux de mutation similaire bien que
cette dernieére ait un taux de recombinaison significativement plus faible et un taux de
transposition plus élevé mais non significativement différent.

D’autres études avaient précédemment constaté que ces deux espéces présentaient une
hétérogénéité en termes de taux de transposition : D. simulans arbore davantage de sites
d’insertion de séquences décrites comme anciennes et dégradées au sein de son génome tandis
que D. melanogaster posséde des copies complétes, donc éventuellement plus actives et
pouvant créer davantage de mutations spontanées (Goubert et al., 2015; Guerreiro, 2012; Lerat
et al.,, 2011). Kofler et al. (2015) ont constaté que, parmi les différentes classes d’ET, les
transposons a ADN sont les plus actifs chez D. simulans tandis que ce sont les rétrotransposons
chez D. melanogaster. Ces mémes auteurs ont ¢galement observé que plus de 80% des copies
d’ET de ces deux espéces ont des fréquences d’insertion inférieures a 0,2, et ont estimé qu’il y
avait eu environ 200 insertions fixes chez D. melanogaster depuis sa divergence avec D.
simulans. Un exemple trés bien connu d’adaptation associée a des ET porte sur deux insertions
différentes dans le méme gene cyp6g! chez ces deux especes différentes, impliquées dans la
réponse au stress oxydatif (H. Chung et al., 2007). En comparaison avec des phénoménes
d’adaptation dus a des insertions individuelles de copies d’ET, les ET peuvent aussi impacter
les processus cellulaires de maniere collective, du fait de leur nature répétitive. Il a été rapporté
chez D. simulans et D. melanogaster que deux rétrotransposons, G2 et Joker-3, semblaient
participer a la structuration et au fonctionnement des centromeres (Chang et al., 2019).
Récemment, 1’analyse de 20 clusters piARN chez 4 especes différentes, dont D. melanogaster
et D. simulans, n’a montré aucune similarité de séquence entre ces deux espéces sceurs tandis
que 70 a 80 % des clusters se trouvent €tre conservés au sein des especes : les auteurs suggerent
une évolution rapide des clusters de piARN, probablement di a I’insertion d’ET actifs et la
suppression de certains ET plus anciens (Wierzbicki & Kofler, 2023). En se focalisant sur D.
simulans, Kofler et al. (2018) avait précédemment observé qu’au cours de la premiere période

d’invasion, le taux de transposition de 1’élément P était élevé chez cette espece.

D. simulans représente également un modele d’étude puissant pour I’étude de 1I’'impact
des ET sur le génome hote, notamment du fait de la variabilité¢ intraspécifique qui existe
concernant le rétrotransposon tirant. En effet, les différentes souches sauvages de cette espece
présentent un nombre variable de copies et de sites d’insertion de tirant, et d’expression de

genes (Akkouche et al., 2012; Fablet et al., 2019; C. Vieira et al., 1999). Une seule étude réalisée
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chez D. simulans a également établi un lien direct entre I’activité somatique de 1’élément

Mariner et une variable géo-climatique (Giraud & Capy, 1997).

1.2. Drosophila : cortege symbiotique

Les espeéces Drosophila sont infectées par de nombreux micro-organismes et
représentent pour ces derniers un réservoir de biodiversité (Olmo et al., 2019). Par exemple, la
bactérie symbiotique intracellulaire Wolbachia infecte 40% des arthropodes (Zug &
Hammerstein, 2012). Chez de nombreux arthropodes comme chez la drosophile, Wolbachia a
notamment la capacité de manipuler la reproduction de son hdte en favorisant la sélection de
femelles infectées, ayant une transmission vectorielle maternelle, ce qui permet 1’invasion du
symbiote dans la population (Turelli et al., 2022). Wolbachia a également été décrite comme
ayant un effet protecteur lors d’une infection par des virus 8 ARN pathogénes naturels (Chrostek
et al., 2013; Martinez et al., 2019; Teixeira et al., 2008) ou non (Bhattacharya et al., 2017) chez
la drosophile, mais également chez le moustique face a des pathogenes humains (Caragata et
al., 2019). Récemment, une étude portant sur 25 génotypes d’hote différents de D. melanogaster
amontré que la présence de cette bactérie pouvait impacter I’activité des ET de maniére variable
selon le génome de I’hote et du type d’ET (Eugénio et al., 2023).

Au cours des derniéres années, un grand nombre d'études portant sur les interactions
hote-pathogeéne a permis d’éclaircir les aspects fondamentaux des mécanismes de défense de
I’héte (Buchon et al., 2014; Dionne & Schneider, 2008; Hoffmann, 2003; Stuart & Ezekowitz,
2008). Toutefois, une étape essentielle a mon projet de thése a été de s’affranchir de tout micro-
organismes ou virus persistants pouvant interférer et perturber 1’analyse des résultats, et ceci
d’apres le protocole de (Merkling & van Rij, 2015a). Pour chacune des différentes lignées de
drosophiles, les ceufs ont été immergés dans des bains d’eau javellisée, ce qui permet de
déchorioner les embryons et d’éliminer les infections persistantes. Il convient de noter que
toutes les lignées sont maintenues a 25°C, sauf les différentes générations de la lignée
transgénique qui doivent étre maintenues a 18°C, ce qui allonge considérablement leur cycle de
développement a environ 1 mois. Aprés émergence des adultes, le traitement a été validée par
PCR a I’aide des primers de virus souvent retrouvés dans les drosophiles de laboratoire tel que
DCV, le virus A de la Drosophile (DAV), le virus Nora (NV) ou le virus Sigma (DMelSV)
(Carpenter et al., 2007; Habayeb et al., 2006; Plus et al., 1975; Webster et al., 2015b). Pour
¢liminer Wolbachia, des traitements de tétracycline ont été appliqués sur les ceufs. Enfin, apres
trois générations sans traitement et apres s’étre assurée de 1’absence de 1’absence de Wolbachia,

j’ai pu procéder aux infections des drosophiles grace aux stocks viraux de DCV fournis par
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Natacha Kremer (Figure 10). Les différentes générations de la lignées transgéniques ont
¢galement ét¢ incluses dans nos expérimentations. Brievement, la lignée initiale a été obtenue
apres plusieurs croisements, permettant de sélectionner une lignée possédant trois transgeénes
spécifiques : tubuline-Gal80 thermosensible, sh Piwi et traffic/jam. A 18°C, la protéine Gal80ts
inhibe I’activité de la protéine Gal4, I’empéchant de se fixer a la séquence régulatrice UAS
(Upstream Activation Sequence) et d’activer I’expression du sh Piwi. A 25° (heat shift), la
protéine Gal80ts est dénaturée, rendant la protéine Gal4 capable d’activer I’ ARNi. Cela conduit

a la déplétion de la protéine piwi dans les cellules somatiques.

Elimination des virus persistants : ‘ ¥ D
traitement a I'eau javellisée

~op

Elimination de Wolbachia :
traitement a la tétracycline

~op

Infection virale intra-thoracique W

Figure 10 : Schéma des principales étapes de préparation pour infection des drosophiles.

La premiére étape consiste a placer des individus males et femelles dans une boite d’élevage afin de pouvoir récupérer les ceufs
pondus dans les six heures suivant la ponte. Aprés 1’étape de javelisation, les ceufs sont déposés sur du milieu frais. Apres
émergence des adultes, un traitement a la tétracycline a été appliqué sur les ceufs durant deux générations puis trois générations
ont évolué sur un milieu standard, sans traitement, avant de vérifier I’absence des bactéries sur cette derniére génération (G3).
D’apres le protocole de Merkgling and van Rij (2015).

2. Virus C de la Drosophile (DCYV)

Décrit pour la premiere fois en France par Jousset et al. (1972), le virus C de la
drosophile (DCV) est un pathogéne naturel des diptéres (Kapun et al., 2010). Il est présent dans
plus d’un tiers des populations de drosophiles sauvages et de laboratoire du monde entier (Plus
et al., 1975; Wu, Luo, et al., 2010). Il est ¢galement capable de persister dans les lignées
cellulaires de drosophile (Kapun et al., 2010). Son génome relativement petit, de 9 264 pb, a pu
étre séquencé en 1998 (Gateff, 1982; K. N. Johnson & Christian, 1998). DCV fait partie du
genre Cripavirus, de la famille des Dicistroviridae et partage de nombreuses propriétés avec
I’ordre Picornavirales auquel il appartient (Christian & Scotti, 1998). C’est un virus a ARN
monocaténaire de polarité positive et non enveloppé, dont les particules virales icosaédriques

ont un diameétre de 25-30 mm. Le génome de DCV contient deux cadres de lecture (ORF)
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(Figure 11) et leur traduction dépend des deux sites d’entrée ribosomique interne (IRES) situés
a ’extrémité 5° pour ’ORF1 et dans la région intergénique pour ’ORF2. Le premier ORF code
les protéines non structurelles : le suppresseur ARNi Al, I’hélicase ARN C2, la protéine VPg
liée au génome virale la protéase C3, I’enzyme RdRp, ainsi que les protéines d’assemblage du
complexe de réplication virales B2 et A3. Le second ORF code les protéines structurales VP1
a VP4 qui forment la capside du virus (Bonning & Miller, 2010; Huszar & Imler, 2008; van Rij
et al., 2006). La molécule d’ARN est liée a la protéine virale VPg, qui sert d’amorce a la
réplication de I’ARN viral, a son extrémité 5’ et est polyadénylée a son extrémité 3°UTR (King

& Moore, 1988; Paul & Wimmer, 2015).

5'UTR ORF1 IGR ORF2 3'UTR

IRES IRES

o— T = | ~ H =] =~
VPgs VP4

Figure 11 : Schéma du génome du Virus C de la Drosophile (DCV).

Composé d'un ARN positif simple brin, le génome viral contient deux cadres de lecture ouverts (ORF). L'ORF1 code pour les
protéines virales non structurelles : 1A, un suppresseur viral de la voir ARNi ; 2C, une hélicase a ARN ; VPg, une protéine liée
au génome viral ; 3C, une protéase ; RdARp, ARN polymérase ARN-dépendante ; 2B et 3A, un assemblage du complexe de
réplication virale. Les protéines structurelles VP1 & VP4 constituent la capside virale et sont codés par I’ORF2. IGR : Région
intergénique ; IRES : Site d’entrée interne indépendant du ribosome. D’aprés Mongelli et al. (2022).

2.1. DCV : Cycle de réplication et transmission

Largement étudi¢ par Cherry et Perrimon, le cycle de réplication viral de DCV est initié
par endocytose, c’est a dire internalisation, des particules virales médiée par la clathrine dans
un compartiment a faible pH (Cherry & Perrimon, 2004; Yang et al., 2018) (Figure 12).
Cependant, le récepteur nécessaire a I'entrée du virus n'a pas encore été identifi¢. Une fois dans
la cellule, le virus se libére de sa capside et libeére I’ARN génomique dans le cytoplasme qui va
pouvoir étre traduit puis répliqué. Le génome de DCV sert d’ARN messager pour permettre la
traduction des deux ORF qui est médié¢e par le ribosome hote, produisant deux polyprotéines
(Cherry et al., 2005; Moore et al., 1980, 1981). La réplication est réalisée par le biais de la RdRp
qui synthétise le brin négatif de ’ARN et transcrit par la suite le brin positif de ’ARN. La
synthése de I’ARN déclenche le remodelage de 1’appareil de Golgi et 1a production de vésicules
cytosoliques par I’intermédiaire du complexe protéique d’enveloppe I (COPI), qui vont
s’associer au complexe de réplication virale ; ainsi que la biosynthése des acides gras nécessaire
a la réplication (Cherry et al., 2006). COPI est nécessaire au cycle de réplication de DCV : il
est responsable du transport intra-Golgi et rétrograde vers le réticulum endoplasmique. Ce n’est
pas le cas des vésicules COPII qui assurent le transport rétrograde du réticulum endoplasmique

vers le golgi (V. W. Hsu et al., 2009). A la fin du cycle, les particules virales matures
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s'assemblent pour former des réseaux para-cristallins dans les cellules infectées, et la cytolyse

permet de libérer les virions pour des infections futures.

® ?
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" %‘. - Capsid

(+)
@ @ proteins

A

>l
ER )
mT

Nucleus

Figure 12 : Schéma du cycle de réplication des Dicistroviridae.

L’entrée des particules virales dans la cellule se fait par endocytose médiée par la clathrine. Apres la désenrobage, I'ARN viral
est traduit et la réplicase virale s'associe a des vésicules dérivées du Golgi. La réplication se fait par I'intermédiaire d'ARN
double brin sur ces vésilcules. La production des brins (+) se fait a partir des brins négatifs (-). Par la suite, les brins (+)
permettent la traduction des protéines de la capside. Les virus sont ensuite assemblés et s'accumulent en réseaux paracristallins
dans les cellules infectées. La libération du virus nouvellement formé se produit par un mécanisme inconnu. ER : réticulum
endoplasmique, MT : mitochondrie, R : ribosome, RdRp : ARN polymérase dépendante de I'ARN viral. D’apreés Chtarbanova
(2011).

La transmission du virus se fait uniquement de maniere horizontale, par ingestion de
nourriture contaminée a tout stade du développement (Plus et al., 1975). Bien que les effets
soient doses-dépendants et varient selon le mode d’infection, une infection par DCV peut étre
persistante ou aigué, et impacter le comportement notamment induire des modifications sur la
capacité de reproduction des drosophiles ou la viabilité des descendants (N. E. Martins et al.,
2013). En effet, il a été décrit que les individus infectés produisaient davantage d'ceufs ; et que
ces derniers avaient un développement accéléré lors d’une contamination au stade larvaire,
produisant alors un nombre plus important de descendants que les femelles non infectées
(Gomariz-Zilber et al., 1995). Par opposition, I’infection peut induire des symptomes
importants et conduire a une mort rapide de I’hote, notamment lors de I’injection du virus. Le
tropisme tissulaire de DCV est majoritairement le méme entre les différents modes d'infection
bien que moins limité au corps gras dans les premiers stades d’une infection systémique
(Ferreira et al., 2014). 11 est capable de se propager dans divers organes tels que dans le jabot
(organe musculaire, similaire a I’estomac des mammiferes), les muscles viscéraux de I’intestin
moyen, le corps gras, les testicules ou également la gaine épithéliale entourant la chambre a

ceufs chez les femelles (Cherry & Perrimon, 2004; Deddouche et al., 2008; Ferreira et al., 2014;
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Lautié-Harivel & Thomas-Orillard, 1990; Merkling & van Rij, 2015a; Sabatier et al., 2003). En
raison des symptomes observés, il a été¢ suggéré que la mort prématurée des drosophiles
infectées serait causée par la malnutrition et la déshydratation induites par I’incapacité du jabot
a se contracter ; ou par la production et/ou accumulation de composés toxiques (Arnold et al.,
2013; Chtarbanova et al., 2014). Une variance génétique de la résistance et de la tolérance au
DCV a également été décrite et associée au facteur de restriction pastrel (pst), ayant un effet

protecteur (Cao et al., 2017; Kutzer et al., 2023; Magwire et al., 2012).

2.2. DCV : Suppresseur viral versus défenses immunitaires

La capacité du virus a étre hautement pathogene lorsqu’il est injecté démontre une
capacité a contourner les défenses antivirales, notamment a I’aide du suppresseur d’ARNi (A1)
qu’il code (van Rijj et al., 2006; X.-H. Wang et al., 2006). Plus précisément, le VSR de DCV ne
se lie pas a I’ARNsb mais cible un large set d’ARNdb long a partir de 31 pb, n’étant donc pas
spécifique a la séquence. De cette maniére, 1’interaction moléculaire entre le VSR et I’ARNdb
pourrait &tre d’autant plus stable que la molécule d’ARN est longue. DCV-A1 empéche ainsi la
reconnaissance et le clivage par Dcr-2 en se liant avec I’ARNdb, ce qui permet de réduire
I’accumulation de siARN dérivées de DCV (Bonning & Miller, 2010; Sabin et al., 2013). De
plus, il a été démontré que malgré la présence du VSR, I’activité générale de Dcr-2 et de Ago-
2 ne sont pas totalement affectées : la régulation médiée par I’ARNi semble étre spécifique au
substrat, le controle des ET étant toujours fonctionnel.

Par ailleurs, (Berry et al., 2009) suggérent que le VSR Al n’affecte pas la voie des
piARN dans les ovaires malgré un effet modeste observé. Ils montrent par ailleurs que la
quantité¢ de transcrits de ZAM et 297, deux familles d’ET, est affectée par Al. Il a été
récemment démontré que certaines séquences de miARN pouvaient étre affectées lors d’une
infection par DCV (Monsanto-Hearne et al., 2017). De maniére intéressante, une étude a montré
que I’exposition a une faible dose de DCV ne permet pas de créer une protection contre une
exposition ultérieure a une dose plus élevée (Longdon et al., 2013). Néanmoins, I’ARNi semble
pouvoir étre déclenché dans des cellules éloignées par le biais d’ARNdb libéré par les cellules
infectées (Saleh et al., 2006, 2009).

En plus d’activer la voie d’ARNi, I’infection par DCV entraine I’implication d’autres
systémes de défense immunitaire, plus précisément les voies Jak/STAT, Toll et Imd, avec une
réponse variable selon le mode d’infection (Y. P. Cheung et al., 2022; Mondotte & Saleh, 2018;
Rosendo Machado et al., 2021). De nombreuses études ont mis en évidence 1’activation de

divers geénes de la voie Jak/STAT dans la régulation de I’infection dont vir-1, hopscotch, vago,
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Upd?2 et Upd3, ou les génes Turandot de réponse au stress (Deddouche et al., 2008; Dostert et
al., 2005; Kemp et al., 2013; Myllymiki & Ramet, 2014). Par exemple, il a été décrit que vago
limite I’infection dans le corps gras en codant un peptide riche en cystéine, permettant une
amplification de la réponse immunitaire (Deddouche et al., 2008). Un role de la protéine G9a
dans la régulation de cette voie a également été rapporté par (Merkling et al., 2015) : elle
modulerait ’action de cette voie a la suite d’infection par des virus a ARN. Par ailleurs,
I’implication de la voie Jak/STAT se trouve étre spécifique au virus (Kemp et al., 2013). Bien
que le réle de la voie Toll ait été rapporté, il a été spécifiquement observé lors d’une infection
de DCV par voie orale, et non systémique (Zambon et al., 2005). Il a été observé que I’infection
induit la translocation nucléaire du facteur Dorsal, dépendant de Pelle (Ferreira et al., 2014).
Concernant la voie Imd, (Goto et al., 2018) ont par exemple révélé que I’inhibition de la kinase
IKKp et Relish conduisait & une augmentation significative de la réplication de DCV, par
I’intermédiaire de génes antiviraux comme dSTING et Nazo. A travers ces résultats, ces mémes
auteurs suggerent que 1’activation des composants en aval de la voie pouvait avoir lieu
indépendamment de la voie Imd. Enfin, des génes de la réponse au choc thermique sont activés
par I’infection, probablement en lien avec le stress ou des altérations de la physiologie de 1’hote

provoquées par I’infection (Merkling et al., 2015).
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3. Article

3.1. Transposable elements are major players of the arms race between a

virus and its Drosophila host
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®Univ Lyon, INRAE, INSA Lyon, BF2I, UMR 203, F-69621 Villeurbanne, France
¢ Institut de Génétique Humaine, CNRS, 34396 Montpellier CEDEX 5, France

INTRODUCTION

Transposable elements (TEs) are DNA sequences that are considered as genomic parasites
because they have the ability to move and multiply along chromosomes at the expense of the
host. They are very diverse in structure (number of genes, length, presence of repeats, efc.) and
abundance (from a few percents in the honeybee Apis mellifera (Honeybee Genome
Consortium, 2006) to ~ 80% of the recently sequenced arctic krill genome (Shao et al., 2023).
Tolerance to TEs is possible thanks to epigenetic mechanisms that inhibit their activity, and
there is a strong selective pressure for these mechanisms to be particularly efficient in gonads,
where next generation genomes lie. In Insects, this control is essentially achieved through RNA
interference (RNA1) pathways, and via the piIRNA pathway in particular. piRNAs are 23-30 nt
long single stranded RNAs that target TE sequences through sequence complementarity and
that form complexes with proteins displaying RNAse activity or tethering silencing
heterochromatin machinery (Czech et al., 2018; Huang et al., 2017; Iwasaki et al., 2015;
Yamashiro & Siomi, 2018).

RNAI is also the first line of defense against viruses in invertebrates (Nayak et al., 2013;
Ghildiyal and Zamore, 2009; Galiana-Arnoux et al., 2006). Anti-viral immunity is achieved by
siRNAs, which are 21 nt long single stranded RNAs, produced by Dicer-2 from double-stranded
RNA matrices. Although siRNAs are described as involved in the somatic control of TE activity
(W.-J. Chung et al., 2008; Kawamura et al., 2008; Okamura et al., 2008), the analysis of the
cross-talks between TE control and antiviral immunity through RNA1 has scarcely been studied.

It was demonstrated that viral RNA genomes are converted to DNA by TE reverse
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transcriptases, which allows the amplified production of viral siRNAs and the setup of a
persistent infection (Goic et al., 2013; Tassetto et al., 2017). Moreover, a recent work showed
that activation of the mdg4 TE at the pupal stage was able to prime the anti-viral immunity for
the adult (L. Wang et al., 2022). In addition, using the Sindbis virus (SINV), which naturally
infects mosquitoes, we previously demonstrated that the host antiviral response led to an
amplification of the production of TE-derived small RNAs, ending up in a reduction of TE
transcript amounts (Roy et al., 2020). In the present study, we investigate the more complex,
intimate cross-talk between the Drosophila host and Drosophila C virus (DCV), a natural

pathogen with a long-lasting co-evolution.

DCYV is a non-enveloped virus that belongs to the Dicistroviridae family. It has a 9.2 kb-long,
single-stranded RNA (positive polarity) genome (K. N. Johnson & Christian, 1998). DCV is a
natural pathogen of Drosophila that is horizontally transferred through oral infection. A few
days after infection, and whatever the route of infection —either oral or systemic through
experimental injections—, DCV viral particles can be detected in the fat body, trachea and
visceral muscle of the crop, midgut, hindgut, and gonads (Ferreira et al., 2014). Systemic DCV
infection causes intestinal obstruction that leads to fly death (Chtarbanova et al., 2014). DCV
was first described in D. melanogaster but it can also naturally infect D. simulans (Kapun et
al., 2010). The 99 most N-terminal residues of DCV ORF1 —encoding non-structural proteins—
correspond to 1A, a viral suppressor of RNA interference (VSR) that binds long double-
stranded RNAs (dsRNAs) and therefore prevents Dicer2-mediated production of siRNAs
(Nayak et al., 2010; van Rij et al., 20006).

Here we show that DCV infection interferes with TE control, in a more complex way than a
non-natural pathogen such as SINV, and particularly in its preferred D. melanogaster host, as
compared to D. simulans. In addition, using a transgenic D. melanogaster strain, we are able to
control TE RNA production in a constant genetic background, and we show that a higher TE
load in the transcriptome is associated with a more efficient anti-viral immunity. This study
highlights TEs as major players in Drosophila immune response against long-time associated

natural viruses.

RESULTS AND DISCUSSION

Host response to DCV infection is contrasted between D. melanogaster and D. simulans
We infected flies by intra-thoracic pricking (Martinez et al., 2014), and followed fly mortality
and DCV replication. The infection rapidly led to fly death, and significantly more rapidly in
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D. simulans: on average, half of the flies were dead at 5.4 days post infection (dpi) in D.

melanogaster, and 3.8 dpi in D. simulans (Fig. 1A). Accordingly, RT-qPCR revealed that DCV

replication was 2.6-fold higher in D. simulans compared to D. melanogaster at 4 dpi (the peak

of replication) (Fig. 1B).
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ovaries.

In order to study TE activity and control, we decided to perform RNA-seq and small RNA-seq
experiments at the peak of viral replication, i.e., 4 dpi in both species, in dissected ovaries and
the rest of the body — hereafter called “carcasses”. DCV RNAs were highly abundant among
the sequenced molecules in carcasses. We could also detect DCV RNAs in ovaries, however in
much lower amounts, potentially corresponding to the presence of DCV in the muscle cells of
the ovarian peritoneal sheath, as described by (Ferreira et al., 2014). In all samples, we found
that DCV RNA-seq reads mapped all along the sequence of the viral genome, with a higher
coverage over the 3’ half of the viral genome, which corresponds to genes encoding structural

proteins (Fig S1).

There is abundant literature about D. melanogaster innate response to DCV infection (Y. P.
Cheung et al., 2022; Merkling et al., 2015; Rosendo Machado et al., 2021; Schneider & Imler,
2021; Tafesh-Edwards & Eleftherianos, 2020). Notably, it is clearly described that the route of
infection matters, whether it is orally transmitted or injected (Mondotte & Saleh, 2018). In the
present study, we performed intra-thoracic injections, which are expected to induce the Jak-
STAT pathway, and the vir-/ gene in particular (Dostert et al., 2005; Kemp et al., 2013;
Myllyméki & Rémet, 2014). Toll pathway is not expected to be involved in response to
systemic DCV injections (Ferreira et al., 2014; Zambon et al., 2005), nor does the Imd pathway,
although Relish was described as implicated (Goto et al., 2018). As previously described
(Chtarbanova et al., 2014), DCV infection leads to many down-regulated host genes in D.
melanogaster , which we did not observe in D. simulans. In particular, downregulated genes in
D. melanogaster somatic tissues are enriched in genes related to metabolic functions, while the
few activated genes are enriched in stress-response activity, as reported by Chtarbanova et al.
(2014) In D. melanogaster ovaries, we mostly detected suppressed genes upon DCV infection,
and these are significantly enriched in functions related to egg formation. On the contrary, D.
simulans Gene Ontology (GO) term profiles are more similar across somatic and ovarian

samples and reveal an enrichment in activation of genes related to stress response.

Several hypotheses may be proposed to explain these differences in gene expression patterns
between D. melanogaster and D. simulans. 1) The sequencing data were produced at 4 dpi for
both species, which corresponds to a higher number of dead flies and a stronger viral replication
in D. simulans. Therefore, 4 dpi seems to be further away in the infection process in D.

simulans. 1t is thus possible that the differences in patterns are due to differences in the
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timeframe of infection rather than to species-specific differences. ii) Similarly, it is possible
that the infection protocol leads to acute infection in D. simulans while persistence is achieved
in D. melanogaster. ii1)) DCV is known and described as a D. melanogaster pathogen, displaying
a long co-evolutionary history with its host. The differences between D. melanogaster and D.
simulans outcomes may thus be due to D. simulans not being its preferential host, even though
DCYV has been found in natural samples of D. simulans (Kapun et al., 2010). Indeed, GO term
analysis reveals the activation of stress induced response in D. simulans, a pattern expected
when the host is naive to the pathogen. In contrast, the physiological response seems more
complex in D. melanogaster, in particular with the suppression of metabolic pathways, as

expected with a pathogen sharing a long co-evolutionary history.

DCYV infection impacts the transcript amounts of transposable elements

We analyzed in details the amount of transcripts for 237 TE families in the carcasses of the
different samples, and we found a global significant increase upon DCV infection in D.
melanogaster (median per TE family log2 Fold Change (Ig2FC) = 0.28, paired Wilcoxon test:
p-value = 8e-12). Forty-three TE families are upregulated upon DCV infection (DESeq2
adjusted p-value < 0.05), while seven are down-regulated (Fig. 1C; See Fig S7 for TE family
details). We could not detect significant differences across TE classes (Table S8). In D.
simulans, there is virtually no modulation: we observed a significant increase for six TE
families and a significant decrease for four TE families (Fig. 1E). Overall, the median per TE

family 1g2FC is 0.05 in D. simulans (paired Wicoxon test, p-value = 0.03).

In ovaries, we observed an opposite pattern for D. melanogaster samples, with a clear decrease
of transcript amounts in TE families: median per TE family log2FC = -0.38 (paired Wilcoxon
test : p-value = le-9). Transcript amounts increase significantly for nine TE families while they
decrease for 41 TE families (Fig. 1D). In D. simulans again, DCV infection had very little
impact on ovarian TE transcript amounts (median per TE family 1g2FC = 0.10, paired Wilcoxon

test : p-value = 5e-9) (Fig. 1F).

For significant TE families, we compared 1g2FC values between carcasses and ovaries, and
found that they were positively correlated in D. melanogaster (Pearson correlation coefficient
= 0.259; p-value = 0.020) (Fig S9). The correlation was marginally significant in D. simulans
(Pearson correlation coefficient = 0.562; p-value = 0.071), but it has to be noted that the number
of significant TE families is very low in this species. This indicates that TE families that display

the highest 1g2FC upon infection in carcasses were the TE families that also displayed the
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highest 1g2FC in ovaries, and inversely, suggesting the absence of interaction between TE

family and tissue.

In order to understand the mechanisms underlying changes in TE transcript amounts upon DCV
infection, we produced small RNA-sequencing data from the same experimental conditions.
We could confirm that TE control via the piRNA pathway was not impacted upon DCV
infection since ping-pong signatures were identified in all conditions (Fig S13). TE-derived
siRNAs and piRNAs of both polarities increased upon DCV infection in all conditions (D.
melanogaster and D. simulans, carcasses and ovaries). The increase was stronger in piRNAs
compared to siRNAs (all TE families together, median log2FC: piRNAs: [0.25; 1.28], siRNAs:
[0.05, 0.75]), and slightly stronger in D. simulans compared to D. melanogaster.

When TE control is achieved via small RNA interference, the expectation is that an increase in
small RNAs leads to a decrease in RNA amounts, and reciprocally. However, here, the TE
families displaying a small RNA increase upon infection are not significantly enriched in
downregulated families, and this was consistent across all conditions (chi square tests, all p-
values > 0.36, see Table S14 for details). Such a result reveals a de-correlation between TE

transcript amounts and TE-derived small RNAs in the present experimental system.

It has been demonstrated that viral infections in drosophila trigger the active uptake of dSRNA
molecules of viral origin in haemocytes, which fuels the siRNA machinery and allows the
systemic production of antiviral siRNAs (Saleh et al., 2009; Tassetto et al., 2017). Using
Sindbis virus (SINV), we previously proposed that dSRNA molecules of TE sequences hijack
the uptake pathway, which would explain the observed systemic increase of TE-derived small
RNAs (Roy et al., 2020). In the case of SINV, which is not a drosophila natural pathogen, this
leads to a decrease in TE transcript amounts (Roy et al., 2020) ; however, this is not the pattern
we observed upon DCV infection. We propose that such a discrepancy is due to 1A, the VSR
encoded by DCV (no VSR has been described for SINV). In the tissues where DCV genome is
expressed, 1A is produced and binds to long dsRNAs, however without any sequence
specificity (Berry et al., 2009; Nayak et al., 2010; van Rij et al., 2006). Therefore, 1 A essentially
binds to dsRNAs produced from the virus, but also to other dsSRNAs such as those produced
from TE sequences, either due to antisense transcripts annealing to sense RNAs or to single-
stranded transcripts folding back on repeated regions. Eventually, the production of TE-derived
siRNAs is prevented, resulting in increased TE RNA amount. Therefore, we propose that the
action of 1A is responsible for the de-correlation between TE RNA and small RNA amounts.

TE-derived small RNA amounts thus result from these two mechanisms with opposed effects:
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the activation of the dsSRNA uptake pathway leads to piRNA and siRNA increase while the
action of 1A leads to the reduction of siRNA production. Indeed, since 1A specifically binds to
dsRNA molecules, it is expected to interfere with siRNA but not piRNA production, which
explains why we observe that the resulting increase in small RNAs is more moderate for
siRNAs compared to piRNAs. In the case of the infection by SINV that we previously studied,
the tripartite interaction between host, virus and TEs is simpler and only results from TEs
hijacking the dsRNA uptake pathway. Here, the virus under study is engaged in a long-lasting
interaction with its host, resulting in an arms race illustrated by the setting up of counter-defence
and counter-counter-defence from both partners. This ends up in an intricate relationship
between the virus, the host and its TEs. Moreover, we propose that this explains the virtual
absence of any TE phenotype in D. simulans, which, although being closely related to D.
melanogaster, is not described as its preferred host. However, dsSRNA recognition (both for the
dsRNA uptake pathway activation and the action of 1A) is very well conserved over
evolutionary times, and thus not expected to differ between D. melanogaster and D. simulans.
Nevertheless, even if the target is well conserved, we may propose species-specific differences
due to contrasted efficiencies in the production of 1A either at the transcriptional or post-

transcriptional levels.

In addition, it is very likely that 1A is only produced in the tissues where DCV is expressed in
D. melanogaster, which includes fat body, crop, midgut, hindgut, and more marginally the
trachea (Ferreira et al., 2014). Ferreira et al. (2014) also described DCV in testes and ovarian
peritoneal sheath, however not within gonads. Therefore, we hypothesize that 1A is absent from
ovaries, which explains the global decrease in TE transcript amounts in this tissue. However,
even if 1A was produced in ovaries, Berry et al. (2009) found that 1A was less efficient in this

tissue using an artificial construct.

TE upregulation leads to reduced DCYV replication

On the other side, we wondered whether TEs modify DCV replication. Such a study is rather
thorny because it requires to make TE transcript amounts vary within the same genetic
background. We thus used a sophisticated transgenic D. melanogaster strain, which displays an
inducible piwi knock-down [—constitutive piwi knock-down leads to fly sterility and thus
prevents from obtaining progeny] (Barckmann et al., 2018). The repetitive, punctual knock-
down of piwi along 70 successive generations (hereafter named S70 strain, S for shift in
temperature causing piwi knock-down) led to the accumulation of TE copies from the ZAM

and gtwin families, and was accompanied by an increase in transcript amounts for these
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families, as compared to SO (no temperature shift corresponding to the original strain)
(Barckmann et al., 2018). Upon intra-thoracic injections, we found that DCV replicated earlier
but at strongly reduced levels in S70 compared to SO (Fig. 2A). Fifteen days after injection,
mean DCV RNA levels were 8.1-fold higher in S0. Fly death rates were higher in S70 at the
beginning of the infection, but the curves inverted around day 15 (Fig. 2B). Using RT-qPCR,
we followed ZAM and gtwin somatic transcript amounts in both strains and both conditions
(Fig. 2C and 2D). Similar to the global increase in TE transcript amounts observed in D.
melanogaster w'=, we could detect significant increases in ZAM and gtwin transcript amounts

around the peak of DCV replication.
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Figure 2. A. DCV replication in SO and S70 strains measured using RT-qPCR. B. Fly survival upon DCV and mock infections
in SO and S70 strains. C. ZAM transcript quantification upon DCV and mock infection in SO and S70. Stars indicate significant
differences between infected and mock conditions using t-tests (p-value: 0.05 * 0.01 **). D. gtwin transcript quantification
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upon DCV and mock infection in SO and S70. Stars indicate significant differences between infected and mock conditions
using t-tests (p-value: 0.05 * 0.01 **).

We propose that the higher TE transcript amounts in S70 produce increased amounts of dSRNA
molecules, which can titrate 1A. The reduction in 1A availability removes DCV protection
against the fly RNAi machinery; this allows the host to produce more siRNAs against the virus
and therefore set up a more efficient RNAi response. This ends up in reduced viral loads and

increased fly survival.

We also investigated this question using the natural variability associated with TE copy
numbers and transcript amounts using a collection of wild-type strains of D. melanogaster and
D. simulans, previously described for their TEs (Mohamed et al., 2020). These strains were
isogenized from populations sampled in France and Brazil. DCV replication and survival upon
infection were found to vary across strains (Fig S15). In parallel, for each strain, we analyzed
TE transcript amounts in carcasses and ovaries from control condition (“RNA_CA” and
“RNA_OV?”, respectively, data from here and Fablet et al. 2022), TE-derived ovarian piRNA
amounts from control condition (“PI_OV”, data from Mohamed et al. 2020), and the number
of base pairs corresponding to TE sequences in the genome assemblies of these strains (“DNA”,
data from Mohamed et al. 2020). For all these metrics, we considered the sum across all
annotated TE families. While there are no correlations between DNA, RNA OV, nor PI OV,
and d4 nor d6, we found marginally significant, negative Spearman correlations between
RNA CA and d4 and d6 (RNA CA ~ d4 : rho =-0.642, p = 0.096; RNA CA ~ d6 : rho = -
0.714, p = 0.088). None of the TE metrics correlated with d2.

Therefore, although natural strains display genetic variation, especially at the level of immune
genes (Obbard et al., 2012), we were able to detect a negative correlation between somatic TE
transcript amounts and DCV replication, which strengthens the biological meaning of our
findings and allows us to propose that TEs partly explain the ‘missing heritability’ in DCV
susceptibility (Cogni et al., 2016). Altogether, our results suggest that a higher TE load is thus
beneficial in case of viral infections. At a larger evolutionary scale, Aedes mosquitoes are
known as major vectors of arboviruses —which cause no harm to them—, and are described to
carry a large TE load (ca half of their genome). The interaction between host, TEs and viruses
uncovered here suggests that a high TE load may have been selected for in Aedes genomes

because it allows to reduce the costs associated with viral infections.
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Finally, our results shed light on TEs as major players of a subtle complex host-pathogen

interaction built along a long-lasting co-evolution.

MATERIALS AND METHODS

Drosophila strains and rearing conditions

D. simulans Makindu strain was previously described by Akkouche et al. (2013) and Fablet et
al. (2019). Wild-type strains were previously described by Mohamed et al. (2020): French D.
melanogaster: dmgoth63, dmgoth101, Brazilian D. melanogaster: dmsj23, dms;j7, French D.
simulans: dsgoth613, dsgoth31, Brazilian D. simulans: dssj27, dssj9. SO and S70 transgenic D.
melanogaster strains were previously described by Barckmann et al. (2018). All experiments

were performed using 3-6 day old females.

Flies were reared on corn medium and maintained under standard laboratory conditions: 12/12
L/D cycle, 25°C (or 18°C for SO and S70, in order not to induce piwi knock-down) and 70%
RH. Chronic viral infections were eliminated by bleaching the eggs, as described previously
(Merkling et al., 2015), except for SO and S70. Three to 6-hour-old eggs were incubated in 50%
household bleach (2.6% active chlorine) for 10 minutes, washed three times for 5 minutes in
deionised water and then transferred to fresh medium for adult emergence. As expected, we
could not detect amplification corresponding to the viruses using RT-PCR and the following
primers: DAV: 5'- AGGAGTTGGTGAGGACAGCCCA -3 and 5'-
AGACCTCAGTTGGCAGTTCGCC -3', NV: 5'- ATGGCGCCAGTTAGTGCAGACCT -3’
and 5'- CCTGTTGTTCCAGTTGGGTTCGA -3, DmelSV: 5'-
ATGTAACTCGGGTGTGACAG -3' and 5'- CCTTCGTTCATCCTCCTGAG -3) (Merkling
and van Rij, 2015). 7p49 was used as control (5'- CGGATCGATATGCTAAGCTGT -3’ and
5'- GCGCTTGTTCGATCCGTA -3') (Akkouche et al., 2012). To eliminate the Wolbachia
endosymbiotic bacteria, 3- to 6-hour-old eggs were collected and placed on fresh standard
medium containing 0.25 mg/ml tetracycline hypochloride (Sigma-Aldrich), for all Drosophila
lines. The treatment was performed during two generations and then three generations
recovered on standard medium without treatment. Absence of the bacteria was confirmed by
PCR using Wolbachia 16S primers (5'- TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT -3’ and 5'-
GAATAGGTATGATTTTCATGT -3') (Holden et al., 1993), Wolbachia wsp (5'-
TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC -3' and 5- AAAAATTAAACGCTACTCCA -3')
(Riegler et al., 2005) and FzsZ (Simdes et al., 2011).

Virus production and quantification
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DCYV was produced and titrated in Schneider’s Drosophila Line DL2 cells, both kindly provided
by Luis Teixeira/Ewa Chrostek. DL2 cells were kept in Schneider’s Drosophila Medium
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum, 1% penicillin-streptomycin 10 000 U/mL (all
Gibco). Seven days after infection (MOI: 2) in Schneider’s Drosophila Medium supplemented
with 1% penicillin-streptomycin 10 000 U/mL, the cell culture was collected and frozen at -
80°C for 40 min. The culture was thawed, frozen again at -80°C for 40 min, and thawed to
disrupt cells, and centrifuged at 4000g for 10 min to remove cell debris. The supernatant was
aliquoted and stored at -80°C. DCV titer was calculated by the Reed and Muench end-point
calculation method: DL2 confluent cells in 96-well plates were infected with a serial 10-fold
dilutions of virus suspension. The presence of active DCV was scored by cell death or clear
cytopathic effects, resulting in a DCV titer of 4.22x10° TCID./mL. Similar dilutions with
extracts of DL2 cells that were not inoculated with DCV did not cause any cytopathic effect in

culture (Reed & Muench, 1938).

Virus inoculation and survival assays

CO:.-anesthetized flies were pricked in the left pleural suture on the thorax with a 0.15 mm
diameter anodized steel needle dipped into the DCV solution, as described in (Martinez et al.,
2014). Flies were pricked with the ‘mock’ solution to control for the absence of mortality in
absence of DCV infection. For the survival assays, 100 infected females and 50 ‘mock’ females
were kept in rich medium vials, 10 flies per vial. Flies were transferred to fresh media every 2-
3 days. The number of dead flies was recorded each day after infection, for 15 days for D.

1118

melanogaster w'''° and D. simulans Makindu and 50 days for transgenic flies.

RNA extraction and RT-qPCR

To quantify DCV and TE expression, total RNAs were extracted individually for 6 infected and
2 mock flies at 0, 2, 4, 6 and 8 dpi using Qiazol and the RNeasy mini kit (Qiagen). Purified
RNAs were processed using Turbo DNase (Ambion DNAfree kit). Reverse transcription was
performed on 4 pL of total RNAs using SuperScript IV VILO Master Mix (Invitrogen). qPCR
was performed using 2 pL of cDNA, 0.5 pL of each primer (DCV : 5'-
GACACTGCCTTTGATTAG -3’ and 5’- CCCTCTGGGAACTAAATG -3°, ZAM : 5’-
CTACGAAATGGCAAGATTAATTCCACTTCC -3’ and 5’-
CCCGTTTCCTTTATGTCGCAGTAGCT -3’, gtwin : 5’- TTCGCACAAGCGATGATAAG -
3> and 5’- GATTGTTGTACGGCGACCTT -3') and 5 pL of SsoADV SYBR® Green Supermix
(Bio Rad) in a QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) and
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following : 30 sec at 95 °C; 40 cycles of 95 °C for 15 sec and 58 °C for 30 sec. The rp49 gene

was used as a positive RNA control.

Standard curves were obtained, relating Cq values and amount of each template, using a 1:10
of 4 serial dilutions of a cleaned (Beckman Coulter AMPure XP reagent) and quantified
(Invitrogen’s Qubit™) PCR product. The PCR product was obtained by PCR on cDNA,
initially retrotranscribed from RNA extraction, from D. melanogaster wi118 flies infected with
DCV. For DCV, ZAM and gtwin, absolute quantifications were obtained using the mean Cq

values of the biological sample and the standard curves for Rp49.

RNA-seq

Thirty pairs of ovaries were carefully and manually dissected and separated from the rest of the
bodies (‘carcasses’) at 4 dpi. Total RNAs from 30 pairs of ovaries or 30 carcasses were extracted
according to the protocol described above, using Qiazol and the RNeasy Mini Kit (Qiagen).
Purified RNAs (4 uL) were processed by TurboDNAse (Ambion DNAfree kit). RNA quality
was validated using a Bioanalyzer (Agilent). Library preparation was performed at the
GenomEast platform at the Institute of Genetics and Molecular and Cellular Biology (IGBMC,
France) using [llumina Stranded mRNA Prep Ligation - Reference Guide - PN 1000000124518.

Libraries were sequenced as paired-end 100 base reads (HiSeq 4000: Illumina).

Read alignment was performed using Hisat2 (Kim et al., 2019) on D. melanogaster and D.
simulans reference genes available from FlyBase, versions r2.02 and r6.16, respectively, and
previously masked using RepeatMasker. Alignments were processed using SAMtools (H. Li et
al., 2009). Gene count tables were generated using eXpress (Roberts et al. 2011). TE count
tables were obtained using the TEcount module of TEtools (Lerat et al., 2017) and the same TE
reference files as used in Roy et al. (2020), and corresponding to 237 TE families. Gene and
TE count tables were concatenated and then analyzed using the DESeq2 R package (version

4.3) (Love et al., 2014). The reference sequence used for DCV is NC_001834.1 from GenBank.

The gene ontology (GO) analysis of RNA-seq data was performed on the differentially
expressed genes with the gseGO function of the clusterProfiler package (Yu et al., 2012). The
GO terms were obtained using the R package organism (Carlson, 2019) with the database
org.Dm.eg.db v3.10.0, corresponding to all D. melanogaster annotated genes. Hereafter, the
GO overrepresentation analysis of biological process (BP) was performed with adjusted p-

values by the FDR method, p-value cutoff at 0.05, and a minimum of 3 genes per term.
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small RNA-seq

Ovaries of each female flies were carefully and manually dissected at 4 dpi. Small RNAs from
30 pairs of ovaries or 30 carcasses were extracted using the TraPR (Trans-kingdom, rapid,
affordable Purification of RISCs) small RNA Isolation kit (Lexogen), as described previously
(Grentzinger et al. 2020). The TraPR method allows the specific isolation of fully functional
and physiologically relevant interfering RNAs (miRNAs, piRNAs, siRNAs and scnRNAs), by
anion exchange chromatography. Size selection (18 - 40 nt) was performed on gel at the
sequenciong platform. Purified small RNAs were used for library preparation, using TruSeq
Small RNA Sample Preparation Guide - PN 15004197. Libraries were sequenced on an

Illumina HiSeq 4000 sequencer as single-end 50 base reads.

Sequencing adapters were removed using cutadapt (M. Martin, 2011) -a
TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCACTTA -m 1. Size filtering was
performed using PRINTSEQ (Schmieder & Edwards, 2011), in order to distinguish 21 nt-long
reads (considered as siRNAs) from 23-30 nt-long reads (considered as piRNAs).

TE count tables for sense and antisense alignments were obtained using a modified version of
the TEcount module (Fablet et al, 2019) of TEtools (Lerat et al, 2017) on the same TE reference
sequences as above. Ping-pong signatures were checked using signature.py with min_size = 23
and max_size = 30 options (Antoniewski, 2014). Read count normalization using microRNA
counts as supposed invariants is a common strategy. However, it has been shown that some
microRNA amounts could be affected by DCV infection (Monsanto-Hearne et al., 2017). This
is why we performed three different normalization strategies : 1) normalization using all
microRNA sequences annotated from FlyBase (19-39 nt-long reads mapped using bowtie --
best on FlyBase reference sequences dmel-all-miRNA-r6.16.fasta and dsim-all-miRNA-
r2.02.fasta), 2) normalization using microRNA sequences but excluding those described to vary
upon DCV infection in Monsanto-Hearnes et al. (2017), 3) normalization using the endo-
siRNAs described by Malone et al 2009, as we previously did in Roy et al. (2020). However,
this last normalization procedure is only possible in D. melanogaster because endo-siRNA
producing loci are not annotated in D. simulans. All normalization strategies provided similar

patterns (Fig S10, S11, S12).
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Figure S5. Heatmap of log2 Fold Change values between infected and mock conditions for genes
involved in immune pathways. Stars indicate significant p-values (DESeq2 adjusted p-values < 0.05).
Black boxes are out-of-scale (see Table S6 for details). For gray boxes, adjusted p-values could not be

computed.
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Table S6. Log2 Fold Change and DESeq2 adjusted p-values between mock and infected conditions
for genes involved in immune pathways in D. melanogaster (dmel) and D. simulans (dsim).

dmel carcas ovarie dsim carcas ovarie
ses s ses s
name dmel ID | base g2 | p base 1g2 | p dsim ID | base g2 | p base g2 | p
Mean | FC Mean | FC Mean | FC Mean | FC
Mal-B1 FBgn00 | 38.2 94 | 8- |0 NA [N FBgn01 | 8606. | - 0310 NA [N
32381 1 13 A 95163 2 0.1 | 84 A
2
Frost FBgn00 | 10242 | 3.9 | 2e- | 439.3 [ 89 | le- | NA
37724 5 7 10 0 41
0
Vago FBgn00 | 1881. | 2.7 [ le- | O NA [N FBgn0O1 | 4857 | 1.6 | 2e- | 7.3 1.0 | 0.8
30262 0 8 51 A 88581 11 10
Obp99b | FBgn00 | 94.3 2.6 | 9%- | 3.1 - 0.2 | FBgnOl | 3272 [ 4.0 | le- | 8.2 0.7 |0.8
39685 3 6 2.7 100 | 89234 3 6 2 83
9
Nmdal FBgn00 | 2816. | 1.6 | 4e- | 215.6 | - 0.1 | FBgnO1 | 4238. [ 0.5 | le- | 2179. [ 0.0 | 0.9
13305 7 21 1.6 | 11 | 97085 1 9 15 | 4 1 79
CG1572 | FBgn00 | 2750. | 1.4 | le- | 860.7 | 0.4 | 3e- | FBgnOl | 1813. | 0.6 | 2e- [ 12.3 2.0 |09
30309 5 21 3 4 85623 3 1 4 8 22
TotM FBgn00 | 9007. | 1.4 [ 0.0 | 52.1 0.6 | 0.4 | FBgnOl | 2093. | 0.9 | 0.0 | 8.6 - 0.9
31701 4 07 7 85 | 94721 0 2 52 0.6 | 07
2
CG1490 | FBgn0O | 78.8 1.1 0.0 |171.7 |02 | 0.3 | FBgn02 | 20.2 0.8 |03 | 757 - 0.9
6 15351 3 05 2 82 | 68271 3 28 0.0 | 89
3
1(2)gd1 FBgn02 | 5955 | 09 | 3e- | 1105. [ 0.2 | 0.0 | FBgnOl | 694.3 | 0.2 | 0.0 | 1120. [ 0.1 | 0.7
61983 0 7 2 4 23 | 95134 9 15 |3 0 66
pastrel FBgn00 | 14829 | 0.7 | 9¢- | 865.2 | 0.3 | le- | FBgnOl1 | 3312. [ 0.9 | 4e- | 553.4 | 0.6 | 5e-
35770 9 1 8 8 4 84786 8 6 23 7 6
Metchni | FBgn0O | 1378. [ 0.5 | 0.7 | 2.3 - N FBgn00 | 413.0 | 3.1 [4e- | 1.6 19 | N
kowin 14865 5 2 15 12 | A 66161 2 29 3 A
CG1091 | FBgn0O | 13306 | 0.4 | 0.0 | 48.9 3.7 | 0.1 | FBgnO1 | 20003 | 0.3 | 0.0 | 9.7 - 0.6
1 34295 4 5 02 5 04 | 96715 .8 0 45 6.7 | 36
6
Dnmt2 FBgn00 | 24.1 0.0 109 | 103.1 |- 0.0 | FBgnO1 | 51.7 0.5 104 1783 | 0.1 |08
28707 9 21 0.5 196 | 95186 1 21 5 79
0
Jon65Ai | FBgn00 | 7478. | - 0.0 | 0.8 33 |N FBgn02 | 5499. | - 03113 - N
35667 8 2.5 107 3 A 68717 7 0.2 | 50 27 | A
2 7 3
LysE FBgn00 | 165.3 0010 NA [N FBgn02 | 12.8 - 04 10 NA [N
04428 3.0 | 18 A 70868 1.1 |45 A
6 0
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vir-1 FBgn00 | 13278 | 1.2 | 2e- | 688.1 [ 0.6 | 2e- | FBgnO1 | 22855 [ 0.5 | le- | 321.7 | 0.9 | le-
43841 .0 10 3 5 93533 4 5 8 8 5
Domeles | FBgn00 | 1045. | 1.0 | le- | 3661. | 0.2 | 7e- | FBgnOl1 | 887.3 | 0.5 | le- | 3198. [ 0.1 | 0.6
S 43903 3 24 |4 8 6 95787 7 7 6 1 06
Hopscot | FBgn00 | 403.9 [ 0.0 | 0.6 | 3036. | 0.2 | le- | FBgn0OO [ 541.5 | 0.0 | 0.8 [ 2738. | 0.0 | 0.8
ch 04864 8 88 |9 9 6 68592 5 57 | 8 7 44
Stat92E | FBgn00 [ 4482. | - 0.0 | 5560. | 0.2 | 0.0 | FBgnO1 | 3685. | 0.0 | 0.5 | 6710. [ 0.2 | 0.1
16917 3 03 |76 |4 2 56 | 91541 5 7 48 |0 0 87
0
Sting FBgn00 | 2227. | 2.5 | 2e- | 2011. | 0.3 | 2e- | FBgnOl1 | 724.5 | 0.4 | 4e- | 2052. | 0.0 | 0.9
33453 2 1 61 |0 3 4 82454 3 4 3 2 75
kenny FBgn00 | 9822 | 1.2 | Se- | 1226. [ 0.3 | 0.0 | FBgnOO | 1084. | 0.6 | 2e- | 1080. | 0.1 | 0.8
41205 0 26 |3 0 02 | 67496 3 8 11 |0 0 47
IKKbeta | FBgn0O | 500.3 [ 0.9 | le- | 1422. | 0.3 | le- | FBgn0OO | 434.0 [ 0.2 | 0.3 | 1655. | 0.0 [ 0.9
24222 5 10 | 9 8 6 67497 1 27 |5 0 91
Diedel FBgn00 | 134.7 | 0.7 | 0.1 [ 0.3 02 | N FBgn0O1 | 8687. | - 8e- | 1.9 - N
39666 6 60 2 A 88975 7 04 |11 1.0 [ A
9
Nazo FBgn00 | 877.0 | 0.2 | 0.0 | 17.6 23 [ 0.0 | FBgnOl | 3242 | 1.1 | le- | 0.6 13 [N
37562 5 92 1 01 | 90054 1 9 A
cactin FBgn00 | 141.8 | 0.0 | 0.8 | 543.1 [ 0.2 | 0.0 | FBgn02 | 192.6 | 0.1 | 0.7 | 809.3 | - 0.9
31114 7 30 7 27 | 69906 3 41 0.0 |83
1
imd FBgn00 | 324.6 | 0.0 | 0.9 | 1369 | - 0.1 | FBgn0O | 381.2 [ 0.0 | 0.9 | 214.0 | - 0.9
13983 0 93 04 |13 | 67498 3 59 0.1 |01
5 1
MydS88 FBgn00 | 884.5 | - 0.8 | 1280. | 0.2 | 3e- | FBgnOl1 | 1836. | - 0.7 | 1458. [ 0.2 | 0.9
33402 00 160 |5 8 4 81860 6 00 192 |0 7 58
3 5
Dipterici | FBgn00 | 1542. | - 0.8 [ 11.3 0.3 | 0.8 | FBgnOl | 1392 |39 [0.0 | 1.0 35 |N
nB 34407 0 0.2 |5l 2 70 | 83168 26 2 A
7
Relish FBgn00 | 763.9 | - 0.0 [ 5959 | 1.9 | 9e- | FBgn00 | 2053. | 0.9 | 6e- | 1155. [ 0.2 | 0.1
14018 0.6 |26 4 29245 8 0 24 |3 5 87
9
Dorsal FBgn02 | 2084. | 1.1 | Se- | 2192. [ 0.3 | 4e- | FBgn0OO | 3080. | 0.5 | 2e- | 2102. | - 0.9
60632 8 7 34 |6 6 7 67500 2 2 11 |0 0.0 |93
0
Spatzle FBgn00 | 689.2 | 0.8 [ 6e- | 2709. | 0.2 | 3e- | FBgn0O | 614.0 | 0.6 | 0.0 | 2533. | 0.2 | 0.3
03495 7 11 |1 4 5 67488 7 02 |8 3 18
cactus FBgn00 | 2729. | 0.4 | le- | 10343 | 0.3 | 4e- | FBgn0O | 3972. | 0.1 | 0.1 | 13973 | - 0.9
00250 6 4 9 3 0 13 | 67503 6 7 06 | .1 0.0 |95
0
Tube FBgn00 | 4082 |03 [ 0.0 | 1685. | 0.2 | 3e- | FBgnOO | 320.1 | 0.0 | 0.8 | 1680. | 0.0 | 0.8
03882 0 59 |2 6 4 67487 6 87 |9 8 44
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Dif FBgn00 | 2206. | - 09 | 1644 | 0.0 | 0.8 | FBgn00 | 2733. | 0.0 [ 0.6 | 149.5 | 0.6 | 0.1
11274 6 00 | 14 7 39 | 67525 9 6 83 5 70
2
Drosomy | FBgn02 | 25992 | - 0.6 | 82.4 09 10.2 | FBgn00 | 2779. | 0.3 | 0.0 | 19.6 - 0.9
cin 83461 1 02 |32 0 68 | 84867 8 5 67 02 |75
8 5
ago2 FBgn00 FBgn00 | 4013. | 0.1 [ 0.1 | 3826. [ 0.1 | 0.6
87035 84451 0 6 53 |2 2 48
zuc FBgn02 | 20.5 0.7 [ 03 | 5889 |02 | 0.0 | FBgnOl | 17.5 04 |08 ]941.0 | - 0.8
61266 2 92 5 63 | 93556 9 51 0.0 |83
8
derl FBgn00 | 2524 | 0.0 [ 0.8 | 1754. [ 0.3 | 7e- | FBgn0O | 3453 | 0.1 | 0.4 | 2542. | 0.0 | 0.9
39016 5 72 | 6 8 5 84784 8 82 |2 2 69
aub FBgn00 | 82.5 0.0 109 |2798. | - 0.0 | FBgn0O1 | 68.3 - 0.8 | 2651. | - 0.9
00146 2 79 |6 0.1 |57 | 93614 02 |71 |6 0.0 |83
1 5 1
logs FBgn00 | 512.8 | 0.0 | 0.9 | 1177. | - 0.0 | FBgn00 | 1207. | - 0.5 | 3869. | - 0.5
32515 1 54 |2 0.1 |69 | 84799 2 00 197 |3 0.1 |00
7 8 6
agol FBgn02 | 2947. | 0.0 | 0.9 | 7196. | 0.0 | 0.5 | FBgn0OO | 3886. | - 0.6 | 10079 | 0.0 | 0.8
62739 8 0 98 | 4 8 25 | 84546 8 00 [32 | .5 7 71
7
drosha FBgn00 | 1534 | - 0.9 [ 14112 | 0.1 | 0.0 | FBgnO1 | 238.7 | 0.1 | 0.7 | 1662. | - 0.9
26722 00 108 | .4 9 29 | 82290 3 8 | 6 0.0 | 81
4 1
piwi FBgn00 | 177.8 | - 0.9 | 7273. | - 0.7 | FBgn01 | 112.6 | - 0.1 [ 6638. | 0.0 | 0.9
04872 00 |21 |4 0.0 199 | 93615 07 194 |2 5 21
7 1 7
ago3 FBgn02 | 4892. | - 0.8 [ 17809 | 0.0 | 0.3 | FBgn02 | 32.8 - 0.9 | 1048. | - 0.8
50816 0 0.0 198 |42 8 33 | 70325 0.0 190 |2 0.1 |99
8 8 2
spnE FBgn00 | 134.8 | - 0.9 [ 3882. | 0.3 | le- | FBgnOl | 1059 | 0.2 | 0.8 | 4160. | 0.1 [ 0.7
03483 00 104 |8 7 5 90560 8 65 |3 3 42
9
armi FBgn00 | 1544 | - 0.6 | 2770. | - 0.1 | FBgn0O1 | 158.2 | - 0.9 [2929. | 0.1 |05
41164 01 192 |5 0.1 | 00 | 85467 00 198 |3 3 76
8 6 0
r2d2 FBgn00 | 388.9 | - 0.1 | 1807. | 0.0 | 0.2 | FBgn0OO [ 4159 [ 0.0 | 0.9 | 2362. | - 0.9
31951 02 169 |2 9 57 | 84228 2 73 | 8 0.0 |27
1 4
Der2 FBgn00 | 9784 | - 0.0 [ 2303. | 0.0 | 0.6 | FBgn0OO [ 887.9 | 0.0 | 0.9 | 1656. | 0.2 | 0.4
34246 02 142 |6 9 13 | 84576 0 9% |8 4 18
8
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Figure S7. Heatmap of log2 Fold Change values between infected and mock conditions for some
TE families. See Supplemental files for the complete list of TEs. Stars indicate TE families that are
significantly differentially expressed (DESeq2 adjusted p-value < 0.05).
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Table S8. Contribution of TE classes to differentially expressed TE families.

A. Median values across TE families of log2 Fold Changes in read counts between infected and mock
conditions, from RNA-seq data. P-values correspond to the paired Wilcoxon test comparing read counts
in infected vs mock conditions across TE families.

LTR LINE DNA
Condition median Ig2FC | p-value | median Ig2FC | p-value | median Ig2FC | p-value
D. melanogaster carcasses | 0.292 3.1e-6 | 0.230 9.1e-5 | 0.306 9.1e-4
D. melanogaster ovaries -0.349 7.2e-5 |-0.477 2.7e-4 | -0.240 0.002
D. simulans carcasses 0.044 0.052 0.059 0.260 0.054 0.691
D. simulans ovaries 0.152 7.8e-8 | 0.131 1.7e-4 | -0.046 0.446

B. Distributions of the numbers of differentially expressed (adjusted p-value < 0.05) TE families
according to TE class, and Fisher exact test comparing distributions across classes.

LTR LINE DNA p-value

D. melanogaster carcasses 1g2FC >0 31 7 5 1
1g2FC <0 6 1 0

D. melanogaster ovaries 1g2FC >0 7 2 0 0.619
1g2FC <0 24 13 4

D. simulans carcasses 1g2FC >0 4 1 1 0.190
1g2FC <0 1 3 0

D. simulans ovaries 1g2FC >0 1 1 0 1
1g2FC <0 0 0 0
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Figure S9. Correlation between log2 Fold Changes in carcasses and ovaries, for differentially
expressed TE families in at least one condition. The colors green, blue, and red correspond to LTR,
LINE, and DNA classes, respectively. D. melanogaster : 80 TE families, Pearson correlation coefficient
between carcasses and ovaries = 0.259, p-value = 0.020. D. simulans : 11 TE families, Pearson
correlation coefficient between carcasses and ovaries = 0.562, p-value = 0.071.
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Figure S10. TE-derived small RNAs log2 Fold Changes between infected and mock conditions.
Normalization using the complete set of miRNA sequences.

76



Chapitre 1

D. melanogaster

23-30 nt, sense

23-30 nt, antisense

21 nt, sense

21 nt, antisense

< < < N <
%) "] %) T "] Lt
gN gN ) gN PR gN +
+ 5 #+
= & = fEE = + . = e,
P RAET. . g DR 5 1. st Sl i : =S !
carcasses =o e2 =o L) =0 = - = of—at
o ++ o] (%] e %] + "t
~ S N ~ ’ S o0
o o Y o S0 v
A i | A i h i
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
log10 mock log10 mock log10 mock log10 mock
g
< g < g
v o v o
o o o o
E o~ EN + E o~ . EN
= t s = o . s RS = Ly
ovaries <o wrd i | Sol . Tmieviadwmmeet | Sol ol Sol il |
& < . & L < w T
S S0 S - S0
¥ YT ¥ b
0 2 4 6 2 4 0 2 4 6 2 4
log10 mock log10 mock log10 mock log10 mock
g
D. simulans
R
< < < N <
[9) * [9) [9) & ' [9) .+
gN - st gN ta oyt gN ety gw S
" + F a4 Srak g+
S | . e, S | LT AR g £
carcasses So| =& Eol s Eol >4 &2 Eol =¥ rr
(%) v % (%) et T ¥ %) o R
N N By N T * N *
o o o T, o .
¥ T ¥ T
0 2 a 6 0 2 4 6 0 2 4 6 2 4 6
log10 mock log10 mock log10 mock log10 mock
- 3 - s
o 1 13 1
En E En E
- - + 4 - P = +
: ‘€ ‘€ B ‘€ b s € .4 o
ovaries <o Sol .o tETre—g. | S o 5 Sol * Adikoesy.
& & & e R B2
o o o o
h i ¥ h i A i
0 6 0 2 4 6 2 I3
log10 mock log10 mock

2 4
log10 mock

2 4
log10 mock

Figure S11. TE-derived small RNAs log2 Fold Changes between infected and mock conditions.
Normalization using miRNA sequences and removing the miRNAs identified in Monsanto-Hearnes et

al. (2017) as modified upon DCV infection.
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Figure S12. TE-derived small RNAs log2 Fold Changes between infected and mock conditions.
Normalization using endo-siRNAs, as defined by Malone et al 2009. This normalization can only be
performed on D. melanogaster samples because endosiRNA clusters are not annotated for D. simulans.
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Figure S13. Ping-pong signatures in both infected and mock conditions after DCV infection.

A. Ping-pong signatures for roo and 297 in D. melanogaster w1118 (A) and D. simulans Makindu (B)

297 roo

Infected Mock Infected Mock

o s » 25 ° B 10 15 E 2 Bl 0

Ovaries
Z score
o 2 .
Z score
o 2 .
Z score
2 o 2 .
Z score
o p .
| %
o 1

o 5 0 20 25 E

s
Overlap (nt) Overlap (nt) Overlap (nt) Overlap (nt)

Carcasses
Z score
o 2 .
Z score
2 0 A .
Z score
Z score

1 s 3 2

s

o 4 ow s om om ow R o R
Overlap (nt) Overlap (nt) Overlap (nt) Overlap (nt)
B. Infected Mock Infected Mock

Ovaries
Z score
0 2 f
Z score
. o 2 .
Z score
o 2 .
Z score

o 5 1 15 20 2 K 10 1 25 ° 5 0 15 20 2 0 0

» 5w ow @
Overlap (nt) Overlap (nt) " Overlap (nt) Overlap (nt)

Carcasses
Z score
o 2 .
Z score
2 o 4 P
Z score
Z score

T T T T T

o 5 © s 20 25 E 10 15 £l g 0 0 s 0 15 El 25

Overlap (nt) Overlap (n) Overlap (nt) Overlap (nt)

3
8

79



Chapitre 1

B. Ping-pong signatures for piRNAs targeting DCV in D. melanogaster w1118 (A) and D. simulans

Makindu (B).
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Table S14. Dependency tests between TE transcript log2 Fold Changes and TE-derived small
RNA log2 Fold Changes.

D. melanogaster si sense si anti
carcasses
sRNA sRNA p- sRNA sRNA p-
lg2fc <0 1g2fc >0 value 1g2fc <0 1g2fc >0 value
RNA 10 43 0.829 | RNA 10 41 0.959
lg2fc <0 lg2fc <0
RNA 30 109 RNA 30 111
1g2fc >0 1g2fc >0
pi sense pi anti
sRNA sRNA p- sRNA sRNA p-
1g2fc <0 1g2fc >0 value 1g2fc <0 1g2fc >0 value
RNA 1 52 1 RNA 3 51 0.029
1g2fc <0 1g2fc <0
RNA 3 138 RNA 0 141
1g2fc >0 1g2fc >0
D. melanogaster si sense si anti
ovaries
sRNA sRNA p- sRNA sRNA p-
1g2fc <0 1g2fc >0 value 1g2fc <0 1g2fc >0 value
RNA 35 107 0.843 | RNA 36 107 0.561
1g2fc <0 1g2fc <0
RNA 15 40 RNA 11 44
1g2fc >0 1g2fc >0
pi sense pi anti
sRNA sRNA p- sRNA sRNA p-
1g2fc <0 1g2fc >0 value 1g2fc <0 1g2fc >0 value
RNA 5 138 0.822 | RNA 10 133 0.867
1g2fc <0 lg2fc <0
RNA 3 52 RNA 5 51
1g2fc >0 1g2fc >0
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D. simulans si sense si anti
carcasses
sRNA lg2fc | sRNA lg2fc | p- sRNA lg2fc | sRNA lg2fc | p-
<0 >0 value <0 >0 value
RNA Ig2fc | 18 64 0.799 | RNA Ig2fc | 18 62 0.244
<0 <0
RNA Ig2fc | 28 86 RNA Ig2fc | 17 97
> () > ()
pi sense pi anti
sRNA lg2fc | sRNA lg2fc | p- sRNA lg2fc | sRNA lg2fc | p-
<0 >0 value <0 >0 value
RNA Ig2fc | 2 81 0.763 | RNA Ig2fc | 1 83 0.860
<0 <0
RNA Ig2fc | 1 116 RNA Ig2fc | 3 114
>0 >0
D. simulans si sense si anti
ovaries
sRNA Ig2fc | sRNA Ig2fc | p- sRNA Ig2fc | sRNA Ig2fc | p-
<0 >0 value <0 >0 value
RNA Ig2fc | 28 37 0.363 | RNA Ig2fc | 17 46 0.962
<0 <0
RNA Ig2fc | 48 88 RNA Ig2fc | 39 98
>0 >0
pi sense pi anti
sRNA lg2fc | sRNA Ig2fc | p- sRNA lg2fc | sRNA Ig2fc | p-
<0 >0 value <0 >0 value
RNA Ig2fc | 3 62 0.831 | RNA Ig2fc | 2 64 0.938
<0 <0
RNA Ig2fc | 4 134 RNA Ig2fc | 6 131
>0 >0
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Figure S16. DCV replication in natural strains, as measured by RT-qPCR. Crosshatched zones
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Table S17. TE characteristics in natural strains.

DNA: number of bp corresponding to TE sequences in the genome assemblies. RNA CA: sum of
normalized RNA-seq read counts corresponding to all TE families, data from carcasses. RNA CA: sum
of normalized RNA-seq read counts corresponding to all TE families, data from ovaries. PI_ OV: sum
of small RNA-seq read counts of size 23-30 nt corresponding to all TE families, data from ovaries.

DNA RNA CA RNA_OV PI_ OV
dmgoth101 12,508,196 247,801.93 85,665.01 7,401,428
dmgoth63 14,444,311 253,933.34 132,462.19 14,696,241
dms;j23 12,626,526 153,430.48 169,507.07 9,280,412
dmsj7 11,957,756 180,432.78 77,303.44 10,974,398
dsgoth31 15,399,644 101,824.18 87,981.15 2,634,988
dsgoth613 13,002,815 109,977.11 88,344.78 3,401,348
dssj27 13,396,960 78,188.51 99,786.61 3,409,124
dssj9 16,488,069 75,662.80 64,785.08 4,151,565

Table S18. Spearman correlations between TE characteristics in natural strains and DCV

quantity.
d2 d4 de
rtho p rtho p rho p
DNA -0.238 0.582 0.261 0.536 0.642 0.138
RNA_CA -0.238 0.582 -0.642 0.096 -0.714 0.088
RNA OV 0.238 0.582 0.261 0.536 -0.142 0.782
PI OV -0.071 0.881 -0.571 0.151 -0.500 0.266
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CHAPITRE 2

Avant-propos

Les résultats obtenus et présentés dans le premier chapitre montrent une interaction
complexe entre DCV et le controle des ET, entrainant des réponses variables selon le tissu
biologique et I’espece. L’utilisation d’une souche transgénique nous a également permis de
suggérer qu'une charge plus élevée d’ET dans le transcriptome pouvait étre associée a une
immunité antivirale plus efficace. La seconde partie de ce manuscrit vise a élargir la
compréhension de I’interaction entre virus et ET en utilisant un panel plus large de virus.

La premicre partie vise a décrire plus en détails les caractéristiques des trois virus utilisés
dans cette seconde étude : (i) le virus X de la drosophile (DXV), un virus naturel de la drosophile
qui reste tres peu documenté et qui différe du virus DCV par son génome a ARN double brin,
(i1) le ‘Flock House Virus’ (FHV), un virus a ARN simple brin trés utilisé¢ pour étudier la
réponse antiviral chez les mouches bien que non naturel de la drosophile, et (iii) le ‘Invertebrate
Iridescente Virus 6’ (IIV-6), un des rare virus 8 ADN ayant la capacité de se répliquer chez la
drosophile.

N’ayant pas de stocks viraux disponibles au laboratoire, la seconde partie de ce chapitre
présente succinctement les étapes clés ayant été suivies pour procéder a la culture cellulaire des
trois virus (DXV, FHV et IIV-6). En effet, il a ét€¢ nécessaire de réaliser une amplification virale
pour obtenir des quantités suffisantes de virus, pour pouvoir infecter les individus et générer les
données de séquengage.

Enfin, la troisiéme partie présente les résultats récemment obtenus de 1’analyse
transcriptomique des données portant sur les virus DXV, FHV et [1V-6, chez D. melanogaster
et D. simulans. Nous montrons que ces trois virus, qui présentent tous trois des caractéristiques
différentes (nature du génome, origine de I’hote, efc.), ont la capacité de se répliquer au sein
des deux especes de drosophile et d’induire des modulations des quantités de transcrits en
réponse aux différentes infections. De plus, nous espérons pouvoir trés prochainement mettre

en lien ces découvertes avec les données de petits ARN.
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1. Virus : d’un point de vue biologique

1.1. Virus X de la Drosophile (DXYV)

Isolé pour la premicere fois en 1979, le Virus X de la Drosophile (DXV) a été découvert
chez des mouches témoins dans une expérience initialement réalisée avec le virus Sigma
(Teninges et al., 1979). DXV fait partie du genre Entomobirnavirus, de la famille des
Birnaviridae (Dobos et al. 1995). C’est un virus @ ARN double brin, non enveloppé avec une

capside icosaédrique monocouche d’environ 70 nm de diameétre (Coulibaly et al., 2005).

.--»--Leaky scanning

Y Segment A
¥ VP5
= | Polyprotein |
© ; ®
| Capsid pre-VP2 |[ VP4protease || VP3|

| Capsid VP2 | R0

Segment B

5 ORF1
oJ * | ®

[ RdRp VP1 |

Figure 13 : Génome a2 ARN double brin du Virus X de la Drosophile (DXV).

Représentation schématique des segments A et B, codant pour 5-6 protéines. VP1 se trouve sous forme libre et attaché de
maniére covalente a l'extrémité 5' de ' ARN génomique (VPg). La taille du segment A est de 3 360 pb et de 3 243 pour le
segment B. ORF : Cadre de lecture ouvert. VP : Protéine virale. RdARp : ARN polymérase ARN dépendante. D’aprés Hulo et
al. (2011).

Le génome du DXV est bi-segmenté avec un segment A long de 3 360 pb et un segment
B, plus court, de 3 243 pb (Zambon et al., 2005) (Figure 13). Le premier segment est composé
de deux ORF. Le premier ORF code une polyprotéine qui est clivée de fagon cotranslationnelle
par ’enzyme protéolytique virale VP4, pour permettre sa propre libération et former les
principales protéines structurelles VP2, seule composante de la capside virale, et VP3,
coordinatrice du cycle viral (Birghan et al., 2000; Sénchez & Rodriguez, 1999). En effet, la
protéine VP3 est multifonctionnelle et intervient dans de nombreuses activités au cours du cycle
de vie viral. L’un des rdles de VP3 est de contrdler la morphologie des particules virales en
interagissant avec le précurseur de VP2 (pVP2) et VP1 du segment B. Elle forme la couche
interne du virion, permettant la protection et stabilisation du génome viral (Maraver et al.,
2003). De plus, elle joue le role de VSR en contrdlant et bloquant la voie ARNi en présence
d’ARNdb exogene (Valli et al., 2012; van Cleef et al., 2014). Le second ORF du segment A
code une protéine non structurale, VPS5, impliquée dans 1’évacuation du virus (Mundt et al.,
1997). Le segment B code la polymérase ARN-dépendante (RdRp) du virus, VPI1, qui est liée

au génome viral de maniere covalente et est sous forme de polypeptide libre dans le virion
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(Nagy & Dobos, 1984; Revet & Delain, 1982). En interagissant avec VP3, elle forme un
complexe facilitant I’encapsidation de VP1 (Lombardo et al., 1999; Tacken et al., 2002). De
maniére intéressante, 1’interaction de VP3 avec I’ARN est dépendante de la séquence (Kochan

etal., 2003).

1.1.1. DXV : Cycle de réplication et transmission

Bien que le cycle de réplication viral du virus DXV soit peu documenté, il a été suggéré
que I’entrée du virus dans les cellules ait lieu par endocytose, en se basant sur les mécanismes
des autres birnavirus (Galloux et al., 2007). Cela permettrait la libération de peptides produits
a partir de pVP2, la déstabilisation et la formation d’une zone d’entrée dans la membrane
endosomale, permettant I’acces au virion dans le cytoplasme. En comparaison avec DCV, DXV
se transmet aussi de manicre horizontale par le biais du tractus digestif ou respiratoire ; et se
retrouve dans divers organes comme le corps gras, le tube digestif, les muscles, le cerveau, les
ovaires et les testicules. Les symptomes varient selon la concentration virale injectée,
conduisant au déces de I’hdte de maniere plus ou moins précoce (Zambon et al., 2005). Tout
comme DMelSV, DXV a la particularité d’étre treés sensible a la privation d’oxygene (Teninges

etal., 1979; Zambon et al., 2006).

1.1.2. DXV : Réponses antivirales de I’hote

En lien avec son role dans la réponse antivirale, il a été observé que la voie ARNi
s’active lors d’une infection par DXV. Toutefois, la présence du VSR VP3 du virus semble
limiter I’intervention de cette voie qui ne pourrait que limiter la propagation du virus (Zambon
et al., 2006). En plus de se lier aux longues molécules d’ARNdb comme DCV, la protéine VP3
est capable de se lier a de courtes molécules de siARN, permettant de supprimer la voie d’ARNi
en interférant avec le clivage de I’ARN médié par Dcr-2 (Ferrero et al., 2015; Valli et al., 2012;
van Cleef et al., 2014). En revanche, VP3 n’affecte pas le découpage des ARN cibles de cette
voie. Par exemple, ’utilisation de mutant Dcr-2 n’a montré que peu d’effet sur l'infection par
DXYV. Dans ce sens, I’induction de geénes liés a la voie Toll tels que Toll, drosomycin et Dif a
été détectée, ce qui permettrait de venir paralléelement en soutien a la voie ARNi ralentie par le
VSR (Zambon et al., 2006). Ces mémes auteurs ont également observé que des individus mutés
pour piwi ou aub par exemple étaient beaucoup plus sensibles a ’infection par DXV et
soutiennent I’idée d’un role important de la voie des piARN dans la réponse antiviral de I’ ARNi
bien que sa fonction reste a €élucider (Cox et al., 2000; Pal-Bhadra et al., 2004). Concernant la

voie Imd, elle est activée lors de ’infection par DXV mais ne fournit pas de réponse antiviral
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protectrice (Zambon et al., 2005). Tout comme pour DCV, des mouches mutantes G9a ont une
durée de vie réduite apres une infection par DXV, ce qui s’expliquerait par une hyperactivation
de la voie Jak/STAT et non une augmentation de la charge virale (Merkling et al., 2015). Ces
mémes auteurs ont également observé une induction des génes Turandot, 24h aprés 1’injection
virale. En revanche, seule une faible induction des génes 7ot au moment du déceés des mouches
a été observée par (Kemp et al., 2013). D’un point de vue global, il convient de noter que peu
d’études ont porté sur la réponse au DXV, ce qui n’indique pas nécessairement I’absence ou la
faible activité des voies décrites. Tout comme les autres virus, il est capable de poursuivre sa

réplication malgré une pression élevée des voies immunitaires de 1’hote pour controler le virus.

1.2. Flock House Virus (FHYV)

Le Flock House Virus (FHV) n’est pas un pathogéne naturel de la drosophile mais il est
utilis¢ comme modéle pour étudier de nombreux aspects de I’infection, tel que la réponse
immunitaire médiée par I’ARNi (Mondotte et al., 2018; Odegard et al., 2010; L. Wang et al.,
2022). 11 appartient au genre Alphanodavirus de la famille des Nodaviridae (Venter &
Schneemann, 2008). Il a été isolé en 1983 a partir du coléoptére Costelytra zaelandica, un
scarabé endémique de Nouvelle-Z¢élande et ravageur de paturage trés répandu (Scotti et al.,
1983). Sa large gamme d'hotes lui permet de se répliquer dans des levures, des plantes, des
insectes ainsi que dans des cellules de mammiféres, de moustiques et de drosophiles (Dasgupta
et al., 2003, 2007; K. L. Johnson & Ball, 1997; R. Lu et al., 2005). Chez la drosophile, il est
capable de se propager au sein de multiples tissus comme le corps gras, les trachées, les tissus
cardiaques et musculaires, dans la chambre ovarienne, avec une sensibilité¢ variable selon le
mode d’infection, conduisant a la 1étalité (Eleftherianos et al., 2011; Galiana-Arnoux et al.,
2006; Mondotte et al., 2018; Thomson et al., 2012; Xu & Cherry, 2014). 11 est intéressant de
noter qu’une infection par Wolbachia affecte fortement la résistance a I’infection par FHV en
augmentant la tolérance au virus et non en limitant la charge virale (Chrostek et al., 2013;
Teixeira et al., 2008). En comparaison avec le DCV, aucune association n’a été trouvée entre
les polymorphismes du géne pastrel et la susceptibilité a I’infection par FHV (Magwire et al.,

2012).

1.2.1. FHYV : Structure génomique et réplication virale

FHV est un petit virus 8 ARN simple brin positif composé de deux molécules, emballées
par une seule capside dans un virion icosaédrique non enveloppé, d’un diamétre d’environ 34

nm (Schneemann et al., 1998) (Figure 14). L’ARNI1 (3.1 kb) code la RdRp virale située sur la
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membrane externe des mitochondries dans les cellules infectées, ainsi qu’un ARN3
subgénomique ayant deux ORF qui codent deux protéines : la protéine B1 dont la fonction est
inconnue, et la protéine B2 qui est un VSR liant I’ARNdb (Eckerle & Ball, 2002; H. Li et al.,
2002; D. J. Miller et al., 2001; D. J. Miller & Ahlquist, 2002). L’ARN?2 (1.4 kb) code la seule
protéine (o) structurale de la capside du virion (Dasgupta et al., 1984), qui est ensuite clivé en
fragments deux fragments (B et y) aprés l'assemblage du proviron (Nangia et al., 2020;
Schneemann et al., 1998). Les deux molécules de son génome ne sont pas polyadénylées

(Guarino et al., 1984).

RNA-1 (1kb) RNA-2 (1.4kb)
50— ORFla —3-0H 5'e—] Capsid protein o —3"-OH
i ORF1b ¢
I ?
[ RdRp | [ Capsidp | | ¥ ]

5 3-OH

subgenomic RNA-3 (0.4kb)

Figure 14 : Génome a ARN simple brin positif du Flock House Virus (FHYV).

Génome linéaire bisegmenté, composé d’un ARN-1 de 3,1 kb et d’un ARN-2 de 1,4 kb. L'extrémité 5' de chaque segment de
génome est coiffée. L'extrémité 3' n'a pas de tract poly (A). L'”ARN1 code directement pour I'ARN polymérase ARN-dépendante
(protéine A) et 'ARN2 pour la protéine de la capside. Un segment ARN-3, un ARN subgénomique, est également produit et
code les protéines B1 et B2. D’apres Hulo et al. (2011).

Apres l'entrée et le désenrobage des virions par endocytose médiée par des récepteurs
dans la cellule hote, le génome viral est introduit sous forme d’ARNm pour étre traduit et
amplifié par la RdRp du virus (Figure 15). L’encapsidation est réalisée par la seule protéine o
dans le cytoplasme. Lors de la réplication, ’ARN3 subgénomique est amplifi¢ a partir de
I’ARN1 permettant la synthése des protéines qu’il code. En complément du role de suppresseur
viral de la protéine B2, la synthése de ’ARN viral induit des invaginations de la membrane
mitochondriale externe des cellules infectées, également appelé des sphérules, permettant de
séquestrer les complexes de réplication et les intermédiaires d’ARNdb afin de les protéger de
la voie d’ARNi (Eleftherianos et al., 2011; Kopek et al., 2007; D. J. Miller et al., 2001).
L’apoptose est induite a la fin du cycle infectieux du FHV, probablement pour libérer les
particules virales et permettre une propagation ultérieure du virus dans les cellules voisines (B.

Liu et al., 2013; Settles & Friesen, 2008).
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Figure 15 : Schéma du cycle d'infection du FHV.

Les particules virales pénétrent dans la cellule par l'intermédiaire d'un récepteur inconnu. Apres le désenrobage, les ARN du
génome (+) sont traduits en protéine A, en protéine de capside et en B2. La protéine A s'associe aux mitochondries dans les
sphérules induites par le virus et séquestre les ARN (+), qui servent de matrice pour la production des brins (+). Les protéines
de la capside et les ARN (+) nouvellement synthétisés forment des provirions et des particules infectieuses. Le virus
nouvellement formé est ensuite libéré de la cellule. MT : mitochondrie, ER : réticulum endoplasmique, R : ribosome, A :
protéine A, CP : protéine de capside, Nucleus : noyau. D’aprés Chtarbanova (2011).

1.2.2. FHYV : Inhibition des défenses de I’hote versus mécanismes antiviraux

Initiée par Dcr-2 avec la production de siARN viraux, la réponse immunitaire induite
par la voie d’ARNI chez les drosophiles est négativement corrélé avec I’accumulation d’ARN
viral dans les cellules infectées (Gammon & Mello, 2015). Récemment, il a ét¢ découvert qu'un
mécanisme indépendant de la voie des siARN maintiendrait I’inhibition du virus dans la plupart
des cellules somatiques folliculaires des ovaires, suggérant l'existence d’une couche
indépendante de défense (N. Martins et al., 2019). Pour faire face aux défenses de I’hdte, le
VSR B2 du FHV agit en bloquant I’acces aux composants protéiques de la voie des siARN aux
ARNdb (Chao et al., 2005; Lingel et al., 2005) (Figure 16). Bien que la protection ne soit pas
totale, il a été démontré que le succes de I’infection chez la drosophile dépendait de I’expression
du VSR qui facilite la réplication et ’accumulation de particules virales (Aliyari et al., 2008;
Myles et al., 2008). En effet, un individu infecté par un mutant du FHV déficient en B2 est
capable de rapidement contrer ’infection. Inversement, une infection avec ce méme virus
mutant chez des mouches mutantes Dcr-2 ou R2D2 conduit a une accumulation importante de
virions (Galiana-Arnoux et al., 2006; Y.-H. Han et al., 2011; Marques et al., 2013; Petrillo et
al., 2013). De plus, la protéine B2 se lie indifféremment aux siARN et aux long ARNdb,
affectant ¢galement les siARN produits a partir de sources endogénes, tels que les ET (Berry et
al., 2009; Monsion et al., 2018). Par ailleurs, elle ne semble pas ou tres peu interférer dans les

ovaires, tout comme le VSR de DCV (Berry et al., 2009). En outre, la protéine B2 interagit dans
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les cellules infectées avec les intermédiaires d’ARNdb viraux pour supprimer la production de

siARN dérivés du FHV, et avec la RARP codée par le virus pour protéger I’ARN viral de

@ FHV
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I’action de la protéine Dcr-2 (van Rij et al., 2006).
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Figure 16 : Schéma des étapes clés de 'immunité antivirale a base d'ARNi induite chez D. melanogaster par l'infection
par le Flock House Virus (FHV).

Apres l'entrée et le désenrobage des virions du FHV, I'ARN génomique a brin positif (ARN(+)) sert a la fois d'ARNm pour la
traduction de I'ARN polymérase dépendante du virus (RdRP) et de modele pour la synthése de 'ARN antigénomique a brin
négatif (ARN(-)). La production préférentielle d' ARN (+) par la RdRP virale est obtenue par de multiples cycles d'initiation de
la synthese de I'ARN a partir de I'extrémité 3’ de I'ARN (-) peu abondant. L'ARN double brin (ARNdb) formé entre I'ARN (+)
naissant 5'-terminal et I'ARN (-) modeéle est reconnu par Dicer 2 (DCR2) et clivé en petits ARN interférents (siRNA),
déclenchant ainsi une immunité antivirale basée sur I'ARN. Les siARN viraux sont assemblés avec Argonaute 2 (AGO2) dans
le complexe de I’inhibition induite par I'ARN (RISC), méthylés a l'extrémité 3’ (représentée par un cercle noir) par HEN1 et
utilisés pour guider la clairance spécifique des ARN du FHV. La protéine B2, un suppresseur viral, codé par FHV cible deux
étapes de cette voie immunitaire : l'inhibition de la production de siRNA viral en se liant au RdRP viral et au précurseur
d'ARN(db viral, et la séquestration des siRNA viraux en se liant aux siRNA duplex. Logs-PD : loquace-isoforme PD. D’apres
Ding (2010).

P

En parall¢le de la voie d’ARNi activée par 1’hdte lors d’une infection par FHV, il a été
observé qu'un ensemble de génes de la voie Jak/STAT sont induits par le virus, notamment les
genes Turandot en culture cellulaire ou vir-1 chez des drosophiles infectées (Dostert et al.,
2005; Ekengren et al., 2001). Néanmoins, le role de cette voie semble plutdt agir au niveau de
la tolérance, la cinétique d’induction des genes étant lente. En lien avec les résultats observés
pour DCV et DXV, la protéine G9a permettrait également de réguler 1’activation de la voie

Jak/STAT, et donc les effets déléteres pouvant étre causés par son hyperactivité, lors d’une
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infection par FHV (Merkling et al., 2015). D’autre part, le role de la voie Toll a été analysée en
comparant des infections orales et intrathoraciques. Elle semble efficace uniquement lors
d’infections orales, avec une résistance virale réussie lors de I’induction de certains facteurs de
transcription, comme Dorsal mais pas Dif (Ferreira et al., 2014). Récemment, (R. Shen et al.,
2022) ont identifié et caractérisé le role d’un suppresseur de tumeur, le dRASSF (drosophila
Ras-association domain family), en tant que régulateur de la réponse immunitaire & une
infection virale chez la drosophile. Ils ont découvert que la perte de ce régulateur compromettait
la voie Imd, suractivait la voie Jak/STAT et entrainait une vulnérabilité importante face a
I’infection. Ainsi, cette protéine régulatrice semble étre nécessaire a 1’activation de la voie Imd
ainsi qu’a la modulation de ’activité de la voie Jak/STAT, 1’augmentation de la charge virale
chez les mouches mutantes dRASSF étant corrélé avec I’hyperactivité de la voie Jak/STAT. Il
est également intéressant de noter que les deux protéines PRGP-LC et imd ne semblent pas
nécessaires a la réponse antivirale contre FHV mais reste essentiel contre les bactéries gram-
négatives, contrairement a dRASSF qui ne semble pas nécessaire pour I’activation de la voie

Imd pour ce type d’infection bactérienne (R. Shen et al., 2022).

1.3. Invertebrate Iridescente Virus 6 (IIV-6)

Les virus iridescents d’invertébré IIV (IIV) ont été découverts pour la premiére fois en
1954 chez des populations de larves de tipules, de gros moustiques (Tipula paludosa),
communément appelés ‘cousins’ (Xeros, 1954). Subdivisés en cinq genres, ils ont donc la
capacité de se propager au sein d’une large gamme d'hotes de vertébrés et invertébrés, infectant
plus de 100 especes d’arthropodes (Williams et al., 2000, 2017). IIV-6, également connu sous
le nom de Chilo iridescent virus (CIV), fait partie du genre des Iridovirus, de la famille des
Iridoviridae (Asgari & Johnson, 2010; Chinchar, Hick, et al., 2017). 11 a été isolé a partir du
Iépidoptere Chilo suppressalis, un ravageur du riz (Fukaya & Nasu, 1966). Bien qu’étant
pathogéne non naturel de la drosophile, il peut se répliquer et provoquer des infections
pathogenes chez ces derniéres (Bronkhorst et al., 2012; Constantino et al., 2001; Teixeira et al.,
2008). Une caractéristique spécifique du IIV-6 est la coloration violette, une iridescence qui
apparait chez des individus infectés : elle est due a ’accumulation de particules virales et a leur
disposition en réseaux para-cristallins dans le cytoplasme des cellules hotes (Williams, 2008).
Les effets du ITV-6 sont généralement non cytopathiques, conduisant davantage a une infection
persistante chez la drosophile avec une 1étalité modeste lors d’injections virales (Teixeira et al.,

2008).
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1.3.1. IIV-6 : Génome et réplication

Contrairement aux DCV, DXV et FHV, IIV-6 est un virus a ADN double brin (ADNdb)
linéaire, a symétrie icosaédrique et de 185 nm de diamétre (Jakob et al., 2001; Jakob & Darai,
2002). Le génome viral est grand (212 482 pb) et trées complexe, codant 468 ORFs dont 215
ORFs putatifs qui ne se chevauchent pas (Eaton et al., 2007). Le virus code également pour 54
protéines structurelles, des composantes de la particule virale mature, dont les fonctions sont
cruciales notamment dans les processus de pathogenese, de transcription, de réplication,
d’assemblage et de libération du virus (Ince et al., 2010; Whitley et al., 2010). Les virions sont
composés de trois domaines : un noyau ADN-protéine contenant le génome entouré d’une
membrane lipidique interne avec des polypeptides associés, d'une capside protéique et d’une
enveloppe virale externe dans le cas ou les particules virales bourgeonnent hors des cellules
(Williams, 1998; Williams et al., 2005; Yan et al., 2009). D’autre part, il a été décrit qu’aucune
trace d’intron n’a été retrouvée dans les transcrits des geénes de ces virus et que les ARNm
viraux sont dépourvus de queues poly(A) (ince et al., 2013; W. J. Song et al., 2004; Tsai et al.,
2007).

Les connaissances du mécanisme de réplication du IIV-6 sont basées sur celle du virus
3 de la grenouille (Frog Virus 3, FV3), supposé similaire et devenu un mod¢le pour tous les
Iridovidus (Granoff, 1984 ; Goorha, 1982 ; Williams et Ward, 2010) (Figure 17). Aprés liaison
a la cellule hote par l'intermédiaire de récepteur cellulaire, il a initialement été suggéré que la
particule virale pénétre par endocytose médiée par la clathrine lorsqu’elle est enveloppée ou
par fusion au niveau de la membrane plasmique dans le cas ou le virus est non enveloppé
(Braunwald et al., 1979, 1985; Gendrault et al., 1981; Y. Liu et al., 2016). Il a récemment été
proposé que I’entrée soit faite par pinocytose, c'est-a-dire par absorption a ’aide de petites
vésicules (C.-J. Guo et al., 2011; Jia et al., 2013; S. Wang et al., 2014). Une fois entrée dans la
cellule, la premiére étape de la réplication de I’ADN viral commence dans le noyau par le biais
d’une ADN polymérase codée par le virus (Goorha et al., 1978; Nalcacioglu et al., 2003).
Toujours dans le noyau, le virus y transcrit ses génes précoces immédiats (IE) et tardifs (DE)
par l'intermédiaire de I' ARN polymérase II de I'hote (Barray & Devauchelle, 1987; D’Costa et
al., 2001). Une fois synthétisé, I’ADN est transporté dans le cytoplasme ou a lieu la seconde
¢tape de la réplication, avec la formation de concatémere d’ADN, pouvant avoir une taille
jusqu’a dix fois supérieure a celle du génome, qui seront emballés dans les virions (Willis et

al., 1984). La transcription des génes tardifs, la troisiéme classe temporelle de transcrits du
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virus, a lieu a I’aide de I’ARN polymérase que code le virus (Ince et al., 2013). Aprés maturation

des particules virales, la libération des virions se fait par bourgeonnement ou par lyse cellulaire.
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Figure 17 : Schéma de la réplication des Iridoviridae.

La stratégie de réplication illustrée est celle du Frog Virus 3 (FV3), représentant celle de tous les membres de la famille. L'ADN
viral pénetre dans le noyau apres le désenrobage, ou ont lieu la transcription virale précoce et la synthése de génomes d'ADN.
Ils sont ensuite transportés dans le cytoplasme ou ils sont méthylés et ou la deuxiéme étape de la synthése de I'ADN aboutit a
la formation de concatémeéres composés de 10 molécules d'ADN ou plus. La transcription tardive nécessite une synthése
continue de I'ADN viral et est catalysée par une ARN polymérase ADN-dépendante codée par le virus. L'ADN viral et les
protéines interagissent dans des sites d'assemblage viral morphologiquement distincts et forment des virions matures. Voir le
texte pour plus de détails. D’apres Chinchar, Waltzek, et al. (2017).

1IV-6 : Inhibiteur de la voie d’ARNi

Parmi les nombreuses protéines que code IIV-6 se trouvent deux candidats suppresseurs
de la voie d’ARNi. Le premier, homologue putatif de I’ARN polymérase III, est ’ORF 142R,
et le second est ’ORF 340 R, une protéine contenant des domaines de liaison a I’ARNdb
(dsRBD : Double-Stranded RNA-binding Motif). Des travaux ont mis en évidence que cette
derniére était considérée comme un VSR, bloquant I’ARNi en se liant & ’ARNdb long ou en
empéchant la transformation en siARN par Dcr-2 et ainsi I’incorporation de siARN fonctionnels
dans le complexe RISC (Bronkhorst et al., 2014). Récemment, Bronkhorst et al. (2019) ont
observé qu’une infection par IIV-6 modifiait également 1’expression de certains miARN
cellulaires au niveau post-transcriptionnel. En effet, ils suggérent que le VSR 340R serait
¢galement capable de se lier aux miARN de maniére spécifique, bien que les dsSRBD n'aient pas
¢été décrits comme agissant de maniére spécifique a la séquence de I’ARNdb (Ferrandon et al.,
1994), séquestrant ainsi les miR-305 afin d’empécher leurs fonctions et de permettre

I’accumulation du virus.
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Il est important de noter que le génome du IIV-6 contient des régions de courtes
séquences d’ ADN répétés (M. Fischer et al., 1988). Par exemple, les ORFS 216R, 396L et 443R
ont ét¢ décrits comme étant de grands éléments d’ADN répétitifs du génome de IIV-6
(Nalgacioglu et al., 2009). Par ailleurs, une étude a mis en évidence la capacité d’'un nombre
important d’ET de D. melanogaster a s'intégrer dans le génome du IIV-6 au cours de la

réplication (Loiseau et al., 2020).

1.3.2. IIV-6 : Défenses de I’hote

Outre la présence de VSR, I’infection de drosophiles mutantes Dcr-2 et Ago2 a montré
que la voie d’ARNi fournit une défense antivirale contre ce virus a8 ADN (Bronkhorst et al.,
2012; de Faria et al., 2022). Concernant la voie Jak/STAT, certaines études n’ont pas observé
de phénotype particulier chez des mutantes Jak ou n’ont pas détecté I’activation du gene vir-/
lors de I’infection par IIV-6 (Dostert et al., 2005; Kemp et al., 2013). Cependant, des résultats
contradictoires ont été récemment décrits. En effet, il a été rapporté qu’une voie dépendante de
p38b activerait la voie Jak/STAT et permettrait de médier la tolérance a 1’infection par I11V-6,
n’ayant pas observé de modification de charges virales (West & Silverman, 2018a). Ils
suggerent le role essentiel des génes p38b et Stat92FE pour pallier 1’infection, entrainant
I’induction des protéines Turandot et la production des cytokines, Unpaired, activatrice de la
voie Jak/STAT. De plus, il a été décrit que I’infection par IIV-6 entrainait une augmentation
rapide puis une régulation a la baisse des genes AMP, suggérant une capacité du virus a inhiber
les voies Imd et Toll (West et al. 2019). Aucune résistance associée a Wolbachia de 1’hote face

a I’infection par IIV-6 n’a été observée chez la drosophile (Teixeira et al., 2008).
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Tableau 2 : Principales caractéristiques du Virus C de la Drosophile (DCV), Virus X de la Drosophile (DXYV), Flock
House Virus (FHV) et Invertebrate Iridescent Virus 6 (IIV-6).

Wolbachia

Virus Drosophila C Drosophila X Flock House Iri(l;gce:;etb\l;?:lis 6
virus (DCYV) virus (DXYV) Virus (FHYV)
(IIV-6)
Héte naturel Drosophila Drosophila Costelytra Chilo suppressalis
P P zealandica PP
Famille Dicistroviridae Birnaviridae Nodaviridae Iridoviridae
Genre Cripavirus Entomobirnavirus Alphanodavirus Iridovirus
Génome ARNSsb (+) ARNdb ARNSsb (+) ADNdb
Segments Un Deux Deux Un
Pathogenése chez Cytopathique, . . Non cytopathic,
la drosophile persistant Cytopathique Cytopathique persistant
Protéine Al VP3 B2 340R
s . . . siARN
Voie ciblée siARN siARN siARN IMD/Toll (?)
- Protéine de liaison
VSR . .. . .. al'ARNdb : longs
- - Protéine de liaison | Protéine de liaison
Protéine de liaison | | ., 1 ) ARN(GdD et duplexes
. < al'ARNdb : longs | al'ARNdb : longs .
Mécanisme | a I'ARNdD : longs siRNA
ARNGdb et duplexes | ARNdb et L
ARNdb . . - Activation
siRNA duplexes siRNA -
transcriptionnelle
médiée par Relish ?
ML W Jak/STAT, ARN;, Toll, ARNi Jak/STAT, ARNi ARNi
antiviral de I’hote autophagie
LG S P Oui Non déterminé Oui Non

2. Virus : d’un point de vue technique

Pour pouvoir obtenir des stocks viraux suffisants pour réaliser I’ensemble des infections
virales, notamment selon des conditions expérimentales et avec des charges virales identiques,
il a été nécessaire d’amplifier les aliquots de virus gracieusement fournis par le laboratoire de
Carla Saleh (Institut Pasteur, Paris) pour DXV et FHV, et Clément Gilbert (CNRS, Université
de Paris-Saclay) pour IIV-6.

Avec I’aide d’Anais Larue et apres plusieurs tentatives, nous avons réussi a mettre en
place des cultures de cellules de drosophiles Schneider S2R+ fournies par le laboratoire de

Séverine Chambeyron (Institut de Génétique Humaine, CNRS, Montpellier). Pour pouvoir
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¢tablir et maintenir les cellules, elles ont été cultivées dans un milieu Schneider pour
drosophiles supplémenté avec du sérum bovin feetal (FBS) qui apporte les facteurs permettant
de favoriser la croissance embryonnaire, et avec de la pénicilline et de la streptomycine, des
antibiotiques utilisés en culture cellulaire pour éviter tout risque de contamination. Les aliquots
ayant des concentrations virales différentes, la quantité nécessaire pour amplifier chacun des
virus a di étre ajustée a une multiplicité d’infection (MOI) de 0.1 pour DXV, de 1 pour IIV-6
et de 2 pour FHV. Enfin, aprés sept jours d’infection, des étapes de congélation, de
décongélation et de centrifugation des cellules ont permis de dégrader les cellules, libérer les
particules virales et éliminer tout débris cellulaires.

Grace aux techniques transmises par Rita Rebollo et Natacha Kremer, aux installations
mises a notre disposition par le laboratoire de Biologie Fonctionnelle, Insectes et Interaction
(BF2i, Lyon), et force de persévérance, nous avons réussi a produire et amplifier les trois virus
¢étudiés dans ce deuxi¢me chapitre. Il convient de noter que toute la mise en place de la culture
cellulaire, de I’amplification et de la production des stocks viraux a nécessité beaucoup de
temps. De plus, dG a un retard dans le traitement des données de séquencage, les données ARN
de ce chapitre ont été€ recu que trés récemment et les données de séquengage de petits ARN sont

toujours en cours de traitement.
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3. Article

3.1.Transposable elements are modulated by various types of viruses in

Drosophila melanogaster and Drosophila simulans

En préparation
Camille A Mayeux ?, Anais Larue °, Chloé Garambois ?, Héléne Henri ?, Rita Rebollo®,
Natacha Kremer ?, Séverine Chambeyron ¢, Marie Fablet?
2 Université de Lyon, Université Lyon 1, CNRS, VetAgro Sup, Laboratoire de Biométrie et
Biologie Evolutive, UMR 5558, F-69622 Villeurbanne, France
®Univ Lyon, INRAE, INSA Lyon, BF2I, UMR 203, F-69621 Villeurbanne, France
¢ Institut de Génétique Humaine, CNRS, 34396 Montpellier CEDEX 5, France

INTRODUCTION

Among pathogens, viruses are the most abundant and diverse infectious agents (Bonning, 2019;
Wasik & Turner, 2013). They are ubiquitous in the environment and they threaten all living
organisms (Prangishvili et al., 2006). They are responsible for a large number of diseases, which
makes them important public health and research issues, particularly in terms of detection,
treatment and prevention of viral diseases (Harvey & Holmes, 2022). Moreover, their ability to
infect new hosts, especially through interspecies transmission, is the main cause of emerging
infectious diseases (Baxter et al., 2017; Sironi et al., 2020). However, viruses are not the only
nucleic acid fragments that threaten organisms. Transposable elements (TEs) are DNA
sequences with the ability to move along the genome. They are an important component of
genomes of diverse origins, varying in quantity and activity within the organisms (Warren et
al., 2015; Deniz et al., 2019). For instance, they represent approximately 19% of the Drosophila
melanogaster genome, whereas the Zea mays genome contains 80% of TEs (Mérel et al., 2020;
Schnable et al., 2009). Due to their mobile and repetitive nature, TEs are an extensive source

of mutations, sometimes having adaptive effects for the organism (Bourque et al., 2018).

In order to be protected from both viruses and TEs, organisms have developed controlling
mechanisms such as the RNA interference (RNAi). RNAi pathway relies on the production of
small non-coding RNA molecules that will (1) regulate gene expression or translation, (2)
defend the host against viral pathogens, (3) protect the genome against the activity of TE
(Fablet, 2014; Mussabekova et al., 2017). The RNAi system can be divided in three main
pathways, depending on the type of small RNA involved and the biological function: the PIWI-
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interacting RNA (piRNA), the small interfering RNA (siRNA), and the microRNA (miRNA)
pathway. In Drosophila, whereas miRNAs mainly guide the translational repression of
mRNAs, the piRNA pathway is mainly active in germ cells, and the siRNA pathway controls
TEs especially in somatic tissues (W.-J. Chung et al., 2008; Kawamura et al., 2008; Okamura
et al., 2004, 2008). Moreover, the siRNA pathway also represents one of the main immune
responses against viral infections in insects, using viral double-stranded RNAs (dsRNAs) as
precursors (Karlikow et al., 2014; Kemp et al., 2013; van Mierlo et al., 2012). Studies of viral
cycle replication suggested that most viruses, if not all, produce dsRNAs (Son et al., 2015;
Weber et al., 2006). While double-stranded RNA (dsRNA) viruses produce dsRNA molecules
during their replication steps, single-stranded RNA (ssRNA) viruses produce dsRNA
intermediates by an RNA-dependent RNA polymerase (RdRp). For double-stranded DNA
(dsDNA) viruses, the formation of dsSRNAs is enabled by the transcription from bidirectional

promoters.

Host-virus interactions have led to the development of viral strategies and countermeasures
against host defense mechanisms, probably to ensure efficient replication and transmission. For
example, insect viruses can encode suppressors of RNAi (VSRs) which may act at different
stages of the pathway by inhibiting or suppressing RNAI activity (Csorba et al., 2015; Diaz-
Pendon & Ding, 2008). Insect viral suppressors have been shown to be potent inhibitors of
antiviral RNAI, likely varying the severity and pathogenicity of infection according to the virus
(Gammon & Mello, 2015; Y.-H. Han et al., 2011). Indeed, several studies carried out in
Drosophila have observed the important role of VSRs, such as B2 protein of Flock House Virus
(FHV) (ssRNA(+), Nodaviridae), VP3 of Drosophila X Virus (DXV) (dsRNA, Birnaviridae)
and 340R of Invertebrate Iridescent Virus 6 (IIV-6) (DNA, Iridoviridae) (Galiana-Arnoux et
al., 2006; H. Li et al., 2002; Zambon et al., 2006). These three viral suppressors can bind long
viral dsRNAs and prevent binding of Dicer-2 (Dcr-2) through a canonical dsRNA binding
domaine (dsRBDs) for IIV-6, and a noncanonical domain for the VSR of DXV and FHV
(Bronkhorst et al., 2012; Chao et al., 2005; van Cleef et al., 2014). In addition, the proteins B2
and 340R bind siRNA duplexes that prevent and inhibit incorporation into the RISC
(Mussabekova et al. 2017).

Using the arbovirus Sindbis (SINV, ssRNA(+)) (Roy et al., 2020) and the natural Drosophila
pathogen Sigma virus (DMelSV, ssRNA(-)) (Roy et al., 2021), we previously found that viral
infection affects TE activity and modulates the levels of derived-piRNA and -siRNA in D.

simulans. The results also suggested that the effect of the interaction between TE control and
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antiviral response was dependent on the virus family. Furthermore, by studying infection with
the Drosophila C virus (DCV), a member of the Dicistroviridae family, we were able to detect
a modulation on TE control in a more complex manner compared to DMelSV and SINV
infection, as DCV encodes the supressor VSR 1A which binds long dsRNAs (Mayeux et al. in
prep). We previously showed that infection with DCV interferes with the control of TEs in a
more complex manner than DMelSV, known for its tropism for the ovaries, or a non-natural
pathogen such as SINV. Overall, these results suggest a major role for TEs in Drosophila
immune response, with a high amount of TEs in the host genome being associated with more

efficient antiviral immunity.

Here, our results showed that the host's antiviral immune response, especially RNAi pathway
is affected by viral infection, but also involves other pathways that are now well described for
their involvement in response to infection. We analysed the interaction between TEs, the RNAi
machinery and viruses differing by the nature of their genome in both D. melanogaster and D.
simulans that have recently diverged. Besides the studies with SINV and DMelSV, little is
known on how viral pathogens encoding a VSR, as DCV, DXV and FHV, can affect the RNAi
pathway responsible for both antiviral defense and TE control, making it necessary to study
different viruses in different host species. We provide further evidence that, like D.
melanogaster, D. simulans is also a relevant model for responses to viral infections, allowing
both interspecific and host genotype-specific effects to be observed. Indeed, TE transcript
amounts were affected in these two species in different ways. Interestingly, we also detected
variable effects depending on somatic and germinal tissue, virus and species. In addition, we
hypothesize that the TE content needs to strike a balance, to remain useful and not harm the
host. Here, preliminary results obtained with DXV, FHV and IIV-6 support our hypothesis that

a high TE load in the transcriptome is associated with better antiviral immunity.

RESULTS

D. melanogaster w''' and D. simulans Makindu differ in mortality and viral loads upon
infection with DXV, FHV and I1V-6

To study the independent effect of DXV, FHV and IIV-6 viruses, we infected adult D.
melanogaster w'''8 and D. simulans Makindu female by intrathoracic injection. DXV, FHV
and IIV-6 viruses differ in the nature of their genomes, being DXV the only natural pathogen
of Drosophila. However, it is now well established that all three viruses can infect flies under

laboratory conditions (Bronkhorst et al., 2012; Dasgupta et al., 1984; Zambon et al., 2005). As

102



Chapitre 2

expected, our results showed that each virus caused a rapid death of infected flies compared
with control flies in both species (Fig 1A., B., C.). In addition, we found that flies infected with
IIV-6 virus showed an iridescence, a purple coloration confirming their infected state. This
purple coloration is due to the accumulation of viral particles and their arrangement in para-
crystaline networks in the cytoplasm of host cells (Williams, 2008) (Fig. 2). Although the
injected viral loads differed between viruses, our infection protocol let do delayed mortality for
IIV-6. Indeed, infected flies with IIV-6 survived up to 30 days, whereas flies infected with DXV
and FHV survived up to 15 days. These results suggest that our infection protocol led to more
acute infections using DXV and FHV. These observations are consistent with the known effects
of IIV-6, which are generally non-cytopathic, i.e. they do not alter infected host cells, and tend
to lead to persistent infection in Drosophila (Teixeira et al., 2008). Comparing the effect of the
infection in two species, we found that only the DXV virus caused a significantly faster decrease

in survival in D. simulans compared to in D. melanogaster (log-rank test, p-value =< 0.001).
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Figure 1. D. melanogaster w'''® and D. simulans Makindu survival after an infection with DXV (A), FHV (B) and I1V-6
(C). Error bars represent the standard error of the mean (SEM). Kinetics of DXV (D), FHV (E) and IIV-6 (F) replication using
RT-qPCR (individual extractions of whole infected flies).

104



Chapitre 2

We next assessed for the three viruses their dynamics of viral replication using qPCR or RT-
qPCR, depending on the virus, analyses of whole flies individually extracted at different days
post-infection (dpi). First, we confirmed that all three viruses replicate in both D. melanogaster
w!18 and D. simulans Makindu. DXV replicated efficiently, with a rapid increase in viral titer
between 4 and 6 dpi (Fig. 1A). Although the two species studied showed significant differences
in terms of mortality, the average level of detected DXV RNAs was relatively similar (student
test, p-value = 0.888). The opposite effect was observed for the two other viruses. D.
melanogaster and D. simulans flies did not show differences in mortality after an infection with
FHV or IIV-6 virus, but they showed significant differences in viral titer: we found a 2.42-fold
increase in FHV RNA in D. simulans at day 8 and a 17.31-fold increase in I[IV-6 DNA at day
12 compared to D. melanogaster (student test, p-value = 0.016 and p-value < 0.001,
respectively). Overall, our results allowed us to determine a day for each virus to study the
effect of viruses on TE transcripts amounts, reconciling (i) the exponential phase of viral
replication and (ii) a mortality rate of less than 50% in order to have a sufficient number of

infected flies for sequencing: 6 dpi for DXV, 8 dpi for FHV and 12 dpi for IIV-6 (Fig. 1).

Mock

1118

Fig. 2. D. melanogaster w'''® non-infected (mock) and infected flies with IIV-6. Infection with IIV-6 causes iridescence in the

eyes, thorax and abdomen.

Effect of TE content on survival following different viral infections

To study the effect of TE insertions in the viral response, we used a thermo-inducible
knockdown strain of the Piwi gene to perform survival assays. Piwi is one of the key genes in
the small-RNA TE silencing pathway. Thus, a Piwi knockdown may result in TE activation
(Barckmann et al., 2018). The aforementioned strain was subjected to different generations of
TE derepression, allowing the accumulation of new TE insertion over time (Barckmann et al.,

2018). We therefore infected with DXV, FHV and IIV-6 flies that had undergone 10 (S10), 30
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(S30), 70 (S70) and 100 (S100) generations of TE derepression. The initial generation (S0) was
also infected as a control. For each of these lines, we measured the mortality of individuals in
the infected and uninfected (mock) condition, up to 30 dpi for DXV and up to 50 dpi for FHV
and IIV-6 (Fig. 3).
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Figure 3. Transgenic fly survival curves upon DXV (A), FHV (B) and IIV-6 (C) infection. Infected flies are represented with
full lines, whereas mocked flies are represented with dotted lines. Error bars represent the standard error of the mean (SEM).

We found that transgenic flies infected with DXV showed no differences in survival compared
to SO (log-rank test, p-values > 0.05) (Figure 3A.). However, we did find that, after an infection
with FHV, S70 appeared to be more resistant to the infection compared to SO (log-rank test, p-
value = 0.008) and also compared to all the other transgenic strains (S10 : log-rank test, p-value
= 0.020; S30 : log-rank test, p-value = 0.020, S100 : log-rank test, p-value = 0.008) (Figure
3B.). Main differences in survival were observed at the beginning of the infection, between
days 0 and 20 (Figure 3B.). Finally, for I[IV-6 virus, S30 and S70 showed increased resistance
to the virus compared to SO (log rank test, p-value = 0.044 and p = 0.014, respectively) (Figure
3C.) In addition, we noted that S100 did not show more resistance than SO following any

infection.

Overall, our results are in agreement with our previous study (Mayeux et al. in prep), suggesting
that differences in TE content can lead to differences in survival following infection depending

on the virus and the transgenic line.
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RNA-seq reads mapping against IIV-6 show different profiles between tissues

We performed RNA-seq analyses in ovaries and carcasses (rest of the body) of infected and
non-infected female flies. We first tested if RNA-seq reads mapped against the viral genome
differently between tissues and species. In every sample analyzed (carcasses and ovaries from
D. melanogaster and D. simulans), we observed that DXV RNA-seq reads mapped along the
entire viral genome sequence. Notably, there was a slight increased coverage in the 3’ half of
the segment A viral genome, specifically in the region responsible for encoding structural
proteins (VP3) (Fig. S1). Similar results were observed for the bisegmented FHV genome
(RNAI, 3,107 pb; RNA2, 1,400 pb): we found that FHV RNA-seq reads were mapped
throughout the viral genome sequence in all the samples, with no specific increase in a region
of the genome. Finally, IIV-6 RNA-seq data did show differences between tissues: reads
mapped completely against the long IIV-6 genome in carcasses, as well as against his VSR
340R, whereas they aligned only at one specific location in ovaries: a hotspot between ~ 91 000
and ~ 92 000 pb (Fig. S1). This uneven distribution could be related with data already obtained
similarly with viral siRNAs in the IIV-6 genome by (Bronkhorst et al., 2013; Kemp et al., 2013).
In summary, only after an infection with IIV-6 virus, ovaries and carcasses show different
mapping profiles. Moreover, we could not find any differences in mapping profiles between

species.

Since after an infection with DCV we previously found some chimeric transcripts in carcasses,
i.e. chimeric virus-TE transcripts (Mayeux et al. in prep), we checked whether the other viruses
acted in the same way by using a bioinformatic pipeline recently developed by (Oliveira et al.,
2022), ChimeraTE. We did not detect the presence of chimeric transcripts containing both

virus-derived and TE-derived sequences in D. melanogaster.

DXV, FHV and I1V-6 modulate TE transcript amounts in Drosophila

To test whether TE transcript amounts are modulated following DXV, FHV and I1V-6 infection,
we used the RN A-seq data from ovaries and carcasses of infected and non-infected female flies.
We detected a significant overall modulation of TE transcript amounts after any infection in
both carcasses and ovaries for both species (Fig. 4). Nevertheless, TE transcript amounts were
not changing in ovaries after an infection with DXV in D. melanogaster (Fig. 4). Moreover, in
D. melanogaster, our results showed that the overall effect of DXV and FHV on the TE
transcript amounts is similar, although the log2FC is more or less different (Table S1). Indeed,
these infections decrease TE transcript amounts in ovaries and increase them in carcasses in D.

melanogaster. In contrast, the impact of the II'V-6 DNA virus was not tissue-specific: there was

107



Chapitre 2

an significant increase in TE transcripts amounts, with a higher effect in carcasses (mean per
TE family 1g2FC = 0.83, paired Wilcoxon test: p-value = 1.5e-63) than in ovaries (mean per
TE family 1g2FC = 0.16, paired Wilcoxon test: p-value = 2.4e-14). However, as the analysis
was carried out four to six days after FHV and DXV, we can't exclude the possibility that this

greater modulation is due to the longer infection times.

In D. simulans, we found different results compared to its sister species D. melanogaster. The
impact of DXV was tissue-specific, resulting in a significant decrease in the quantities of TE
transcripts in carcasses, and a very slight in ovaries (mean per TE family 1g2FC =-0.002, paired
Wilcoxon test: p-value = 7.4e-10). We also found that there was a decrease TE transcript
amounts in carcasses and an increase in ovaries after an infection with FHV. However, the
opposite pattern was observed for IIV-6 virus: TE transcript amounts decreased in ovaries and
increased in carcasses. Although no viruses other than those used for the infections were
detected in the infected individuals, it should be noted that American nodavirus (ANV) was
detected within the flies from the RNA-seq data. This suggests that the cells used to prepare the
viral and control stocks were chronically infected with ANV, as is often the case in many

laboratories (S. Liu et al., 2023).

Taken together, these results showed that viruses can modulate the effect on TE transcript

amount in several ways in different Drosophila species and tissues.

¥ Y ¥

DXV -0.14 0.11 -0.002 -0.42
(o)
I 0.5
FHV -0.06 0.34 0.21 -0.30 -1
1IV-6 0.16 -0.17 0.22
D. melanogaster D. simulans

Figure 4. Heatmap of the mean log2 Fold Change values of all TE families for DXV, FHV or IIV-6 between infected and
mock conditions, for D. melanogaster (left) and D. simulans (right). The value shown is the mean log2 Fold Change between
infected and mock conditions. Significant values are shown in bold.
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TE Transcript are modulated at the level of the class, superfamilies and families

We have shown that there is an overall TE transcript modulation in both tissues and species.
These results prompted us to ask whether this overall modulation is due to a specific TE class,
superfamily or family, we have used TEtools (Lerat et al., 2017) to analyse TE expression at
the family level. Across the 237 TE families in all infected samples, we detected a higher
number of differentially expressed (DE) TEs in carcasses than in ovaries. Except in D. simulans
carcasses, we found that the number of DE TEs families was higher after an infection with IIV-
6, followed by FHV and then DXV for both species and independently of the tissue. Indeed, in
D. simulans carcasses, the highest number of DE TEs was obtained by DXV (83 DE TEs), then
by IIV-6 (70 DE TEs), and only 37 DE TEs by FHV. By observing DE TEs shared between
infections, we found that blood was commonly down-regulated following all infections in D.
melanogaster ovaries (Fig. S3). In D. melanogaster carcasses, 11 TEs were differentially
expressed. However, DE TEs differed between species. Indeed, in D. simulans ovaries, G6 and
412 were the only two DE TEs shared between the different infections, up-regulated with FHV
and down-regulated with DXV and IIV-6. In carcasses, 9 TEs were commonly differentially
expressed after infection of all three viruses, although they showed different modulation
directions. Interestingly, a higher number of TEs were shared in carcasses with the three viruses

than in the ovaries, both in D. melanogaster and D. simulans.
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Due to heterogeneity of the modulation at the TE family level, we wanted to test whether the
different superfamilies always show the same modulation direction with the different infections
(Fig. 6 and Table S2). Penelope superfamily was not detected in our samples. Although we only
had one value, we were able to observe that MuDR, piggyBac and Q-element seemed to be
affected by all viral infection (log2FC > 0.5 or < -0.5), except in DXV- or FHV-infected D.
melanogaster ovaries for (Q-element. Broadly, several superfamilies were significantly
impacted by infections in different ways, depending on the tissue and species. In D.
melanogaster, the BEL-Pao superfamily was significantly affected by the infection with FHV
and IIV-6. Jockey was significantly up-regulated by FHV and IIV-6 in carcasses and down-
regulated by DXV in ovaries. Tcl/-Mariner was also among the superfamilies affected by
infection, except in DXV- and FHV-infected carcasses. Specifically in somatic tissues, IIV-6
significantly increased CMC, Crl and Copia, as did FHV for the latter. Apart from FHV-
infected ovaries, Gypsy was up-regulated in all conditions and down-regulated in DXV-infected
ovaries. In D. simulans, BEL-Pao, CMC, Copia, Gypsy, Jockey, RI and Tcl-Mariner were also
significantly modulated. We observed that BEL-Pao and Jockey had the same effects depending
on the tissues and viruses used, having no effect in IIV-6 carcasses where only Copia and Gypsy

were significantly increased after infection.

To further study the impact of DXV, FHV, and IIV-6 infections on the two species, we finally
analysed their effects on TE modulation at the level of the three main TE classes (LTR, LINE
and DNA). We found the same direction of modulation of TE classes in relation to the overall
effects, thus no significant differences across TE classes were detected (Fig. S2 and Table S3).
However, in DXV-infected carcasses we did find a different modulation depending on the TE
class, with an increase in TE transcripts only for LTR elements (mean per TE family 1g2FC =
0.211, paired Wilcoxon test: p-value = 0.016). As expected, the number of differentially
expressed (DE) TE families (up- or down-regulated) was consistent with the global modulation
observed in each condition (Table S2B.). Even if an average decrease is observed, for example,
some TEs were up-regulated. However, it is interesting to note that no TE was up-regulated in
DXV-infected ovaries, even though there was an overall decrease in both Drosophila species

(See Fig. S4 for some TE family details).

Overall, our results suggest that the global modulations observed in the quantities of TE
transcripts are also specific to families, superfamilies and classes, and vary according to tissue,

virus and species.
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Host Immune System Differ in Response to Infections

To investigate whether the genes of D. melanogaster and D. simulans are affected by FHV,
DXV and IIV-6 at the peak of viral replication, we first analysed the number of DE genes in
the RNA-seq data (Table S4). We found that for each infection, tissue and species, there was a
significant number of DE genes, always more genes down-regulated following infection than
up-regulated. Then, gene ontology (GO) enrichment analysis allowed us to observe which
functions were enriched in these DE genes (Fig. S5 and S6). Merkling et al. (2015) have
established the important role of the heat shock response in innate antiviral immunity in
Drosophila, following infection with an RNA virus. Here, we detected an induction of the heat
shock response, specifically in DXV- and FHV-carcasses for D. simulans. To study the genes
in further detail, we used a list of genes corresponding to the main regulatory pathways in
Drosophila, including the RN A1 pathway, the canonical NF-xB pathways such as Toll and Imd
(Immune Deficiency), known for their antibacterial and antifungal roles, and the Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription (Jak/STAT) pathway (Fig. 7 and Table
S5, S6 et S7).

Following DXV infection, we detected a significant increase in the expression of the vir-1 gene
of the Jak/STAT pathway in both D. melanogaster tissues (ovaries: log2FC = 0.69, carcasses:
log2FC = 0.31). Genes involved in RNAI like ago2, aub or piwi, and Imd pathways, such as
Nazo, DiptericinB or Relish, did not display significant upregulation upon DXV infection. In
D. simulans, statistically significant expression were observed in carcasses for logs (log2FC =
0.32), armi (10g2FC = 0.77) (RNAIi pathway), drosomycin (1o0g2FC = 0.57) (Toll pathway), and
several Imd pathway genes (Nazo, cactin, imd, DiptericinB, Relish) as well as those from other
pathways such as Vago (log2FC = 1.27). In ovaries, pastrel (log2FC = 0.87) increased
significantly. In addition, ago2, aub, piwi et spnE (RNAi pathway), Relish (Imd pathway), vir-
1 and Domeless (Jak/STAT pathway) displayed significant differential expression but with a
log2-fold change lower than 0.20.

In FHV-carcasses of D. melanogaster, we detected activation of several genes in the Toll, Imd,
Jak/STAT pathway and others such as Frost, Vago, TotM, pastrel or Metchnikowin (1og2FC >
1). On the contrary, zuc (10g2FC = -2.34) (RNAIi pathway), LysE (log2FC = -1.18) and Jon65A4i
(log2FC = -0.65) showed a significant decrease in response to FHV infection. In ovaries, genes
from the four main pathways were also activated, with lower expression than those observed in
carcasses, except for Diedel (10g2FC = 4.31), Nazo (log2FC = 2.61) and DiptericinB (log2FC
= 4.33) (Imd pathway). Only logs was significantly underexpressed (log2FC = -0.17).
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Interestingly, we could not detect differentially expressed genes in D. simulans ovaries. In
carcasses, the RNAIi (dcrl and dcr2) and Imd (Sting, cactin, imd) pathways showed slightly
upregulated genes. However, Vago, Opb99b, TotM, Mettl4 and Metchnikowin genes showed
stronger activation in response to FHV infection (log2FC > 1). Toll (cactus) and Jak/STAT

(Domeless and Stat92FE) pathway genes were under-expressed.
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Figure 7. Heatmap of log2 Fold Change values between infected and mock conditions for genes involved in immune pathways.
Stars indicate significant p-values (DESeq?2 adjusted p-values < 0.05). For gray boxes, adjusted p-values could not be computed.

After being infected with IIV-6, the differential expression of genes induced in both species
was more variable. The Jak/STAT pathway genes were activated in all tissues of both species.
In all Drosophila carcasses infected with IIV-6, a large number of genes were significantly
downregulated, such as logs (RNAI1), Relish (Imd), Drosomycin (Toll), Metchnikowin, Jon65Ai
and LysE. However, ago2? (RNAI), imd (Imd), cactus (Toll) and vir-1 (Jak/STAT) genes
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displayed significant upregulation. The same contrasting pattern was observed in the ovaries of

both species.

Overall, our results suggest that in response to an RNA virus the same pathways are globally
upregulated according to the species. Nevertheless, the immune response after an infection with

a DNA virus (IIV-6) appears to be gene-dependent.

DISCUSSION

In this work, we characterised the impact of three viruses that differ in the nature of their
genome ((+)ssRNA, dsRNA, and dsDNA) and their natural host. As expected, we could see
that all three viruses were capable of replicating in D. melanogaster under experimental
conditions but also in D. simulans, in which no data with these viruses had been obtained so
far. Moreover, these results suggest that D. melanogaster seems to better control the infection,
as the viral titer decreases after the replication peak, whereas this is not the case for D. simulans.
Using the powerful genetic material provided by the transgenic strain at our disposal, we found
that TEs, in face of ssRNAs, dsRNSs, and DNA viruses, could play a major role in response to
virus infections in both species. Furthermore, S100 showed no greater resistance than SO
following infection with IIV-6 in particular. These results suggest that the antiviral regulation
remains efficient depending on a certain amount of TEs. Indeed, we know that within these
different Drosophila strains, a plateau in terms of TE content is reached after 70 shift
generations, S70 having the highest TE transcripts amounts (Chambeyron, personal
communication). This could indicate that a particular quantities of TE transcripts could be
useful and help cope with viral infection, based on a precise and subtle balance between host
and TE regulation. Apart from survival, how replication takes place in this transgenic line and

whether TE content is affected are still unanswered questions.

In this work we could not detect chimeric virus-TE transcripts after any type of infection.
However, chimeric virus-TE transcripts were previously detected after an infection with DCV
(Mayeux et al. in prep). This could reflect that the molecular link between virus and TEs is only
established in the case of infections by viruses that share a long co-evolutionary history with
the host. However, Goic et al. (2013) showed the presence of TE-mediated production of FHV,
which generates FHV retrotransposon chimeric reads, which enabled a better response to
infection. It is therefore not impossible that the absence of chimeric transcripts between TEs

and viruses in our study is due to technical limitations (quantity of RNA, statistical power), and
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in particular to the absence of the poly(A) tail of the viruses, which prevented their extraction

due to a protocol targeting mRNAs with a poly(A) tail.

Looking at the mapping profiles, Bronkhorst et al. (2013) initially demonstrated that the
bidirectional transcripts (sense and antisense) produced by IIV-6 had the ability to base pair and
form long dsRNA molecules. This mechanism would allow substrate production in a Dcr-2-
dependent manner, which is necessary for triggering the antiviral RNAi pathway. The absence
of alignment against the IIV-6 genome in ovaries could suggest that viral replication does not
occur in this tissue. Although the presence of a hotspot of reads in the IIV-6 genome does not
allow us to conclude on this hypothesis, this idea may be reinforced by the fact that this virus
is not transmitted vertically and that no iridescence was observed in ovaries. To go further, we
also need to study the role of the protein encoded by this portion of the genome overexpressed

by IIV-6.

The results obtained also showed that even with viruses that are not natural pathogens of
Drosophila, TE transcript amounts can be impacted, both in ovaries and in carcasses. The
direction of the modulation observed following an infection with an RNA virus in D.
melanogaster are comparable with the results obtained by Roy et al. (2021) during infection
with the DMelSV (ssRNA(-)) and by Mayeux et al. (in prep) with the DCV viruses, both natural
pathogens of Drosophila. They found an increase in TE transcript amounts in carcasses and a
decrease in ovaries in D. melanogaster. Knowing that Drosophila are mainly infected by RNA
viruses (Shi et al., 2016), these results suggest that this species may favor TEs regulation in
ovaries, probably to protect hereditary genetic material (Roy et al., 2021). The significant
increase in TE transcript amounts observed following infection with the DNA virus IIV-6 could
be linked to the fact that IIV-6 also contains TE insertions in its own genome (Loiseau et al.,
2021). Quantifying the TE transcript amounts corresponding specifically to IIV-6 and the host
would help us to determine whether the modulations observed with this virus are due to the host
genome or to specific TE activity of the virus. Strikingly, results obtained using the piwi-
knockdown transgenic line suggest the possibility that too many TEs could explain an increase
in TE transcript amounts after infection in all tissues in D. melanogaster. This would be

detrimental to the host, which would no longer be able to regulate TEs correctly.

The scenario for D. simulans is less clear. Based on our results, no modulation pattern can be
established depending on the nature of the virus or the tissue. The lower TE content in D.

simulans could explain why this species has a less efficient regulatory system than D.
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melanogaster, leading to variable responses depending on the virus at the origin of the infection.
Moreover, as the viruses were produced from D. melanogaster cells, it is possible that the host
response was shaped by the adaptation of the viral stock over the various passages in D.

melanogaster cells.

In addition to the number of differentially expressed TEs, it would be interesting to (i) test
whether viral infections have an impact on transposition rates, in order to (ii) determine whether
TEs tend to have a preference for insertion sites after infection, and (iii) whether they insert

near genes with the same type of function.

Apart from the observed changes in TEs, immune pathways can also demonstrate diverse
responses following viral infection. During DXV infection, Zambon et al. (2005, 2006)
described the important role of the Toll pathway in response to infection. Here, we did not
detect any pathway-specific activation in D. melanogaster. In D. simulans, activation of the Toll
pathway was detected but remains weaker than certain other genes from other pathways. It
would be therefore interesting to use fly mutants specific for the Imd pathway to determine
whether its activation does not provide antiviral protection as described by Zambon et al.
(2006). However, their analyses showed that flies died between 20 and 25 days after infection,
compared with 10 days in our study. It is therefore possible that the activation of pathways in

response to DXV infection depends on the viral load inoculated.

Following FHV infection, it has been described that the Jak/STAT and Imd pathways are
activated (Dostert et al., 2005; Ekengren et al., 2001). Our results in D. melanogaster are in
agreement with previous works: there is indeed an activation of vir-/ in both ovaries and
carcasses. In both species and more in D. simulans, it is tempting to speculate that activation of
the Jak/STAT pathway could be carried out by Vago, the role of which has already been
described (Deddouche et al., 2008). In addition, Unpaired genes could also play an important
role in activating the Jak/STAT pathway in response to FHV infection (Myllyméki & Rémet,
2014). Ferreira et al. (2014) describe that Toll pathway activation would only be efficient in
response to oral infection, with successful viral resistance upon Dorsal activation. The lack of
activation of the pathway in D. simulans is in agreement with the observations by these authors.
However, it would appear that the pathway may be efficient in D. melanogaster due to the

activation of Dorsal, then even during intrathoracic infection.
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In the case of IIV-6, Merkling et al. (2015) described an important role for the heat shock
restriction factor (Hsf) only in response to infection by an RNA virus, as here for DXV and
FHYV in D. simulans. Then, the lack of induction of the heat shock response is in agreement
with the observations by these authors. Moreover, West et al. (2019) describe that the virus is
capable of inhibiting the Toll and Imd pathways, which would explain the highly variable
pattern of up- and down-regulation observed by the genes in these pathways. In addition, Doster
et al. (2005) and Kemp et al. (2013) had for instance not detected the activation of vir-/
(Jak/STAT pathway) during IIV-6 infection. Conversely, (West & Silverman, 2018b) showed
that infection led to induction of the Jak/STAT pathway through several genes, including
Stat92F and p38b. Our data are in agreement with these observations and allow us to suggest
that activation of this gene is carcass-specific for both species, and would be linked to activation
of p38b and probably vir-1. Here, we suggested a role for Drosophila p38b in protection against
virus infection, having initially a known role in the response to bacterial and fungal infection

(Cheung et al. 2010).

Overall, these results suggested that the RNAi pathway is not the only pathway activated
following viral infection. Blockage of the RNAi pathway at different levels by VSRs could
explain the supportive activation of other pathways. Further analysis of small RNA sequencing
data will enable us to determine how VSRs affect regulatory pathways and whether TE-derived
small RNAs are affected.

MATERIALS AND METHODS

Drosophila strains and rearing conditions
D. simulans Makindu strain was previously described by Akkouche et al. (2013) and Fablet et al. (2019).

S0, S10, S30 and S100 transgenic D. melanogaster strains were previously described by Barckmann et
al. (2018), and S70 by Mohamed et al. (2020).

Flies were reared at 25°C (or 18°C for transgenic flies in order not to induce piwi knock-down) on corn
medium and maintained under standard laboratory conditions: 12h;12h light:dark cycle and 70% RH.
Except for transgenic lines, eggs were dechorionated by bleaching to eliminate chronic viral infections
as previously described (Merkling & van Rij, 2015b). All of the flies were treated with tetracycline for
two generations in order to remove Wolbachia, an endosymbiotic bacteria. All of these treatments were

carried out in our first studie, previously published by (Mayeux et al. in prep).
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Viruses productions from infections of cultured cells

Purified DXV and FHV were generated from an initial stock kindly provided by Carla Saleh's lab
(Institut Pasteur, France), and by Clément Gilbert (CNRS, University of Paris-Saclay, France) for I1V-
6. FHV, DXV and 1IV6 were produced and titrated in Schneider’s Drosophila cells with Wg receptor
(S2R+, (Yanagawa et al., 1998) from Chambeyron’s lab. For each virus independently, S2R+ cells were
cultured at 27°C in Schneider’s Drosophila Medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS)
and 1% penicillin-streptomycin (PS) 10 000 U/mL (all Gibco). When the cells reached confluence and
over 95% viability after 2 d, virus was added (100 pl for FHV and DXV, 14 pl for IIV-6) (median tissue
culture infectious dose (TCIDso) of 4.6 x 10s per ml, 1.58 x 10: per ml and 6.40 x 10~ for IIV-6). At 6
dpi with FHV, DXV or IIV-6 in Schneider’s Drosophila Medium medium with 1% penicillin-
streptomycin 10 000 U/mL and without FBS, cells were pelleted at 800g for 5 min at room temperature.
The supernatant was transferred in a new tube store on ice. The cells were resuspended in 2mL of media.
To lyse cells, this suspension with cells was frozen at 80°C during 15 min and thawed at 37°C twice.
To remove any cellular bacteria or components, cells were centrifuged for 5 min at 1200 g at 4°C. The
supernatant was harvested and mixed with the rest of the solution, and 1 %BicNa 7.5% was added. Then,
the viral solution was aliquoted and stored at -80°C, and the viral titer was determined (FHV: 1.93 x 10
TCIDso/ml, DXV : 3.16 x 10> TCIDso/mL, IIV-6: 5.88 x 10 TCIDso/ml) using the Reed-Muench end-
point method (Reed & Muench, 1938). A ‘mock’ purification (without virus inoculation) was also
produced following the same protocol, to test for possible contaminants in the viral solutions that could

provoke an immune response and interfere with the analyses.

Infections of flies with FHV, DXV or I1V-6

Using CO2, 3-6 day old flies were anesthetized and infected by pricking injection of the viral stock
solution (see above), at the intrathoracic level using a 0.15 mm diameter anodized steel needle, as
described in (Martinez et al., 2014). To control the absence of mortality in absence of viral infection,
flies were pricked with the ‘mock’ solution. Therefore, 100 infected females and 50 ‘mock’ females
were kept in rich medium vials, 10 flies per vial, in order to follow the mortality. Flies were transferred
to fresh media every 2-3 days. For survival analysis, the number of dead flies was counted each day

after infection, for 15, 30 or 50 days depending on the virus and Drosophila strain.

DNA and RNA extraction for viral quantification by qPCR and RT-qPCR

To quantify FHV and DXV expression, total RNAs were extracted individually for 6 infected and 2
mock flies at 0, 2, 4, 6 and 8 dpi using Qiazol and the RNeasy mini kit (Qiagen). Purified RNAs were
processed using Turbo DNase (Ambion DNAfree kit). Reverse transcription was performed on 4 pl of
total RNAs using SuperScript [V VILO Master Mix (Invitrogen). For IIV-6 expression, DNA was
extracted individually for 6 infected and 2 mock flies at 0, 3, 6, 12 and 18 dpi using the One-4-all
Genomic DNA Miniprep kit (Bio Basic).
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gPCR was performed using 2 pL of cDNA, 0.5 pL of each primer (IIV-6: 5'-
TACAACACCTGCGTCAAAGG -3’ and 5’- TGCAGGAGCAACAGGTACAG -3") and 5 pL of
SsoADV SYBR® Green Supermix (Bio Rad) in a QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System
(Applied Biosystems™) and following: 30 sec at 95 °C; 40 cycles of 95 °C for 15 sec and 58 °C for 30

sec. The rp49 gene was used as a positive RNA control and for the normalization.

RNA sequencing

Accordingly to the exponential phase of viral replication, thirty pairs of ovaries were carefully and
manually dissected at 6, 8 and 12 dpi for DXV, FHV and I1V-6, respectively. The rest of the body will
be called 'carcasses' hereafter. Total RNAs from 30 pairs of ovaries or 30 carcasses were extracted
according to the protocol described above, using Qiazol and the RNeasy Mini Kit (Qiagen). Purified
RNAs (4 uL) were processed by TurboDNAse (Ambion DNAfree kit). RNA quality was validated using
a Bioanalyzer (Agilent). Library preparation was performed at the GenomEast platform at the Institute
of Genetics and Molecular and Cellular Biology (IGBMC, France) using [llumina Stranded mRNA Prep
Ligation - Reference Guide - PN 1000000124518. Libraries were sequenced as paired-end 100 base
reads (HiSeq 4000: Illumina).

Read alignment was performed using Hisat2 (Kim et al., 2019) on D. melanogaster and D. simulans
reference genes available from FlyBase, versions 12.02 and r6.16, respectively, and previously masked.
Alignments were processed using SAMtools (H. Li et al., 2009). Gene count tables were generated using
eXpress (Roberts & Pachter, 2013). TE count tables were obtained using the TEcount module of TEtools
(Lerat et al. 2017) and the same TE reference files as used in Roy et al 2020. Gene and TE count tables
were concatenated and then analyzed using the DESeq2 R package (version 4.3) (Love et al., 2014).
The reference sequences from GenBank are NC _004177.1 Drosophila x virus segment A and
NC 004169.1 Drosophila x virus_segment B for DXV, NC 004146.1 Flock house virus RNA 1
and NC_004144.1 Floc_house virus RNA 2 for FHV, and
NC 003038.1 Invertebrate iridescent virus 6 for [IV-6.

The gene ontology (GO) analysis of RNA-seq data was performed on the differentially
expressed genes with the gseGO function of the clusterProfiler package (Yu et al., 2012). The
GO terms were obtained using the R package organism (Carlson, 2019) with the database
org.Dm.eg.db v3.10.0, corresponding to all D. melanogaster annotated genes. Hereafter, the
GO overrepresentation analysis of biological process (BP) was performed with adjusted p-

values by the FDR method, p-value cutoff at 0.05, and a minimum of 3 genes per term.

118



Chapitre 2

Chimeric transcripts identification

Chimeric transcripts were identified with ChimeraTE Mode 2 (Oliveira et al., 2022), which is
able to identify gene-TE chimeras through two independent alignments with gene transcripts
and TE insertions. These alignments are used to identify paired-end reads with mates spanning
from transcripts to TEs, providing evidence of co-transcription between both sequences. In this
work, we have used the pipeline with transcripts and the respective viral genome used in the
infections. Therefore, paired-end reads with opposite read mates aligning into transcripts and
virus were used as chimeric reads. We have considered only chimeras present in the three RNA-

seq replicates, with at least five chimeric reads as mean coverage between them.

Statistical and functional analyses

All statistical analyses were performed in R (version 4.3.0). The modulations of TE counts were
tested for carcasses and ovaries separately, considering 237 TE families. Wilcoxon paired tests
comparing TE normalized counts in the infected versus mock conditions were used. The null
hypothesis corresponds to an equal number of dots above and below the 0 horizontal line.
Differential expression of genes was tested using DESeq2 R package and adjusted P values

(significance if lower than 0.05) (Love et al., 2014).
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3.2. Matériels supplémentaires
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Figure S1. RNA-seq reads mapping along FHV RNA1, FHV RNA2, IIV-6, DXV segment A and DXV
segment B genomes for (A) Drosophila. melanogaster and (B) D. simulans. The ovaries are shown in
red for D. melanogaster and orange for D. simulans, and the carcasses are in black.
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Table S1. RNA-seq data summary table with the percentage of viral RNA (% vRNA), the mean per TE
family (mean 1g2FC; wilcoxon-test : p-value) and the average of the relative quantity (Rq) of virus. Rq
corresponds to 6 dpi for DXV, 8 dpi for FHV and 12 dpi for [IV-6, and were obtained by qPCR.

DXV FHV I1V-6
Species Tissue % mea p Rq % mea p Rq % mean p Rq
VRN n VRN n VRN | 1g2FC
A 1g2F A 1g2F A
C C
D. Ovaries | 0.004 | -0.14 | 2.2e | 2.43 | 0.046 | -0.06 | 0.00 | 0.50 | 0.015 [ 0.16 | 2.4e | 0.21
melanogast -22 8 2 4 -14 2
er
Carcass | 0.047 | 0.11 | 0.07 0.881 | 0.34 | 4.22¢ 5132 ] 0.83 | L.5e
es -24 -63
D. Ovaries | 0.002 - 7.4e | 2.68 | 0.059 | 0.21 | 2.52e | 1.22 | 0.031 | -0.17 | 2.5¢ | 3.67
simulans 0.002 | -10 -12 -28 0
Carcass | 0.074 | -0.42 | 4.2¢ 0.893 | -0.30 | 6.79%¢ 43221 0.22 6.1e
es -59 -14 -9
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Table S2. Log2 Fold Change values between infected and mock conditions per superfamilies with
DXV, FHYV or IIV-6.

A. Mean values across TE families of log2 Fold Changes in read counts between infected and mock
conditions, from RNA-seq data in D. melanogaster (DESeq2 adjusted p-values < 0.05). P-values
correspond to the paired Wilcoxon test comparing read counts in infected vs mock conditions across TE
families. Significant values are shown in bold (p-value < 0.05).

D. melanogaster

Ovaries Carcasses
DXV FHV I1v-6 DXV FHV I1v-6
log2FC | p log2FC | p log2FC | p log2FC | p log2FC | p log2FC | p

BEL-Pao | -0,273 | 0.006 | -0,273 | 0.047 | 0,242 0.019 | 0,006 0.698 | 0,376 0.036 | 1,001 0.001

Circe -0,358 | 1.000 | -0,173 | 1.000 | 0,46 1.000 | 0,062 1.000 | 0,056 1.000 | 0,617 1.000

CMC 0,249 0.844 | -0,242 | 0.063 | -0,256 | 0.688 | 0,101 1.000 | 0,309 0.156 | 0,846 0.031

Copia 0,278 0.505 | 0,295 0.689 | 0,155 0.756 | 0,265 0.230 | 0,871 0.005 | 0,995 0.029

CRI -0,083 | 0500 | 0,118 | 1.000 | 0213 | 1.000 | 0309 | 0.500 | 0337 | 1.000 | 1,271 | 0.500
G 0,177 | 0,09 | 0769|0079 |3 0,116 | 0.029 | 0383 | 0,907 |3

ypsy B 0.001 | : ’ 0.001 | . ’ 0.001 | 0.001
hAT 0211 | 0722 |-0389 |0262]-0.165 | 0221|0072 |0554]|-0042 | 0447 | 0127 | 0477

Helitron | -0,324 | 0.100 | 0,008 0.201 | 0,478 0.201 | -0,163 | 0.361 | 0,04 0.201 | 0,112 0.361

I -0,435 | 0.250 | 0,113 0.500 | 1,018 0.250 | -1,186 | 0.250 | -0,248 | 0.750 | 0,458 0.250

Jockey -0,225 | 0.003 | -0,057 | 0.063 | 0,172 0.258 | 0,192 0.915 | 0,345 0.037 | 0,518 0.001

Loa -0,304 | 0.371 | -0,219 | 1.000 | 0,298 1.000 | 0,103 1.000 | 0,396 0.371 | 0,659 0.371

MuDR 0,009 1.000 | -0,293 | 1.000 | -0,308 | 1.000 | -0,13 1.000 | 0,098 1.000 | 1,152 1.000

P -0,053 | 1.000 | -0,254 | 0.106 | 0,339 0.418 | -0,05 0.106 | 0,137 0.418 | 0,435 0.059

Penelope | 0 NA 0 NA 0 NA 0 NA 0 NA 0 NA

piggyBac | 0,407 1.000 | -0,421 | 1.000 | 0,948 1.000 | -0,088 | 1.000 | 0,043 1.000 | 1,825 1.000

Q 0 NaN | 0 NaN | -1,976 | 1.000 | 1,508 1.000 | -1,171 | 1.000 | 6,054 1.000
R1 -0,017 | 0.205 | 0,003 | 0.042 | 0,248 | 0.076 | -0,005 | 0.554 | -0,175 | 0.155 | 0,125 | 0.058
R2 -1,512 | 0.500 | -0,276 | 1.000 | 0,561 1.000 | 1,431 0.500 | 1,332 | 0.500 | 2,543 [ 0.500
Tel-

. -0,067 | 0.017 | -0,428 | 0.011 | 0,45 0.009 | -0,073 | 0.845 | 0,149 0.170 | 0,481 0.038
Mariner
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B. Mean values across TE families of log2 Fold Changes in read counts between infected and mock
conditions, from RNA-seq data in D. simulans (DESeq?2 adjusted p-values < 0.05). P-values correspond
to the paired Wilcoxon test comparing read counts in infected vs mock conditions across TE families.
Significant values are shown in bold (p-value < 0.05).

D. simulans

Ovaries Carcasses

DXV FHV I1v-6 DXV FHV IIv-6

log2FC | p log2FC | p log2FC | p log2FC | p log2FC | p log2FC | p
BEL-Pao | -0,097 | 0.010 | 0,19 0.028 | -0,17 0.032 | -0,564 0<.001 -0,436 0<.001 0,202 0.366
BUTS 0 NA 0 NA 0 NA 0 NA 0 NA 0 NA
Circe -0,328 [ 1.000 | 0,362 1.000 | -1,01 1.000 | -0,993 | 1.000 | -0,777 | 1.000 | 0,169 1.000
CMC -0,346 | 0.031 | 0,099 0.156 | -0,656 | 0.031 | -0,415 | 0.031 | -0,006 | 0.438 | -0,064 | 0.844
Copia -0,137 [ 0.505 | 0,04 0.894 | 0,124 0.733 | -0,181 | 0.012 | -0,577 | 0.339 | 0,662 0.002
CR1 -0,071 | 1.000 | 0,151 0.500 | -0,106 | 0.500 | -0,328 | 0.500 | -0,317 | 0.500 | 0,383 0.500
Gypsy | 0,06 | 0109|0264 | 0245 | 0,416 | 0335 | 0,262 | 0.021

0.001 0.001 0.001 0.001

hAT -0,011 | 0.266 | 0,103 0.290 | 0,146 0.625 | -0,299 | 0.456 | -0,103 | 0.784 | -0,035 | 0.675

Helitron | -0,155 | 0.418 | 0,203 0.059 | 0,175 0.787 | -0,367 | 0.059 | 0,03 0.281 | -0,474 | 0.106

I -0,313 | 0.750 | O 0.750 | -0,197 | 0.250 | -0,483 | 0.250 | -0,48 0.500 | 0,046 0.500
Jockey -0,119 | 0.009 | 0,266 0.006 | -0,146 | 0.022 | -0,412 0< 001 -0,155 | 0.002 | 0,2 0.104
Loa -0,265 | 0.371 | -0,303 | 0.371 | -0,37 0.371 | -0,201 | 0.371 | -0,422 | 0.371 | -0,013 | 1.000

MuDR 2,408 1.000 | 2,724 1.000 | 1,449 1.000 | -2,299 | 1.000 | -0,457 | 1.000 | 0,71 1.000

P -0,013 | 1.000 | 0,075 0.059 | -0,128 | 0.106 | -0,211 | 0.106 | -0,15 0.106 | 0,055 0.281

Penelope | 0 NA 0 NA 0 NA 0 NA 0 NA 0 NA

piggyBac [ -0,564 [ 1.000 | 0,511 1.000 | -0,829 | 1.000 | -0,936 | 1.000 | -1,58 1.000 | -0,702 | 1.000

Q 1,944 1.000 | -2,963 | 1.000 | -0,711 [ 1.000 | 2,712 1.000 | 4,131 1.000 | -0,943 [ 1.000
R1 0,191 0.906 | -0,126 | 0.160 [ -0,273 | 0.010 | -0,43 0.033 | -0,496 | 0.020 | 0,361 0.084
R2 0,28 0.500 | 0,039 1.000 | -0,238 | 1.000 | -0,328 [ 0.500 | -0,976 | 0.500 | 0,967 | 0.500
Tel-

. 0,075 0.894 | 0,185 0.965 | -0,148 | 0.029 | -0,068 | 0.009 | -0,044 | 0.230 | 0,178 0.756
Mariner
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Figure S2. A. and B. TE transcripts log2 Fold Change between DXV (left), FHV (middle) or IIV-6
(right) mock and infected conditions. Dots indicate TE classes, while the red line indicates a log2FC
equal to 0, i.e. no difference between the two conditions. Red dots are TE families displaying significant

differential expression at the 0.05 level for DESeq2 adjusted p-values. A. D. melanogaster w'''® ovaries
(top) and carcasses (bottom), B. D. simulans Makindu ovaries (top) and carcasses (bottom).
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Figure S3. Number of DE TE shared between experimental infection, per tissue and species. The
number of DE TEs shared by individuals independently infected with DXV, FHV and IIV-6 is shown
in red (DESeq?2 adjusted p-values < 0.05). For each virus, the total number of DE TEs is shown in light
grey.
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Figure S4. Heatmap of log2 Fold Change values between mock and infected conditions for some TE
families, in ovaries (A) and carcasses (B). See Supplemental files for the complete list of TEs. Stars

indicate TE families that are significantly differentially expressed (DESeq?2 adjusted p-value < 0.05).
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Table S3. Contribution of TE classes to differentially expressed (DE) TE families (DESeq2
adjusted p-values < 0.05).

A. Mean values across TE families of log2 Fold Changes in read counts between infected and mock
conditions, from RNA-seq data (DESeq?2 adjusted p-values < 0.05). P-values correspond to the paired
Wilcoxon test comparing read counts in infected vs mock conditions across TE families. Values
significantly higher and lower than a p-value of 0.05 are shown in red and blue respectively.

LTR LINE DNA
Condition mean 1g2FC | p-value | meang2FC | p-value | mean Ig2FC p-value
DXV | D. melanogaster ovaries -0.486 4.4e-08 | -0.346 4.7e-5 -0.334 0.015
D. melanogaster carcasses | 0.211 0.016 -0.072 0.969 -0.410 0.217
D. simulans ovaries -0.444 0.005 -0.461 0.008 -0.199 0.024
D. simulans carcasses -0.587 1.le-15 -0.636 3.7¢-9 -0.529 1.9e-5
FHV | D. melanogaster ovaries 0.545 0.67 -0.205 0.012 -0.745 1.8e-5
D. melanogaster carcasses | 1.169 4.6e-9 0.878 0.003 0.333 0.052
D. simulans ovaries 0.881 2.4e-6 1.155 0.047 NA NA
D. simulans carcasses -0.472 3.3e-11 -0.315 1.2e-5 -0.291 9.5¢-3
IIV-6 | D. melanogaster ovaries 0.285 6.5¢-6 0.550 0.052 0.451 0.013
D. melanogaster carcasses | 1.268 4.9¢e-14 1.034 2.5e-7 0.896 1.54e-5
D. simulans ovaries -0.578 3.5e-7 -0.325 2.7e-4 -0.293 7.9e-4
D. simulans carcasses 0.561 8.4e-4 0.452 5.6e-3 0.203 0.484
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B. Distributions of the numbers of differentially expressed (adjusted p-value < 0.05) TE families
according to TE class, and Fisher exact test comparing distributions across classes. In bold is the highest
value between the total number of up-regulated and down-regulated DE TEs.

Virus Species Tissue Orientation DE TEs LTRs LINEs | DNA | p-value
DXV D. melanogaster Ovaries Up 0 0 0 0 1
Down 11 6 2 3
Carcasses Up 14 11 3 0 0.506
Down 12 7 4 1
D. simulans Ovaries Up 0 0 0 0 1
Down 10 6 3 1
Carcasses Up 1 1 0 0 1
Down 82 44 23 15
I1v-6 D. melanogaster Ovaries Up 26 19 4 3 0.809
Down 8 7 1 0
Carcasses Up 124 75 32 17 0.719
Down 6 3 2 1
D. simulans Ovaries Up 4 2 2 0 0.754
Down 49 29 14 6
Carcasses Up 52 38 10 4 0.256
Down 18 12 2 4
FHV D. melanogaster Ovaries Up 12 11 1 0 0.368
Down 10 7 2 1
Carcasses Up 48 34 12 2 0.258
Down 4 2 1 1
D. simulans Ovaries Up 12 8 4 0 1
Down 0 0 0 0
Carcasses Up 6 4 2 0 0.722
Down 31 23 6 2
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Table S4. Number of differentially expressed (DE) genes (Up : log2FC > 1; Down : log2FC < 1)
(DESeq2 adjusted p-values < 0.05).
A. Distributions of the numbers of differentially expressed genes according to virus injected. In bold is
the highest value between the up-regulated and down-regulated DE genes.

Species Tissue Orientation DXV FHV 1IV-6

D. melanogaster Ovaries Up 53 193 181
Down 292 1124 1940

Carcasses Up 211 1117 525
Down 2730 2828 4149

D. simulans Ovaries Up 57 96 55
Down 620 177 2342

Carcasses Up 254 511 407
Down 4756 2642 5306

B. Distributions of the number of differentially expressed genes shared between the different

experimental injections.

Species Tissue Orientation | DXV - FHV -1IV-6 | DXV -FHV | DXV -IIV-6 | FHV -1IV-6
D. melanogaster | Ovaries Up 1 15 1 11
Down 30 58 70 304
Carcasses Up 18 107 10 111
Down 758 525 679 720
D. simulans Ovaries Up 0 7 1 3
Down 34 9 305 64
Carcasses Up 39 41 29 59
Down 1134 413 1815 697
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log2FC > 1; Suppressed : 1og2FC < 1; DESeq2 adjusted p-values < 0.05).
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Table S5. Spearman correlations between ovarian and carcass TE families for each superfamily
of each virus. Circe, MuDR, Penclope, piggyBac and Q superfamilies had only one observation.
Significant values are shown in bold (p-value < 0.05).

D. melanogaster D. simulans

DXV FHV IIv-6 DXV FHV IIv-6

rho p rho p rho p rho p rho p rho p
BEL-Pao 0.191 | 0.461 | -0.686 | 0.003 | 0.451 | 0.071 [ -0.267 [ 0.299 | 0.069 | 0.795 | 0.194 | 0.455
CMC 0.943 | 0.017 | -0.200 | 0.714 | -0.029 | 1.000 | -0.086 | 0.919 | -0.429 | 0.419 | -0.200 | 0.714
Copia 0.503 | 0.099 | -0.126 | 0.700 | 0.119 | 0.716 | 0.231 [ 0.471 | 0.133 | 0.683 [ -0.007 | 0.991
CR1 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | -1.000 | 1.000 | 1.000 [ 1.000
Gypsy 0.173 | 0.100 | 0.102 | 0.334 | 0.208 | 0.046 | 0.180 [ 0.085 | -0.039 | 0.716 | -0.061 | 0.565
hAT 0.042 | 0.852 | -0.328 | 0.136 | 0.098 | 0.664 | -0.444 | 0.038 | 0.050 | 0.827 [ 0.133 | 0.555
Helitron 0.538 | 0.212 | 0.962 | 0.001 | 0.885 | 0.008 | 0.636 [ 0.124 | 0.164 | 0.726 | -0.164 | 0.726
I -0.500 | 1.000 | -1.000 | 0.333 | -0.500 | 1.000 | -0.500 | 1.000 | 1.000 | 0.333 | 0.500 [ 1.000
Jockey -0.078 | 0.655 | -0.063 | 0.720 | 0.284 | 0.098 | 0.307 | 0.073 | -0.156 | 0.371 | -0.209 [ 0.227
Loa -0.500 | 1.000 | 0.500 | 1.000 | -0.500 | 1.000 | 0.500 | 1.000 | 0.500 | 1.000 | 0.500 [ 1.000
P -0.636 | 0.124 | -0.091 | 0.846 | 0.455 | 0.306 | -0.309 | 0.500 | -0.127 | 0.786 | 0.345 | 0.448
R1 0.118 | 0.745 | -0.498 | 0.143 | 0.804 | 0.005 | 0.273 | 0.448 | -0.103 | 0.785 [ -0.091 | 0.811
R2 -1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | -1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 [ 1.000
Tcl-Mariner | 0.022 | 0.949 | -0.231 | 0.448 | 0.286 [ 0.344 | 0.267 | 0.377 [ 0.157 | 0.608 | -0.063 | 0.837
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Table S6. Spearman correlations between ovarian or carcass TE families of the different injected
viruses in D. melanogaster, for each superfamily. Circe, MuDR, Penelope, piggyBac and Q
superfamilies had only one observation. Significant values are shown in bold (p-value < 0.05).

D. melanogaster

Ovaries Carcasses

DXV /FHV DXV /IIV-6 FHV /1IV-6 DXV /FHV DXV /IIV-6 FHV /1IV-6

rho p rho p rho p rho p rho p rho p
BEL-Pao 0.353 | 0.165 | -0.260 | 0.313 | -0.022 | 0.936 | 0.203 | 0.432 | 0.333 | 0.191 | 0.069 | 0.795
CMC -0.143 | 0.803 | -0.886 | 0.033 | 0.029 | 1.000 | 0.200 | 0.714 | 0.143 | 0.803 | 0.314 | 0.564
Copia 0.259 | 0.417 | 0.042 | 0.904 | -0.035 | 0.921 [ 0.315 [ 0.319 | -0.140 | 0.667 | -0.399 | 0.201
CR1 1.000 | 1.000 | -1.000 | 1.000 | -1.000 | 1.000 | 1.000 [ 1.000 | -1.000 | 1.000 | -1.000 | 1.000
Gypsy 0.084 | 0.425 | -0.133 | 0.208 | 0.038 | 0.717 [ 0.062 [ 0.560 | 0.183 | 0.080 | 0.126 | 0.230
hAT -0.212 | 0.343 [ -0.291 | 0.190 [ -0.130 | 0.565 | 0.021 | 0.927 | -0.407 | 0.060 | 0.414 | 0.055
Helitron 0.077 | 0.870 | -0.615 | 0.141 | 0.423 | 0.344 | -0.423 | 0.344 | -0.846 | 0.016 | 0.038 | 0.935
I 0.500 | 1.000 | 0.500 | 1.000 | 1.000 | 0.333 [ 1.000 [ 0.333 | 0.500 | 1.000 | 0.500 | 1.000
Jockey 0242 | 0.162 | 0.119 | 0.496 | 0.059 | 0.736 | 0.238 [ 0.168 | 0.035 | 0.841 | 0.315 | 0.066
Loa -0.500 | 1.000 [ 0.500 | 1.000 [ -1.000 [ 0.333 | 0.500 | 1.000 | 0.500 | 1.000 | 1.000 | 0.333
P 0.345 | 0.448 | -0.309 | 0.500 | -0.527 | 0.224 [ 0.164 [ 0.726 | -0.600 | 0.154 | 0.236 | 0.610
R1 0.375 | 0.285 | -0.329 | 0.353 | -0.277 | 0.439 [ -0.190 [ 0.599 | -0.301 | 0.399 | 0.721 | 0.024
R2 -1.000 | 1.000 [ -1.000 | 1.000 | 1.000 [ 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000
Tcl-Mariner | 0.027 | 0.935 | 0.231 | 0.448 | -0.121 | 0.696 | 0.258 [ 0.394 | 0.137 | 0.656 | 0.016 | 0.964
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Table S7. Spearman correlations between ovarian or carcass TE families of the different injected
viruses in D. simulans, for each superfamily. Circe, MuDR, Penelope, piggyBac and Q superfamilies
had only one observation. Significant values are shown in bold (p-value < 0.05).

D. simulans

Ovaries Carcasses

DXV /FHV DXV /IIV-6 FHV /1IV-6 DXV /FHV DXV /IIV-6 FHV /1IV-6

rho p rho p rho p rho p rho p rho p
BEL-Pao -0.279 | 0.276 | 0.806 | >0.001 | -0.417 | 0.098 | 0.243 | 0.347 | -0.618 | 0.010 | -0.277 | 0.281
CMC 0.029 | 1.000 | 0.771 | 0.103 0.371 [ 0.497 | -0.371 | 0.497 | 0.086 [ 0.919 | -0.714 | 0.136
Copia 0.063 | 0.852 | -0.580 | 0.052 -0.364 | 0.246 | -0.028 | 0.939 | 0.378 | 0.227 | 0.203 | 0.528
CR1 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000 | -1.000 | 1.000 | 1.000 [ 1.000 | -1.000 | 1.000
Gypsy -0.191 | 0.068 | -0.014 | 0.893 -0.187 | 0.074 | 0.284 | 0.006 | 0.263 | 0.011 | 0.149 | 0.156
hAT -0.129 | 0.568 | 0.068 [ 0.765 0.108 [ 0.631 | 0.333 | 0.131 | -0.098 [ 0.666 | -0.160 | 0.476
Helitron -0.782 | 0.038 | -0.309 | 0.500 0.309 [ 0.500 | 0.055 | 0.908 | -0.055 [ 0.908 | 0.200 | 0.667
I 0.500 [ 1.000 | 0.500 | 1.000 -0.500 | 1.000 | 0.500 | 1.000 | -0.500 | 1.000 | 0.500 | 1.000
Jockey -0.526 | 0.001 | 0.623 | 0.000 -0.539 | 0.001 | 0.400 | 0.017 | -0.187 [ 0.283 | 0.098 | 0.576
Loa 1.000 | 0.333 | 1.000 | 0.333 1.000 | 0.333 | 1.000 | 0.333 | -0.500 [ 1.000 | -0.500 | 1.000
P -0.018 | 0.969 | 0.273 [ 0.554 -0.745 | 0.054 | 0.673 | 0.098 | -0.636 | 0.124 | -0.200 | 0.667
R1 -0.127 | 0.733 | -0.236 | 0.514 -0.358 | 0.313 | -0.600 | 0.073 | -0.491 | 0.154 | 0.358 | 0.313
R2 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000 | -1.000 | 1.000 | -1.000 [ 1.000 | 1.000 | 1.000
Tcl-Mariner | 0.251 | 0.409 | 0.063 | 0.837 0.212 | 0.487 | 0.747 | 0.003 | 0.636 | 0.019 | 0.570 | 0.042
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Les éléments transposables sont capables de contribuer a I’augmentation de la taille des
génomes et leur évolution, et de participer a la diversit¢ génomique. Comme détaillé en
introduction, les mécanismes de régulation des ET, plus précisément la voie des siARN et des
piARN, majoritairement aux niveaux somatique et germinal respectivement chez Drosophila,
sont essentiels pour le maintien et la stabilité génomique. En parall¢le, la voie des siARN est
¢galement I'une des principales voies de défense immunitaire antivirale chez les insectes.
Récemment, I’interaction entre les deux voies des siARN et des piARN lors d’une infection
virale a ét¢ mise en évidence en présence de I’arbovirus SINV et d’un virus de drosophile,
DMelSV. Ces découvertes ont permis de confirmer que les infections peuvent entrainer des
modulations de I’activité des ET et améliorer les connaissances concernant les interactions hote-
virus chez les insectes (Roy et al., 2020, 2021).

L’objectif de ma these était d’explorer et de caractériser 1I’impact réciproque de la
variation de I’activité des ET et de I’immunité antivirale. L’utilisation d’un panel de virus avec
des génomes différents, provenant d’hotes différents et codant un suppresseur d’ARNi, nous a
permis d’étudier plus en détails les effets des infections virales sur le controle et I’activité des
ET, ainsi que sur la défense antivirale de deux espéces d’insecte : Drosophila melanogaster et
Drosophila simulans. Bien que I’effet majoritaire des ET soit neutre ou faiblement délétere, il
est maintenant bien établi que les changements induits par certains ET sont associés a des
phénotypes adaptatifs. En effet, ils sont capables d’affecter la structure et I’expression des génes
a travers divers mécanismes moléculaires (Casacuberta & Gonzalez, 2013; Chuong et al.,
2017). Par exemple, nous savons maintenant qu’ils peuvent perturber des genes et entrainer une
résistance aux pesticides (Aminetzach et al., 2005), a des infections bactériennes (Ullastres et
al., 2021), ou a des infections virales (Magwire et al., 2011). Les résultats que nous avons
obtenus au cours de mes travaux de thése font suite aux études de Roy et al. (2020, 2021) et
viennent compléter les connaissances que nous avons aujourd'hui quant aux interactions hote-
virus.

Dans mes travaux de thése, 1’ensemble des infections a été réalisé par piqlre
intrathoracique. Bien que les résultats obtenus précédemment par Roy et al. (2020, 2021) soient
les premicres preuves décrivant I’impact d’une infection virale sur les quantités de transcrits
d’ET chez deux especes Drosophila, les modulations observées ont été obtenues a la suite

d'injections intrathoraciques. Il ne faut donc pas exclure la possibilité que les effets peuvent étre
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différents entre les études dues a plusieurs facteurs dont le mode d’infection, ayant déja été mis
en évidence par Mondotte and Saleh (2018). Le choix du mode d’infection par piqire a
¢galement été motivée par I’idée de pouvoir infecter les individus de maniére similaire au cours
des expérimentations et donc contrdler au mieux I’infection, et par le fait que ce phénomene

puisse avoir lieu dans un environnement naturel.

1. Réponses phénotypiques aux infections virales : variabilité selon
les virus et les espéces hotes

Dans cette theése, nous avons confirmé qu’en plus de se répliquer chez D. melanogaster,
les virus DCV, DXV, FHV et IIV-6 étaient capables de se répliquer au sein de son espece sceur
D. simulans. A une plus large échelle et en contrdlant chacune des étapes d’infection, nous
avons pu découvrir que la survie des individus était variable entre espéces selon le virus a
I’origine de I’infection et parfois au sein d’une méme population. Phénotypiquement, une

infection par un virus & ARN semble moins 1étale chez D. melanogaster w'!!?

que chez D.
simulans Makindu, tandis que la tendance est inversée lorsque le génome viral est 8 ADN. Il
est toutefois important de noter que nous ne testons ici qu’un seul virus a ADN et qu’il pourrait
étre intéressant de tester I’effet d’un plus grand nombre de virus de méme nature génomique
pour conclure quant a une 1étalité accrue en présence de virus a8 ADN chez D. melanogaster.
Cependant, il apparait que ces quatre virus se répliquent davantage chez D. simulans Makindu.
En effet, les cinétiques de réplications virales montrent une réplication toujours plus intense

18 soit davantage capable

chez cette derniere et suggerent également que D. melanogaster w
d’¢liminer FHV et DXV une fois le pic de réplication passé. Bien qu’étroitement liées et ayant
divergé il y a 1.5 millions d’années, les deux especes montrent des différences de distributions
et de prévalences concernant les virus présents au sein des populations naturelles (Webster et
al., 2015b, 2016). Il est donc possible qu’en lien avec I’hypothese de la reine rouge proposée
par Leigh Van Valen en 1973, ces deux espéces proches présentent des efficacités différentes
d’immunité antivirale en lien avec une évolution rapide des génes impliqués dans I’immunité.
Parmi leurs différences génétiques, nous savons également que la quantité d’ET dans le
génome de D. melanogaster est supérieure a celle de D. simulans. Cette différence de
réplication virale et de résistance face a I’infection pourrait ainsi étre influencée par la
proportion des ET occupée dans le génome de 1’hote. Les proportions plus faibles d’ET au sein
du génome de D. simulans laisseraient moins de possibilités évolutives pour 1’¢laboration de

défense immunitaire telles que lors d’interactions entre les réponses antivirales et le contrdle

des ET. Par ailleurs, il est important de noter que I’amplification virale a été réalisée sur des
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cellules de D. melanogaster : il n’est donc pas impossible qu’une adaptation du stock viral ait
eu lieu au cours des différents passages cellulaires.

En utilisant le DCV sur des individus issus de populations naturelles, nous avons détecté
la présence de variations génétiques en termes de mortalité et de réplication virale, de manicre
intra- et inter-spécifique. Toutefois, une corrélation négative entre les quantités de transcrits
d’ET dans les tissus somatiques et la réplication de DCV au sein de ces lignées nous ont permis
de proposer 1’idée que les ET pouvait jouer un role dans la susceptibilité a I’infection. Pour aller
plus loin dans cette direction, il serait intéressant de pouvoir déterminer 1’impact d’infection
par DXV, FHV et IIV-6 sur ces mémes populations sauvages qui présentent une variabilité
naturelle en ET. Par ailleurs, il est important de noter que les doses virales de chacun des stocks
viraux étaient différentes, ce qui ne nous permet pas de conclure a une résistance plus élevée

des drosophiles face a IIV-6 par rapport 8 DCV, DXV ou FHV par exemple.

2. DCV, DXV, FHV et IIV6 : génomes différents et réponses
immunitaires variables

La réponse immunitaire de D. melanogaster a largement été étudiée a ce jour mais peu
d'études décrivent la réponse d’autres especes de drosophiles lors d'infections virales. Nos
travaux permettent d’élargir les connaissances et de montrer que D. melanogaster et D.
simulans, pourtant proches phylogénétiquement, peuvent induire des réponses différentes face
a Dinfection par DCV, DXV, FHV ou IIV-6. En effet, les génes associés a la fonction
immunitaire semblent avoir un taux d’évolution plus rapide que d’autres geénes (Obbard et al.,
2006, 2009; Sackton et al., 2007). Une éventuelle limite dans la détection de nouvelles
composantes du systéme immunitaires chez D. simulans repose sur 1’utilisation de genes
paralogues a ceux de D. melanogaster (Ekengren et al., 2001).

Outre I’activation de la voie d’ARNi en réponse aux infections virales (Kemp et al.,
2013), Deddouche et al. (2008) ont suggéré qu’une voie de signalisation induite par la
transcription de Vago, un géne antiviral, pouvait étre déclenchée par la reconnaissance d’un
ARNdb viral par Dcr-2. Nous décrivons ici que I’induction de ce geéne ne se limite pas
uniquement au virus DCV mais également aux virus DXV et FHV, et plus faiblement a IIV-6.
L’efficacité du systéme immunitaire serait ainsi renforcée par I’activation de divers genes, de
manicre complémentaire a la voie d’ARN]i, principale voie antivirale chez les insectes.

La voie Toll a été décrite comme étant impliquée dans la réponse aux virus DCV, FHV
et DXV (Ferreira et al., 2014; Zambon et al., 2005). Nos résultats obtenus avec DCV et FHV

sont en accord avec leurs observations chez D. melanogaster, avec une action de la voie aussi
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bien dans les tissus somatiques que germinaux. Chez D. simulans, aucun effet des deux virus
n’est observé dans les ovaires. La voie semble spécifique aux carcasses de D. simulans avec
une expression a la suite d’une infection par DCV, et sous-expression avec FHV. Ces
observations peuvent étre reliées avec les phénoménes d’évolutions précédemment évoquées,
suggérant que D. simulans n’ait pas évolué de la méme manicre pour faire intervenir cette voie
en soutien a la voie ARNi dans les ovaires. Concernant DXV, nous n'avons pas détecté
d'activation spécifique de la voie Toll chez D. melanogaster. Chez D. simulans, 'activation de
la voie Toll a été détectée mais reste faible, notamment en comparaison avec les génes activés
par les autres voies. Bien que ces résultats ne soient pas en accord avec le role important de la
voie Toll décrit par Zambon et al. (2005), I’absence d’activation de cette voie dans nos données
peut étre due a des différences de mode d’injection (injection contre piqdre) et de temps
d’incubation. De plus, il semblerait que les charges virales inoculées ne soient pas comparables
: tandis que nous observons une mortalité¢ des individus entre huit et douze jours, les auteurs
décrivent le déces des mouches infectées entre vingt et vingt-cinq jours apres infection. Outre
ces différences, il serait possible que la voie Toll puisse venir en soutien a la voie ARNi lors
d’une infection par DXV mais que nous n’ayons pas détecté cet effet di a une mortalité
beaucoup plus rapide, ne permettant pas a la voie de s’activer. Pour vérifier cette hypothese, il
serait intéressant de pouvoir infecter des individus mutant de la voie Toll selon le méme
protocole et déterminer s’ils présentent une sensibilité plus élevée en réponse a I’infection par
DXV, selon différentes charges virales. Enfin, I’activation de la voie Toll détectée en réponse
a I’infection a IIV-6 nous permet de rajouter ce virus a la liste de virus ciblés par cette voie.
Toutefois, West et al. (2019) décrivent que ITV-6 est capable d'inhiber les voies Toll et Imd, ce
qui expliquerait le profil trés variable de régulation a la hausse ou a la baisse observée pour les
genes de cette voie.

Une hétérogénéité est également présente parmi les génes de la voie Jak/STAT en
présence de IIV-6. Initialement décrite comme non induite par Doster et al. (2005) et Kemp et
al. (2013) lors d’infection par IIV-6, West et Silvermann (2018) ont récemment démontré qu’en
réponse a une infection par IIV-6, 1’hdte Drosophila était capable d’induire une voie dépendante
de p38b qui activerait ainsi la voie Jak/STAT. Ici, nos données suggerent que I’induction de
cette voie serait spécifique aux tissus somatiques chez les deux espéces, a travers 1’expression
de p38b. De plus, vir-1 est induit lors d’infection par DCV chez les deux espéces et uniquement
chez D. melanogaster avec FHV, ce qui est en accord avec plusieurs études (Deddouche et al.,
2008; Dostert et al., 2005; Hedges & Johnson, 2008). Ici, nous montrons que DXV est

¢galement capable d’induire vir-/ bien que cela n'ait pas été observé par Kemp et al. (2013).
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Toutefois, leurs analyses ont été réalisées par injection intrathoracique, et I’infection provoquée
par DXV est persistante et non aigué comme nos travaux. Enfin, la détection de ’activation de
genes codants pour les cytokines Unpaired (tel que upd3), capables de se lier au récepteur de
Jak/STAT, nous permet de montrer une activation de cette voie avec DCV, DXV et FHV, et
suggere un role important de ces geénes en réponse a des virus a ARN. Pouvoir tester la
sensibilité a I’infection chez des mutants du geéne vir-1, p38b ou upd3 nous permettrait de

comprendre les mécanismes antiviraux induisant la réponse antivirale de la voie Jak/STAT.
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Figure 18 : Heatmap des valeurs de log2 Fold Change entre les conditions infectées et contrdles (mock) pour les génes
impliqués dans les voies immunitaires chez D. melanogaster et D. simulans.

Les ¢étoiles indiquent les valeurs p significatives (valeurs p ajustées DESeq2 < 0,05). Pour les cases grises, les valeurs p ajustées
n'ont pas pu étre calculées.

Chez Drosophila, d’autres mécanismes cellulaires ont également ét¢ décrits comme des
composantes importantes de la réponse immunitaire antivirale. En effet, Merkling et al. (2015)
ont démontré que les génes de la réponse au choc thermique étaient d’importants composants
face aux infections par des virus a ARN, comme avec DCV chez D. melanogaster. Nous
détectons I’induction de cette réponse uniquement chez D. simulans a la suite d’infection par
DXV et FHV. Etant un processus évolutif ancien et hautement conservé, il est possible de

suggérer que la réponse au choc thermique soit encore favorisée chez D. simulans en réponse a
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des infections par piqiire et par des virus @ ARN. Cette induction pourrait également étre le
reflet d’un effet ‘maladaptatif” aux stress cellulaires par D. simulans. Une autre de leurs études
propose que la régulation épigénétique, a travers le modificateur épigénétique G9a, permettrait
d’atténuer les réponses induites par la voie Jak/STAT face a des virus 8 ARN (Merkling et al.,
2015). Il semblerait que I’induction de G9a ne soit pas nécessaire face a I’infection par piqire
avec des virus @ ARN. Toutefois, nos données suggerent que G9a puisse intervenir dans les
tissus germinaux en réponse a un virus a ADN, éventuellement pour prévenir
I’immunopathologie comme évoqué par Merkling et al. (2015) et protéger le matériel génétique
héréditaire.

Les différences et changements dans 1’expression des genes en réponse a une infection
ne sont toutefois pas toujours liés aux défenses immunitaires de 1’hote mais peuvent étre
modulés par le virus lui-méme. Il est donc important de ne pas exclure la capacité des virus a
échapper aux réponses antivirales, notamment a travers 1’utilisation de VSR, ou a manipuler
I’hote, tel que I’environnement cellulaire pour sa propre réplication. Dans ce sens, pour
I’ensemble des virus étudiés et en se basant sur les données déja obtenues, il serait tres
intéressant de pouvoir étudier par RT-qPCR 1’expression de certains genes spécifiques aux
différentes voies pour déterminer s’il existe une dynamique de réponse antivirale et/ou si une
réponse en relais existe entre les différentes voies. Cette derniére hypothése peut étre en lien
avec la capacité de ces virus a coder des suppresseurs de la voie d’ANRIi. Il serait intéressant
d’observer comment la voie d’ARNi est activée a la suite de 1’entrée d’un virus a ARNdb
(DXYV), le substrat pour la voie des siARN ¢étant directement présent dans la cellule, et par des
virus @ ARNsb (DCV et FHV) et ADN (IIV-6), qui doivent tout d’abord se répliquer pour
fournir a la voie des siARN les substrats nécessaires a la production de siANR dérivés de virus
(visiARN).

De manicre générale, nous ne pouvons pas exclure le fait que nos données ont été
obtenues a des pas de temps différents par rapport aux autres études évoquées, avec des
concentrations virales inoculées et des modes d’infection différents, et que 1’absence de
détection d’induction de génes décrits comme essentielle peut avoir eu lieu en amont ou en aval

de nos analyses.

Finalement, de nombreux genes en plus de ceux impliqués dans la voie antivirale
principale d’ARNi ont des activités multiples dans la réponse immunitaire, capable d’agir face
a divers pathogénes aussi bien bactériens que viraux. De ce fait, la mise en place de suppresseurs

antiviraux de la part des virus pour bloquer la voie d’ARNi pourrait constituer une “adaptation”
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favorisant la réplication et la propagation virale au sein de I’hote. Autrement dit, I’activation
d’un ensemble de voies immunitaires par [’hote pourrait étre la conséquence de 1’évitement du

systéme immunitaire établi par les virus.

3. Modulation des quantités de transcrits d’ET par les infections
virales

D’une manicre générale, nous pouvons nous demander dans quelle mesure les
interactions peuvent jouer un role dans I’évolution des réponses immunitaires, en s’interrogeant
sur les questions suivantes : (i) quelle est I'influence générale des infections sur les quantités de
transcrits en ET, (ii) ces modulations peuvent-elles étre similaires entre especes, tissu ou virus,
et (ii1) comment ces variations pourraient influencer 1’évolution des interactions hote-virus-ET.

Pour étudier les interactions entre Drosophila, les éléments transposables et les virus,
nous avons analysé¢ les modulations sur les quantités de transcrits d’ET au sein des ovaires
d’une part, et du reste du corps de la drosophile d’autre part. En effet, la voie des piARN est
majoritairement active au niveau de la lignée germinale tandis que la voie des siARN est dédiée
au controle somatique des ET chez les drosophiles. De plus, bien que I’analyse soit faite a des
pas de temps différents entre virus, chaque analyse a été réalisée au pic de réplication virale :
cela nous permet de comparer I’effet qu’une infection, en phase exponentielle, puisse avoir dans

cette interaction tripartite, entre les différents virus étudiés.
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Figure 19 : Heatmap des valeurs moyennes de Log2 Fold Change de toutes les familles d’ET.
La valeur indiquée correspond au log2 Fold Change moyen entre les conditions infectées et les conditions contréles (mock).
Les valeurs sont représentées pour les virus DCV, DXV, FHV et IIV-6 pour D. melanogaster (& gauche) et D. simulans (a
droite), ainsi que par tissu (ovaires et carcasses). Les valeurs significatives sont indiquées en gras.

A travers ’analyse de I’abondance en ET dans le transcriptome, nous avons pu
contribuer & une meilleure compréhension de I’impact de diverses infections virales sur

Drosophila de maniére spécifique au tissu et a ’espéce (Figure 19). Ces découvertes décrivent
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que les virus modulent de différentes fagons les transcrits d’ET, ce qui pourrait avoir un impact
sur la survie des individus et sur la réponse a I’infection. Nous apportons ici d’autres preuves
d’un impact des infections virales sur I’activité transcriptionnelle des ET, dépendant du type de
virus, de I’hote et du contenu en ET de 1’hote. En effet, indépendamment du tissu et de I’espece
hote, nous avons observé des modulations de la quantité de transcrits d’ET lors d'infections
virales. Ces résultats corroborent les précédents résultats utilisant d’autres virus et renforcent la
nécessité d’identifier les facteurs pouvant moduler les réponses des insectes, aussi en termes de

régulation des ET qu’immunitaires, dans un contexte d’infection virale.

Nos résultats conduisent a un constat complexe : aucun schéma global n’a pu étre établi
chez D. simulans mais des réponses similaires sont observées chez D. melanogaster. En effet,
D. melanogaster présente une augmentation globale des quantités de transcrits dans les
carcasses et une diminution dans les ovaires a la suite d’une infection par DCV, DXV ou FHV.
Lors d’une infection par IIV-6, les quantités sont augmentées dans les deux tissus. Plusieurs
hypothéses pourraient expliquer les réponses observées. Le sens de modulation observé pourrait
étre dépendant du type de virus, c'est-a-dire selon que la nature des génomes (2 ARN ou a
ADN), et du tissu. Les études réalisées avec SINV sur les deux mémes lignées D. melanogaster
w8 et D. simulans Makindu (Roy et al., 2020), montraient une diminution dans les carcasses
: cet effet inverse par rapport a nos analyses pourrait étre dii aux caractéristiques du virus.
Responsable d’une maladie transmise entre I’humain et I’animal (principalement la faune
aviaire) par le biais de moustiques principalement (i. e. zoonose), il serait envisageable que les
virus portés par des vecteurs puissent agir de manicre spécifique, minimisant peut-étre les
perturbations pouvant étre causées par les virus a 1’hdte avant d’atteindre 1’espece cible a
infecter. Il est donc envisageable que cette capacité de transmission vectorielle puisse entrainer
des réponses différentes en mobilisant le systéeme de régulation directement aux tissus
somatiques, site d’infection, permettant ainsi une meilleure réponse immunitaire de maniére
tissu-spécifique.

A une plus large échelle, il ne semble pas surprenant d’observer des différences entre
les deux especes sachant que le génotype peut étre source de variabilité concernant I’activité
des ET (Anderson et al., 2019; Eugénio et al., 2023; Signor, 2020; Z. Wang et al., 2022). Une
explication possible pourrait 1a encore étre due a I'éventuelle adaptation du stock viral aux
cellules de D. melanogaster en culture utilisées pour amplifier le virus. De plus, la pression de
sélection étant plus forte dans les gonades, une régulation accrue pourrait avoir lieu dans les

tissus germinaux permettant d’éliminer les mutations et protéger le matériel génétique qui sera
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transmis a la descendance. Par ailleurs et bien que cette hypothése reste a vérifier, la quantité
d’ET plus importante chez D. melanogaster pourrait jouer un role dans la résistance a
I’infection et la régulation des ET en comparaison avec D. simulans.

Une limite de notre analyse pour IIV-6 est qu’elle ne permet pas d’isoler les ET
provenant de 1’hote lui-méme ou du virus pour en déterminer les effets respectifs. En effet, il a
été décrit que le génome du IIV-6 contient des ET (Loiseau et al., 2021). 11 est donc probable
que la forte augmentation des quantités de transcrits d’ET observée a la suite d’une infection
par IIV-6 puisse étre liée a I’apport d’ET d’origine virale. Il serait ainsi intéressant de pouvoir
¢tudier le contenu en ET des stocks viraux du IIV-6 pour déterminer si et comment la
modulation observée chez I’hote en serait modifiée. Toutefois, la part d’ET apportée par le virus
est bien présente et nous observons une modulation des quantités de transcrits en réponse a
I’infection. En émettant I’hypothése d’un role néfaste des ET lorsqu’ils se retrouvent en quantité
trop élevé, cela pourrait expliquer d’une part I’augmentation importante de transcrits d’ET avec
IIV-6 chez D. melanogaster, qui ne pourrait pas réguler de manicre suffisamment efficace les
transcrits d’ET, et d’autre part une modulation plus faible chez D. simulans qui contient
initialement moins d’ET permettant d’avoir des ressources suffisantes pour controler les ET.
Dans ce sens mais bien que nos données ne nous permettent pas de tester ces informations, nous
pourrions suggérer qu’une proportion élevée de transcrits d’ET deviendrait un fardeau
transcriptionnel, entralnant une consommation importante des ressources moléculaires et
énergétiques. Au regard des autres virus, les différences de modulations peuvent étre dues a un
temps d’incubation plus long (12 jours post-infections (dpi)) ayant toutefois été nécessaire pour

observer les impacts physiologiques de I’infection par IIV-6 chez les deux especes.

Chez D. melanogaster, le 1og2FC moyen de toutes les familles d’ET dans les carcasses
apres une infection par un virus @ ARN est plus élevé avec le DCV, puis FHV et enfin DXV.
Le DCYV est un pathogéne de D. melanogaster présentant une longue histoire co-évolutive avec
son hote (Webster et al., 2015b), le FHV est un virus d'insectes ayant la capacité d'infecter une
large gamme d’hote (Dasgupta et al., 2007), et DXV est quant a lui considéré comme un
contaminant de culture cellulaire (Teninges et al., 1979). Dans ce sens, il est envisageable que
par des interactions hote-pathogéne plus étroites, I’impact de 1’infection sur les quantités de
transcrits d’ET soit plus important avec le DCV. Chez D. melanogaster, nous détectons une
modulation plus importante dans les carcasses que dans les ovaires. Le corps gras, situé au
niveau du thorax des drosophiles et ayant des fonctions équivalentes a celle du foie des

mammifeéres (Padmanabha & Baker, 2014), représente un tissu cible de DCV, DXV et FHV et
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I’iridescence de IIV-6 nous permet de suggérer que ce dernier s’y trouve également. Le
tropisme de ces virus, ¢’est-a-dire I’ensemble des cellules cibles, pourrait également expliquer
les modulations plus importantes observées dans les carcasses que dans les ovaires (Galiana-
Arnoux et al.,, 2006; Merkling & van Rij, 2015b; Zambon et al., 2006). Concernant la
diminution globale des transcrits d’ET observés dans les ovaires a la suite d’infection par ces
trois virus, un scénario de protection des ovaires peut également étre envisagé et ’analyse du
répertoire des petits ARNs nous permettra d’analyser plus en détail la réponse de I’hote.

Chez D. simulans, les résultats obtenus montrent des patterns contrastés. La quantité
d’ET étant globalement plus faible chez cette espece, il pourrait étre envisageable de proposer
que son systeme de régulation des ET ne soit pas adapté a un type de virus en particuliére mais
soit impacté de maniére aléatoire face a I’infection virale. Cependant, cette hypothése reste tres
théorique car peu de données portant sur cette espece avec les virus de nos études sont a ce jour
disponibles.

Aussi bien pour D. melanogaster que D. simulans, il pourrait étre intéressant d’étudier
par RT-qPCR si une dynamique d’expression des transcrits d’ET a lieu, si certains familles
d’ET sont régulés a la hausse des 1’infection pour étre par la suite sous-régulé et remplacé par
d’autres familles d’ET au moment de I’augmentation de la réplication virale. Récemment, il a
notamment été proposé que la sur-expression d’ET différentiellement exprimés a la suite d’une
infection chez I’humain et la sourie pouvait faire partie d’une réponse de défense précoce et

conservée de I’hote (Macchietto et al., 2020).

Au cours de mes travaux de thése, nous avons également analysé le répertoire des petits
ARN afin de comprendre comment la machinerie d’ARNi permettant le controle des ET était
affectée par I’infection par le DCV. Outre les modulations globales des quantités de transcrits
d’ET, nous avons pu observer que les voies des siARN et des piARN ciblant les ET étaient
toujours fonctionnelles. De maniére surprenante, nous avons montré que les quantités de siARN
et de piARN dérivés d’ET étaient augmentées dans les deux espeéces Drosophila, aussi bien
dans les carcasses que dans les ovaires. En effet, lors d’une augmentation des quantités de
transcrits d’ET, il serait attendu d’observer une absence ou une diminution des quantités de
petits ARN dérivés d’ET. Toutefois, nous pourrions expliquer cette augmentation globale dans
les carcasses par la présence du VSR 1A qui empéche la voie des siARN de cliver les substrats
viraux d’ARNdb, ce qui pourrait limiter le nombre de molécules disponibles pour réguler les

ET. De plus, il pourrait étre envisageable que, étant réduite par le VSR, la réponse de la voie
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d’ ARNi ait peut étre lieu dans les ovaires dans un premier temps, ne permettant pas un controle
assez fort au moment du pic de réplication dans les carcasses.

La présence d’un nombre important de piARN dérivé d’ET dans les carcasses chez D.
melanogaster et D. simulans pourrait également étre expliqué par la présence du VSR qui
permet de protéger les ARNdb viraux de la coupure par Dcr-2, conduisant au recrutement de
piARN dans les tissus somatiques. En effet, plusieurs études décrivent la présence de piARN
somatiques de maniere spécifique aux tissus chez D. melanogaster tels que dans le corps gras
ou le cerveau (Jones et al., 2008; Perrat et al., 2013). Parmi les Arthropodes, plusieurs études
décrivent également la présence de piARN somatiques ciblant les virus ayant pour certains une
activité antivirale (Lewis et al., 2018; Miesen et al., 2016; Morazzani et al., 2012). Cependant,
les études de Petit et al. (2016) ne montrent pas de piARN dérivés de DCV au sein des
drosophiles. Il reste important de noter que leurs analyses ont été réalisées deux jours apres
injection contre quatre jours apres piqlre dans nos travaux. L’absence de piARN dérivés de
virus (vpiARN) a deux jours aprés infection, puis la détection au jour quatre apres infection
laisse penser que la voie des siARN serait mise en place par I’hote dés I’entrée du virus dans
les cellules. Par la suite, la présence de quantité plus importante de vpiARN par rapport aux
siARN dérivés de virus (vsiARN) dans nos données suggere qu’une fois le VSR présent en
grande quantité, cela empécherait le clivage de ’ARNdb par Dcr-2. Ceci ménerait a une
coopération et une compensation de la réponse antivirale des siARN réduites, par la voie des
piARN. De ce fait, une analyse a deux jours apres infection ne laisserait pas assez de temps
pour que cette compensation ait lieu. Dans un scénario évolutif, tandis que les ET divergent
pour échapper a leur inhibition et que I’hote développe des mécanismes de régulation de
maniere spécifique a la séquence, il ne semblerait pas surprenant que de nouveaux processus
de défense apparaissent afin de préserver I’équilibre entre ces deux acteurs. Par exemple,
Carducci et al. (2021) décrivent que I’accumulation d’ET a travers une mobilisation accrue a
un moment spécifique chez le triton Cynops orientalis, a conduit a un renforcement des
mécanismes d'inhibition des ET en réponse a des quantités d’ET élevées. Dans une dynamique
de course aux armements entre ET et machinerie d’ARN], il serait donc envisageable qu’en
réponse aux infections virales, et peut étre davantage par la présence d’un suppresseur de la
voie d’ARN], la voie des piARN ait évolué pour venir en soutien a la voie des siARN dans les
tissus somatiques. Cette idée pourrait étre supportée par le fait que la production de vsiARN
initiée par Dcr-2 soit négativement corrélé avec 1’accumulation d’ARN viral dans les cellules
infectées, comme il a été décrit par Gammon et Mello (2015). En utilisant différents mutants

pour la voie d’ARNi, Zambon et al. (2006) avait notamment mis en évidence que les titres
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viraux étaient plus élevés chez les mouches mutantes, les individus sauvages infectés présentant
des quantités similaires plus tardivement que ceux mutés apres I’ infection.

Un autre scénario plus réaliste pourrait toutefois étre envisagé concernant la détection
importante de piARN. En effet, nous détectons un pic d’ARN a 30 nt. L’analyse des données
séquencages a permis de montrer que ce pic a 30 nt correspondaient a des ARN ribosomiques
(ARNTr), des produits de dégradation, qui sont extrémement abondant dans les cellules, comme
décrit par Grentzinger et al. (2020). Cette abondance d’ARNr pourrait étre lié a une quantité
importante de matériel biologique lors de I’extraction des petits ARN (30 carcasses de
drosophiles). Il en résulterait que ces petits ARNs correspondent majoritairement a du matériel
aspécifique, et seule une faible proportion représenterait des vpiARN ou, tout comme Petit et
al. (2016) aucun vpiARN. Dans ce sens, cela suggere que des produits aspécifiques puissent

¢galement se trouver parmi les autres tailles de petits ARN.

Trés prochainement, 1’étude des données de petits ARN obtenues a la suite d’infection
par DXV, FHV et IIV-6 en cours de séquencage pourront nous permettre de déterminer
comment ces virus, en plus d’impacter 1’activité transcriptionnelle des ET, peuvent affecter la
voie des piARN et des siARN. Par exemple, nous analyserons les petits ARN selon leur taille
(siARN : 21 nt, piARN : 23-30nt), en étudiant les transcrits a I’origine de leur production (ET
ou virus) et si leurs quantités sont modulées a la suite de I’infection (sur-expression, sous-
expression ou aucun changement). En lien avec nos données actuelles, ces futurs résultats nous
permettront, nous 1’espérons, de pouvoir mettre en lumicre la nécessité d’étudier davantage les
interactions hote-pathogéne-ET qui peuvent impacter la diversité génétique et 1’évolution des

génomes.

4. Modulation de la réplication virale par les éléments
transposables

Afin d’étudier les effets réciproques du controle des ET et de la réponse antivirale, une
partie de mes travaux de thése a tout d’abord consisté a déterminer si et comment les ET
pouvaient modifier la réponse a I’infection et la réplication du virus. L’analyse de I’impact de
quantité variable d’ET a été réalisée de maniere plus approfondie avec le DCV dans un premier
temps. En utilisant une souche transgénique sophistiquée de D. melanogaster, nous avons
déterminé comment la réplication du DCV pouvait étre affectée par des génotypes hotes
identiques mais présentant des quantités différentes d’ET. En effet, cette souche présente la

particularité d’étre mutée pour le géne piwi de maniere thermo-inductible (également appelé
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shift). Ainsi, en induisant I’activité des ET par I’inactivation du gene, cela a permis d’obtenir
différentes drosophiles ayant accumulé de nouvelles insertions d’ET au cours des générations
(Barckmann et al., 2018).

Nous avons montré que la présence d’une quantité plus importante de transcrits d’ET
au sein de I’hote permettait de réduire la réplication virale de DCV. En effet, ces premiers
résultats ont été obtenus a I’aide d’une lignée présentant un nombre de transcrits d’ET des
familles ZAM et gtwin plus important que la lignée de référence (Barckmann et al., 2018). La
quantification par RT-qPCR des quantités de transcrits dans les deux souches SO et S70, celle
de référence et celle ayant subi soixante-dix générations de shift, a permis de montrer que ces
deux familles d’ET été augmentées autour du pic de réplication virale. Dans ce sens, il serait
intéressant de déterminer si cette augmentation est spécifique aux familles présentant des
transcrits d’ET plus élevés, bien qu’il soit trés complexe de pouvoir élaborer un modele
biologique aussi sophistiqué. Enfin, nous avons également produit des données de séquencage
des petits ARN provenant d’individus transgéniques (SO et S70) infectés par le DCV. D¢s la
réception de ces données, nous pourrons étudier en détail comment la présence d’un nombre
plus important de transcrits d’ET peut agir sur la réponse immunitaire de 1’hote en réponse a
une infection virale. Il sera intéressant d’analyser si la présence d’une quantité plus importante
de transcrits d’ET (i) affecte la machinerie de régulation des transcrits d’ET dans ce contexte
d’infection virale et (ii) si elle permet d’aider a contrer la présence du suppresseur viral 1A et

limiter cette protection virale contre la voie d’ARN:i.

Ces premiers résultats nous ont ouvert la voie pour étudier comment les ET peuvent
contribuer dans la réponse antivirale lors d’une infection virale. En analysant le taux de
mortalité avec DXV, FHV et IIV-6, nous avons détecté une survie significativement accrue lors
de I’infection par DXV et IIV-6 chez les individus de la lignée S70 en comparaison avec la
lignée de référence SO. Le méme scénario qu’avec DCV pourrait étre envisagé avec ces deux
virus : les quantités de transcrits d’ET seraient capables d’interférer dans la réponse antivirale
en permettant de réduire les effets du VSR, mais également en mobilisant différentes voies
immunitaires comme nous le décrirons plus loin. Par exemple, Merenciano & Gonzalez (2023)
ont récemment démontré qu’une insertion particuliere d’un ET avait un effet sur le niveau
d’expression d’un géne impliqué dans la réponse immunitaire face a une infection bactérienne.
Toutefois, nos données ne nous permettent pas d’observer cette information, n’ayant pas acces
au polymorphisme d’insertion. Il serait par exemple intéressant de pouvoir analyser parmi les

génes immunitaires fortement exprimés a la suite de I’infection si des familles d’ET se
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retrouvent de manicre abondante prés de génes de I’immunité de 1’hote. Dans ce sens, il pourrait
¢galement étre envisageable qu’une quantité plus abondante de transcrits d’ET permette de
recruter et d’activer un nombre plus important de génes impliqués dans la réponse a I’infection,
ce qui pourrait avoir une conséquence immédiate sur les défenses de 1’hote.

L’observation des taux de mortalité a la suite d’infection par FHV semblent montrer une
meilleure survie de la lignée S70 uniquement jusqu’a 25 jours apres I’infection. Il est tentant de
suggérer que I’effet des ET lors d’une infection par FHV puisse étre bénéfique dans les premiers
jours suivant I’infection mais que le virus finisse par empécher cette protection accrue.
Toutefois, les différentes lignées transgéniques ne présentent pas de mortalité significativement
différente lorsque I’on analyse les courbes de survie jusqu’au 50°™ jours. Il semblerait donc
que les différentes quantités de transcrits d’ET n'aient pas d’impact sur la réponse a 1’infection
par FHV. Comment se traduit cette absence d’effet ‘bénéfique’ avec FHV ? Ce changement de
situation en faveur du virus pourrait se faire par le biais du VSR B2 qu’il code, décrit comme
étant un puissant suppresseur de la voie d’ARNi et ayant évolué comme un mécanisme

d’évasion indépendant de I’hdte (H. Li et al., 2002).

En conclusion, I’intégration de différentes échelles d’études aussi bien au niveau des ET
(familles, superfamilles ou classes d’ET), des virus (ARNsb, ARNdb, ADN ; hdte naturel ou
non, etc.) que de Drosophila (intra- et inter-espéce) et des tissus (germinaux, somatiques)
¢tudiés font la richesse et la complexité de mon travail de thése et aura permis une
compréhension plus général des processus impliqués lors des interactions hote-ET-virus.

Pour aller plus loin, ces travaux de thése pourraient s’élargir a (i) I’étude de ces mémes
interactions sur les ET dans un contexte de co-infections, par exemple avec la bactérie
Wolbachia capable d’affecter le taux de transposition du rétrotransposon gypsy (Touret et al.,
2014), (ii) a 'impact générationnel que de telles modulations peuvent avoir sur la descendance
de parents infectés, et (iii) a I’analyse des interactions aux seins de vecteurs de maladies tel que

les moustiques ou les tiques.
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Abstract

Transposable elements (TEs) are genomic parasites, which activity is tightly controlled in germline cells. Using Sindbis virus, it was
recently demonstrated that viral infections affect TE transcript amounts in somatic tissues. However, the strongest evolutionary
impacts are expected in gonads, because that is where the genomes of the next generations lie. Here, we investigated this aspect
using the Drosophila melanogaster Sigma virus. It is particularly relevant in the genome/TE interaction given its tropism to ovaries,
which is the organ displaying the more sophisticated TE control pathways. Our results in Drosophila simulans flies allowed us to
confirm the existence of a strong homeostasis of the TE transcriptome in ovaries upon infection, which, however, rely on TE-derived
small RNA modulations. In addition, we performed a meta-analysis of RNA-seq data and propose that the immune pathway that is
triggered upon viral infection determines the direction of TE transcript modulation in somatic tissues.

Key words: sigma virus, RNA interference, siRNAs, piRNAs, transcription regulation, genomic parasites.

Significance

Transposable elements (TEs) are genomic parasites that are found in all genomes. However, the determinism of their
activity is still incompletely known. Here we show that infections by the Drosophila melanogaster Sigma virus (DMelSV)
increase somatic TE transcript amounts. A survey of other RNA-seq data sets suggests that somatic TE transcript
modulation upon viral infection is a general rule and that the direction of the modulation depends on the host immune
pathways that are triggered. In addition, although DMelSV is known to display tropism to ovaries, this study uncovers a
strong homeostasis of ovarian TE transcript amounts upon infection, whereas TE-derived small RNAs increase. This
potential modulation of the maternally transmitted TE-derived small RNA repertoires could have evolutionary impacts
on genomes.
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Introduction

Both quantitatively and qualitatively, transposable elements
(TEs) are major components of genomes. Quantitatively,
they are repeated sequences that can make a few percents
of chromosome sequences up to 90% in some plants
(Biémont 2010; Wells and Feschotte 2020). Qualitatively,

they are mobile sequences that may modify DNA sequences
and epigenetic landscapes (Rebollo et al. 2012; Lee and
Karpen 2017; Quadrana et al. 2019). Research work of the
last decade showed that one of the ways of controlling TE
activity relies on epigenetic mechanisms (Slotkin  and
Martienssen 2007). In insects, these are essentially RNA

© The Author(s) 2021. Published by Oxford University Press on behalf of the Society for Molecular Biology and Evolution.
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interference (RNAJ) pathways. In Drosophila, the activity of
PIRNAs (PIWI-interacting small interfering RNAs) is predominant
in gonads. Drosophila ovaries are composed of germline tissue
and somatic support cells; piRNAs and functional piRNA path-
ways are present in both ovarian tissues, the germline and so-
matic follicle cells. piRNAs are 23-30nt-long single-stranded
RNA molecules that recognize TE transcripts by sequence simi-
larity, and trigger their slicing thanks to the RNAse activity of the
PIWI proteins they are associated with. Some of these loaded
PiRNAs also translocate into the nucleus and induce the hetero-
chromatic silencing of the corresponding TE sequences (Siomi et
al. 2011; Czech and Hannon 2016). In somatic tissues, the small
interfering RNA (siRNA) pathway is also at play in the transcrip-
tional control of TEs. In addition, this RNAI pathway is the first
defense line against viral infections (Galiana-Arnoux et al. 2006).
SiRNAs are 21-nt-long single-stranded RNA molecules, which
are processed by Dicer-2 from double-stranded viral RNA
(dsRNA) intermediates. These siRNAs are then loaded onto the
Ago2 protein, which cleaves viral fragments sharing sequence
complementarity to the siRNA (Galiana-Arnoux et al. 2006; van
Rij et al. 2006; Mussabekova et al. 2017).

TE transcriptional and transpositional activities vary a lot
across the tree of life (Wells and Feschotte 2020), and the
determinisms of these activities are still incompletely known.
Using a Drosophila system, we have recently shown that viral
infection modulates somatic TE transcript amounts, through
changes of TE-derived small RNA repertoires (Roy et al. 2020).
Infections of wild-type flies by the Sindbis arbovirus (SINV)
resulted in a decrease in somatic TE transcript amounts.
However, infections of loss-of-function mutants of the
SiRNA pathway induced a strong increase in somatic TE tran-
script amounts. In both cases, ovarian TE transcript amounts
were virtually unmodulated. The impacts of viral infections on
germline TE transcripts is still a matter of debate because SINV
does not enter ovaries (Roy et al. 2020). Indeed, contrary to
somatic TE modulation, only germline TE modulation is
expected to have evolutionary genomic consequences.
These are the reasons why we used the same Makindu
Drosophila simulans strain and infected it using another virus:
the Drosophila melanogaster Sigma virus (DMelSV). DMelSV
is a natural pathogen of D. melanogaster, and it is one of the
few characterized Drosophila viruses known to infect ovarian
tissues (L'Héritier 1958; Jousset and Plus 1975; Louis et al.
1988), which is the very place where TEs are strongly silenced,
due to the piRNA pathway. DMelSV belongs to the
Rhabdoviridae. It is an enveloped virus, displaying a single-
stranded RNA genome of negative polarity. It was discovered
in D. melanogaster (L'Heritier 1948), and found to naturally
infect different species of Drosophila; however, D. simulans is
not one of these (Webster et al. 2015). DMelSV is particular
among Drosophila viruses in that it is vertically transmitted
through eggs and sperm, whereas horizontal transmission
does not seem to occur (L'Héritier 1958; Fleuriet 1988).
Using a previously characterized D. simulans strain, we

show that TE transcript amounts increase in somatic tissues
upon DMelSV infection. We observe only very weak modula-
tion of ovarian TE transcript amounts, reinforcing the idea
that ovaries are strongly protected against modulations of
TE transcript amounts. However, ovarian TE-derived small
RNAs are significantly more abundant upon infection, sug-
gesting that TE control may vary in the zygotes. In addition,
we performed a meta-analysis of previously released RNA-seq
data upon viral infection, and we uncover that the direction of
the somatic TE modulation is virus-specific. We propose that it
relies on the particular immune pathways that are triggered
upon infection. Indeed, it is known that they vary a lot re-
garding the virus and the route of infection (Mondotte and
Saleh 2018; Palmer, Varghese, et al. 2018).

Results

DMelSV Replicates in D. simulans

In order to go deeper into the understanding of the impact of
viral infections on the germline activity of TEs, we considered
DMelSV, which is one of the few characterized Drosophila vi-
ruses known to replicate in ovaries. In addition, in order to take
advantage of our previous thorough analyses (Roy et al. 2020),
we decided to use again the Makindu wild-type strain of D.
simulans. As DMelSV is not naturally found in D. simulans
(Webster et al. 2015), we first checked whether it replicated
in Makindu. Similarly to the test used in D. melanogaster, we
anesthetized flies using carbon dioxide (CO,), and we com-
puted the frequency of infected flies as the frequency of flies
which did not recover from anesthesia (within 24 h). All flies
were dead 11days after infection (fig. 14), indicating that
DMelSV indeed replicated in this experimental system, and
that 100% of the flies were successfully infected. The presence
of DMelSV genome in the ovaries of infected flies was con-
firmed using RT-PCR, up until 14 days post infection (dpi) (fig.
1B). Eight days after infection, we could detect DMelSV-
derived 21 nt-long small RNAs in carcasses and ovaries, al-
though less abundantly in the later (fig. 1C). Sense and anti-
sense viral siRNAs were found in equivalent proportions (fig 1C)
and mapped all along the viral genome (supplementary fig. S1,
Supplementary Material online). The size distribution of small
RNA reads aligning to DMelSV indicated that they corre-
sponded to 21nt-long small RNAs in the majority, that is,
SIRNAs (fig. 10), as described previously by others (Petit et al.
2016).

Detailed analyses of the small RNA-seq data revealed viral
sequences other than DMelSV (supplementary fig. S2,
Supplementary Material online). Similar to our previous work
(Roy et al. 2020), Nora Virus (NoraV) reads were detected in
mock as well as DMelSV-infected conditions, and supposed
not to interfere with the immune answer to the experimental
infection. We also identified Drosophila A virus (DAV) small
RNA reads, although only in DMelSV-infected D. simulans
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tissues. DAV read numbers were almost two orders of magni-
tude larger than DMelSV read numbers. This indicates that
Makindu flies are chronically infected with NoraV, but not
with DAV. Small RNA-seq of DMelSV viral stock (i.e., the solu-
tion used to experimentally infect D. simulans flies) did not
reveal DAV sequences. In addition, we could not detect DAV
RNAs using RT-PCR in Makindu flies nor in the DMelSV viral
stock (data not shown). It has also to be noticed that NoraV
and DAV were hardly detectable from RNA-seq data. This
tends to suggest that the flies used to prepare DMelSV samples
were not chronically infected with DAV. DAV detection such as
the one observed in our Makindu samples seems to be wide-
spread in fly samples (Palmer et al. 2018), and we also noticed
such occurrence in our previous experiments using SINV (Roy et
al. 2020). Overall, even if we cannot unambigously trace back
the origin of these DAV small RNAs, the above elements let us
assume that they do not interfere significantly with DMelSV
infection.

TE Modulation in Somatic Tissues and Ovaries upon
DMelSV Infection

We extracted RNAs and small RNAs at 8 dpi to perform RNA-
seq and small RNA-seq. Small RNAs displayed the expected

size distribution, that is, 21-30nt in length (supplementary
fig. S3, Supplementary Material online), as well as the 1U
enrichment expected for piRNAs and siRNAs (Brennecke et
al. 2007; Wang et al. 2014) (supplementary fig. S4,
Supplementary Material online). Detailed sequence composi-
tion of these small RNA repertoires are provided as supple-
mentary table S5, Supplementary Material online.

In somatic tissues, we could detect a clear increase in TE
transcript amounts upon infection (24% increase, mean
log2FC = 0.31, Wilcoxon paired test P value 1.0e-17,
fig. 24). TE-derived small RNAs were also affected: TE-
derived 23-30nt RNAs decreased (47% decrease, mean
log2FC = —0.92, Wilcoxon paired test P value = 2.1e-35,
fig. 2B) as well as TE-derived 21nt RNAs (28% decrease,
mean log2FC = —0.47, Wilcoxon paired test P value =
1.2e-21, fig. 20). All but three TE families had decreased
TE-derived 23-30nt small RNA levels. The three exceptions
are Tc3, Copia-1-Dmel, and ISBU2 families, which appear to
display very low levels of piRNAs, as well as siRNAs and tran-
scripts; therefore, this discrepancy should not be considered
as relevant. TE families displaying an increase in TE transcript
amount upon infection were not significantly enriched in TE
families displaying decreased TE-derived 21nt small RNAs
(Fisher exact test P value = 0.10).
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Fic. 2—TE modulation upon DMelSV infection, expressed as log2 of the ratio (counts in infected condition/counts in mock condition) for each
annotated TE family. Each dot is a TE family. (A) TE transcript modulation upon infection in carcasses. (B) TE-derived 23-30nt small RNA modulation
upon infection in carcasses. (C) TE-derived 21 nt small RNA modulation upon infection in carcasses. (D) TE transcript modulation upon infection in ovaries. (£)
TE-derived 23-30nt small RNA modulation upon infection in ovaries. (F) TE-derived 21 nt small RNA modulation upon infection in ovaries. Small RNA
amounts were normalized relative to miRNAs. P values were obtained using Wilcoxon paired tests.
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Significant adjusted P values at the 0.05 threshold are indicated by stars.

In ovaries, TE transcript amount changes upon infection are
the weakest (12% decrease, mean log2FoldChange [log2FC] =
—0.18, Wilcoxon paired test P value = 0.005, fig. 2D), whereas
TE-derived 23-30nt RNAs clearly increased (19% increase,
mean log2FC = 0.26, Wilcoxon paired test P value = 5.2e-
37, fig. 2E) as well as TE-derived 21 nt RNAs (18% increase,
mean log2FC = 0.24, Wilcoxon paired test P value = 4.4e-23,
fig. 2F). Surprisingly, TE-derived small RNA modulations were in
opposite directions in ovaries compared with somatic tissues.

Host Immune Response against DMelSV Infection

We further analyzed host response upon DMelSV infection fo-
cusing on a subset of genes that are characteristic of known
immune pathways in Drosophila, that is, the RNAI, Toll, Imd, and
Jak/STAT pathways (supplementary table S6, Supplementary
Material online). In somatic tissues, we could detect significant
increases in expression for genes of the Toll and Jak/STAT path-
ways (fig. 3). Statistically significant responses were observed in
carcasses for PGRP-SA (log2FC = 1.91), drosomycin (log2FC =
1.50), GNBP-1 (log2FC = 0.86), Spatzle (log2FC = 0.76), Toll
(log2FC = 0.57), and dorsal (log2FC = 0.39) (Toll pathway), and
tep? (log2FC = 1.91), vir-1 (log2FC = 1.46), totA (log2FC =
0.55), and STAT (log2FC = 0.49) (Jak/STAT pathway). However,
the corresponding log2-fold changes are all lower than 2, indi-
cating moderate overexpression. On the contrary, the Imd path-
way and genes involved in RNAI did not display significant
transcription increase upon infection. In ovaries, none of the
genes from the RNAi (piRNA and siRNA), Toll, Imd, nor Jak/
STAT pathways displayed significant differential expression
upon infection at the 0.05 threshold for adjusted P values.

Meta-analysis of Antiviral Host Responses and TE
Modulation

In order to go deeper into the understanding of the mecha-
nisms that are triggered upon viral infection and impact TEs,

we performed a meta-analysis of available RNA-seq data (ta-
ble 1). Apart from our previously published data (Roy et al.
2020), available data sets were not prepared from isolated
ovarian samples. Therefore, the following analysis will only
deal with whole flies or carcasses. We previously analyzed
RNA-seq data produced from Sindbis virus (SINV) infection
in the same Makindu D. simulans strain and in the w'’’®
control D. melanogaster strain (Roy et al. 2020). These experi-
ments revealed that TE transcript amounts decreased in so-
matic tissues upon SINV infection in both strains. We also
added data that correspond to DCV infection in D. mela-
nogaster y strain (Merkling et al. 2015), which induces an
increase in TE transcript amounts (Roy et al. 2020). In addition,
we included data that correspond to Kallithea virus (KV) in-
fection in D. melanogaster OregonR (Palmer, Medd, et al.
2018). We only kept data corresponding to females. In this
last data set, our TE analysis procedure revealed an average
decrease of TE transcript amounts (14% decrease, mean
log2FC = —0.21, Wilcoxon paired test P value = 9.3e-9, sup-
plementary fig. S7, Supplementary Material online).

We are aware that experimental conditions vary across
these studies. Therefore, rather than focusing on absolute
transcript levels in each condition, we only considered log2-
fold changes, which reflect changes induced by infection, re-
gardless of baseline levels. We compiled these data and ana-
lyzed genes involved in immune pathways performing a
principal component analysis (PCA) of log2-fold changes be-
tween infected and mock conditions for each experimental
system (fig. 4 and supplementary fig. 8, Supplementary
Material online). The first axis corresponded to 35.2% of
the total variance and clearly separated {Makindu SINV}
and {w'’"® SINV} from one hand apart from {Makindu
DMelSV} and {y’ DCV} from the other hand. Therefore,
this first axis segregates RNA virus samples that displayed TE
transcript decrease from one hand and TE transcript increase
from the other hand. This suggests that the transcriptional
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Table 1

Characteristics of the Data Sets under Study

Data Set
Mean TE log2FC
Strain

Species

Virus

Viral genome
Natural host
Infection route
Dpi

Tissue

Sex

Present Study
0.31
Makindu
D. simulans
DMelsV
SSRNA(—)
D. melanogaster
Intrathoracic injections
8
Carcasses
Females

Roy et al. (2020)
—0.25
Makindu
D. simulans
SINV
sSRNA(+)
Mosquito
Intrathoracic injections
6
Carcasses
Females

Roy et al. (2020)

Merkling et al. (2015)

Palmer et al. (2018)

—0.32 0.28 —0.21

w''® y' OregonR

D. melanogaster D. melanogaster D. melanogaster
SINV plav) KV

sSRNA(+) sSRNA(+) dsDNA

Mosquito D. melanogaster D. melanogaster
Intrathoracic injections Intrathoracic injections Abdominal injections
6 1 3

Carcasses Whole flies Whole flies

Females Females Females

response of immune genes upon an RNA virus infection may
allow to predict the effect on TE transcript modulation.
However, this does not hold true for KV, the only DNA virus
of the analysis. The second axis of the PCA explained 25.3%
of the total variance. The first two axes clearly separated
genes involved in RNAI from the other pathways and were
associated with {Makindu SINV} sample.

Discussion

DMelSV Replicates in D. simulans, Triggers an RNAI
Response, and Activates the Toll and Jak/STAT Pathways

Although DMelSV is frequently found in D. melanogaster
samples, it had never been observed in D. simulans natural
populations (Webster et al. 2015). However, our results show
that this virus is able to replicate in D. simulans and to induce
the same symptoms following CO, anesthesia. This is consis-
tent with the findings of Longdon et al. (2011), who previ-
ously measured the ability of sigma viruses to replicate in
various dipteran hosts following injection, and found that
DMelSV could also replicate in D. simulans despite this species
not being its natural host. We were able to detect DMelSV
RNAs in ovaries of flies infected by thoracic injections. In ad-
dition, we found DMelSV-derived 21-nt small RNAs, equally
produced in both orientations, indicative of an induced, effi-
cient RNAI response. However, our RNA-seq data revealed
that other immune pathways were also triggered. Several
genes of the Toll and Jak/STAT pathways displayed increased
transcript amounts upon infection, suggesting that these
pathways play a role in the host immune response. Using
microarrays, a previous study could not detect any evidence
for activation of the Toll pathway upon DMelSV infection
(Carpenter et al. 2009), whereas another study using RT-
gPCR reported nonstatistically significant increases in the ex-
pression of Toll, Relish, and vir-1 (Tsai et al. 2008). The greater
sensitivity of the RNA-seq approach may explain why we were
able to detect weak increases in transcript amounts for these
genes in the present study. In addition, these differences may
also result from differences due to the species: the above

studies were performed in D. melanogaster whereas ours
used D. simulans.

As described in our previous study, we observed that
Makindu flies were chronically infected with NoraV. This
chronic infection was proposed not to impact the outcome
of experimental acute infections (Roy et al. 2020). In addition,
we found a strong signal for DAV small RNAs, whereas DAV
RNAs were never observed. Using small RNA-seq and RT-PCR,
we did not detect DAV small RNAs and RNAs from the
DMelSV viral stock. The absence of detectable DAV RNA in
the infected flies may be related to the time course of DAV
replication, its context with the SiRNA pathway, or specifically
in the Makindu strain. Although we cannot completely rule
out the possibility of a double infection with DMelSV and
DAV, the relatively frequent occurrence of DAV small RNAs
in Drosophila samples (Palmer, Medd, et al. 2018; Roy et al.
2020) allows us to assume that the potential impacts on the
outcome of DMelSV infection are not significant.

TE Transcript Amounts Are Protected against Modulation
in Ovaries

Using SINV in Makindu and w'"® strains, we previously found
that viral infections did not induce modulations in ovarian TE
transcript amounts (Roy et al. 2020). However, we could ob-
serve that SINV did not enter ovaries, which could explain the
absence of effect on ovarian TE transcripts. Here we chose to
use DMelSV, which is known to be vertically transmitted
through eggs (L'Héritier 1958), and the RNA of which was
detected in ovarian samples in the present study.
Nevertheless, we cannot exclude that viral replication is less
intense in ovaries compared with somatic tissues. Surprisingly,
in Makindu ovaries, DMelSV infection led to virtually no
changes in TE transcript amounts, whereas TE-derived small
RNA amounts increased. This result suggests that there is a
strong pressure to maintain ovarian TE transcript homeostasis.
Such a pattern is probably the consequence of strong selective
pressures on the maintenance of germline cells" genomic in-
tegrity. Nevertheless, we have to note that our previous
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Fic. 4.—PCA of immune gene transcriptional changes upon viral infections. PCA was performed on log2FC values. The first and second axes explain
35.2% and 25.3% of the total variance, respectively. Samples are labeled according to the fly strain and the virus used. Samples displaying an increase in TE
transcript amounts upon infection are tagged in yellow; otherwise, they are tagged in gray.

experiments using SINV in Makindu revealed that ovarian TE
transcript homeostasis was associated with an increase in TE-
derived siRNAs but a strong decrease in TE-derived piRNAs.
On the contrary, no modulations of ovarian TE-derived small
RNA repertoires were observed upon SINV infection in D.
melanogaster w''’8. These observations suggest that the
dedicated pathways to TE homeostasis rely on TE-derived
small RNA repertoire adjustments, and vary across host spe-
cies, but the exact mechanisms remain to be established.
SIRNA pathway genes can be thought of as being engaged
in a Red Queen arms race due to the antagonistic evolutionary
interactions between viruses and the host genomes (Obbard

et al. 2006; Kolaczkowski et al. 2011). Similarly, piRNA path-
way genes can be thought of as being engaged in a Red
Queen relationship due to the antagonistic evolutionary inter-
actions between TEs and the host genomes (Parhad et al.
2017; Palmer, Hadfield, et al. 2018) and the potential delete-
rious off-targets of genomic auto-immunity (Blumenstiel et al.
2016; Wang et al. 2020). Considering that these selective
pressures lead to rapid, and a priori lineage independent, evo-
lution of all partners, it is not unexpected to observe con-
trasted patterns between D. melanogaster and D. simulans.
It is all the more expected in the ovaries, considering that it is
the supposed place of the strongest interaction between the
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roles of both siRNA and piRNA pathways. This may add an
additional layer of complex interactions acting on these dif-
ferent small RNA pathways. This reinforces the need for in-
cluding inter and intraspecific variability in the study of such
complex and rapid evolutionary processes.

In any case, the strong homeostasis of TE transcript
amounts in ovaries suggests an optimal transposition rate in
the oocyte (Dufourt et al. 2014), which we may imagine
ensures an optimal mutational environment for the oocyte
genome. This transcript homeostasis may rely on strong mod-
ulations of ovarian TE-derived small RNA amounts, which
would lead to modulations of the TE-derived small RNA rep-
ertoires that are transmitted to the zygote. In the case of SINV,
we observed a decrease in TE-derived small RNA amounts,
which may lead to an increased mutation rate due to a release
of TE activity. On the contrary, in the present study using
DMelSV, we observed an increase in TE-derived small RNA
amounts, which may ensure a greater genomic stability as a
consequence of a stronger control of TEs in the zygote. For
instance, we may envision that such a modulation reduces the
instability resulting from hybrid crosses (Chambeyron et al.
2008; Akkouche et al. 2013). In any case, these contrasted
patterns suggest that the study of a larger set of viruses and
Drosophila strains will be needed to understand these aspects
into more details (Palmer, Varghese, et al. 2018).

The Somatic Fate of TEs upon Viral Infections Depends on
the Triggered Immune Pathways

The present study of DMelSV infection in D. simulans
Makindu revealed that somatic TE transcript amounts were
modulated upon infection, in agreement with our previous
results using SINV (Roy et al. 2020). However, contrary to
these previous observations, here we found an increase in
somatic TE transcript amounts, which was associated with a
decrease in TE-derived small RNAs. This suggests that somatic
transposition rates may increase upon DMelSV infection. This
is particularly interesting because somatic transposition was
proposed to be involved in various physiological processes
such as in brain functions and aging, especially in mammals
(Faulkner and Garcia-Perez 2017) but also in Drosophila
(Chang et al. 2019).

Although we cannot exclude that the abundant produc-
tion of viral SIRNAs limits the production of TE-derived siRNAs
due to titration mechanisms and induces a global decrease in
relative TE-derived siRNA amounts, the present results confirm
that viral infections impact somatic TE transcript amounts in
Drosophila, and suggest that the outcome of the infection on
TEs likely depends on the considered virus and most probably
on the main immune pathway that is triggered. In order to go
deeper into the underlying mechanisms, we performed a
meta-analysis of RNA-seq data produced upon infection using
different viruses in different strains of D. melanogaster and D.
simulans. We focused on a subset of genes known to be

implicated in the various immune pathways characterized in
flies.

It is true that many experimental conditions vary across
samples (table 1). For instance, due to experimental con-
straints, samples were not produced at the same time
(SINV: 6 dpi; DMelSV: 8dpi; DCV: 1dpi; KV: 3dpi). In addi-
tion, the tissues are not exactly the same: In the DCV study,
whole flies are considered, whereas we separated ovaries
from the rest of the body (carcasses). Moreover, the viruses
are different in their being natural pathogens of D. simulans
or even of flies. They also differ regarding the organization of
their genomes: single-stranded RNA genome of negative po-
larity for DMelSV, single-stranded RNA genome of positive
polarity for SINV and DCV, and DNA genome for KV.
However, despite all these differences, the meta-analysis
allows to suggest future directions of research.

Our PCA analysis on immune genes log2FC displays a clear
structuration of RNA virus samples according to the direction
of the modulation of TE transcript amounts. The sample cor-
responding to KV, the only DNA virus from the analysis, does
not follow this trend. This suggests that, although KV infec-
tion seems to trigger an RNAI response (Palmer et al. 2018),
other mechanisms should be considered regarding the
impacts on TE modulation. In the case of RNA viruses, what
is particularly interesting is that the RNAi pathway appears to
determine this dichotomy. This suggests that when RNAI is
the first line of defense against the virus—this is particularly
true for nonnatural pathogens, such as SINV in Drosophila—
this immune response leads to an increase in TE-derived small
RNAs and therefore a decrease in TE transcript amounts, in
agreement with the model we previously proposed (Roy et al.
2020). On the contrary, when other immune pathways are on
the front line, such as the Toll and Jak/STAT pathways here in
the case of DMelSV, or when the virus encodes an RNAI sup-
pressor (such as DCV), the host immune response leads to a
global decrease in TE-derived small RNAs, and consequently
an increase in TE transcript amounts. Very interestingly,
DMelSV infections trigger the Toll pathway and induce TE
transcript increase, whereas KV encodes a Toll pathway sup-
pressor and leads to TE transcript decrease (Palmer et al.
2019). More work is needed to explore these avenues.

Conclusion

Based on the present study, we propose that ovarian TE tran-
script amounts are protected against modulation upon viral
infection, even in the case of viruses that display a clear tro-
pism to ovaries, such as DMelSV. The maintenance of ovarian
TE transcript homeostasis is associated with significant mod-
ulations of TE-derived small RNAs. Determining the precise
mechanisms will require further investigation.

In addition, using DMelSV this study also allows to confirm
that somatic TE transcript amounts are modulated upon viral
infection. If this was to lead to increased transposition rates,
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this would reinforce the involvement of viral infections in so-
matic genetic diversification. In addition, the analysis we per-
form here suggests that the direction of somatic TE transcript
modulation depends on the immune pathways that are trig-
gered (Palmer et al. 2018). This calls for the need of enlarging
the panel of viruses under study in order to investigate the
corresponding mechanisms.

Materials and Methods
Fly Strains and Husbandry

We used the Makindu D. simulans wild-type strain. Flies were
reared on a standard corn medium at 25 °C. To eliminate the
Wolbachia endosymbiotic bacteria, which is known to inter-
fere with viral replication (Teixeira et al. 2008; Bhattacharya et
al. 2017), flies were reared during two generations on stan-
dard agarose medium containing 0.25mg/ml tetracycline
hypochloride (Sigma-Aldrich). The absence of Wolbachia
was confirmed using Wolbachia 16S primers (5-TTG TAG
CCT GCT ATG GTA TAA CT-3' and 5-GAA TAG GTA TGA
TTT TCA TGT-3'), and Wolbachia wsp primers (5-TGG TCC
AAT AAG TGA TGA AGA AAC-3' and 5'-AAA AAT TAA ACG
CTA CTC CA-3'), as described previously (Riegler et al. 2005).

Virus Production and Titration

DMelSV stock was harvested from D. melanogaster chroni-
cally infected by Hap23 sigma virus (provided by Francis
Jiggins, Cambridge University) (Carpenter et al. 2007).
Briefly, DMelSV was extracted by grinding 100 infected fruit
flies in PBS supplemented with 10% fetal calf serum (FCS).
The supernatant was centrifuged 2 min at 10,000 x g and
filtered at 0.45 um. CO, test was used to titrate DMelSV stock
(Longdon et al. 2012), using 10-fold serial dilutions of stocks
and intrathoracic injections (Nanoject Il apparatus;
Drummond Scientific) of naive D. melanogaster flies. At
14 dpi, infected flies were exposed to 100% CO, and flies
were subsequently deposited on ice for 15 min. At room tem-
perature, surviving flies were counted 24 h after the CO, test
and stock viral titer was valued using the Reed and Muench’s
method and expressed as logip 50% Drosophila infective
doses (DID50) (Longdon et al. 2012).

Fly Infections and Validation of the Viral Infection

Flies were individually intrathoracically injected (Nanoject I
apparatus; Drummond Scientific) with 207 nl containing 81
DMelSV infectious particles per fly (DID50) in PBS, 10% FCS.
In parallel, control flies were mock infected with PBS, 10%
FCS under the same conditions. Fly mortality at 1 dpi was
attributed to damage due to the injection procedure, and
these flies were excluded from further analyses. Flies were
maintained at 25 °C and transferred to fresh medium every
2-3 days. Viral infection of individual flies (n=10 per

experiment) was validated using CO, test. DMelSV injection
experiments were performed independently, in duplicates.

RNA Extraction and RT-PCR

Total RNA from eight pairs of ovaries (biological duplicates)
were extracted at 8, 10, 12, and 14 dpi using Trizol (Thermo
Fisher Scientific) and RNeasy Mini Kit (Qiagen). Purified RNAs
were treated using Turbo DNase (Ambion DNAfree kit).
Reverse transcription was performed on 500ng of total
RNAs using Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen).
Endpoint PCR was performed using the GoTag G2 DNA
Polymerase kit (Promega). The parameters for PCR cycling
were as follows: one cycle of 94 °C for 2 min; 35 cycles of
94 °C for30s, 57 °C for 30s and 72 °C for 305, followed by a
terminal extension of 72 °C for 5min. The primers used for
DMelSV PCR amplify a fragment of 156 bp (DMelSV: 5'-ATG
TAA CTC GGG TGT GAC AG-3' and 5'-CCT TCG TTC ATC
CTC CTG AG-3'). The positive control corresponds to the
DMelSV stock. rp49 was used as RNA positive control (rp49:
5-CGG ATC GAT ATG CTA AGC TGT-3' and 5'-GCG CTT
GTT CGA TCC GTA-3) (Akkouche et al. 2012).

RNA-Seq

Female flies were carefully, manually dissected: pairs of ova-
ries were separated from the rest of the bodies, which will
further be called " carcasses.” Ovaries had to remain intact for
the samples to be kept. RNA extraction was performed at
8dpi, which corresponds to the exponential phase of viral
replication. Total RNA of 30 pairs of ovaries or 30 carcasses
(biological duplicates) were extracted using Trizol (Thermo
Fisher Scientific) coupled with the RNeasy Mini Kit (Qiagen).
Purified RNAs (10ung) were treated using TurboDNAse
(Ambion DNAfree kit). RNA quality was validated using a
Bioanalyzer (Agilent). Libraries were prepared after polyade-
nylated RNA selection. Purified RNAs were used for library
preparation using the TruSeq RNA Sample Prep Kit v2.
Enriched libraries were paired-end sequenced on a Hiseq
4000 apparatus (lllumina). Sequencing adaptors were re-
moved using UrQt (Modolo and Lerat 2015) and trim
Galore  (https:/Avww.bioinformatics.babraham.ac.uk/proj-
ects/trim_galore/). Trimmed reads were aligned on reference
genes retrieved from FlyBase (ftp:/ftp.flybase.net/releases/
FB2019_01/dsim_r2.02/fasta/dsim-all-gene-r2.02 fasta.gz) us-
ing TopHat2 (Kim et al. 2013). Gene count tables were gen-
erated using eXpress (Roberts et al. 2011). TE count tables
were generated using the TEcount module of TEtools (Lerat et
al. 2017), and the list of sequences used in Roy et al. (2020)
and available at ftp:/pbil.univ-lyon1.fr/pub/datasets/Roy2019/
. Gene and TE count tables were concatenated to make the
complete count table, which was further analyzed using the
DESeq?2 R package (version 1.18) (Love et al. 2014).

Tables compiling raw and normalized read counts for TE
families are provided as supplementary material,
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Supplementary Material online, as well as DESeq?2 results cor-
responding to TE families and immune genes.

Small RNA-Seq

Female flies were carefully, manually dissected: pairs of ova-
ries were separated from the rest of the bodies, which will
further be called “carcasses.” Ovaries had to remain intact for
the samples to be kept. Small RNA extraction was performed
at 8 dpi, which corresponds to the exponential phase of viral
replication. Small RNAs were isolated from 50 pairs of ovaries
or 50 carcasses using a HiTrap Q HP anion exchange chroma-
tography column (GE Healthcare Life Sciences), as described
previously (Grentzinger et al. 2014). Pairs of ovaries or car-
casses were crushed on HQ 0.1 solution (Hepes 20 mM, KOH
20mM, EDTA 0.2mM, MgCl, 1.5mM, glycerol autoclaved
10%, Ack 0.1 M, Pefabloc SC 0.1 mg/ml DTT 1 mM) and the
supernantant was added on the HiTrap column, followed by a
high Ack concentration solution (HQ 4 M). Small RNAs were
purified using phenol/chloroform isoamyl alcohol extraction
(Sigma-Aldrich). The same experimental procedure was per-
formed on two replicates of 150 ul of DMelSV viral stock,
which corresponded approximately to 30 Hap23 infected flies
each. Size selection of small RNAs (18-50 bp) was performed
on gel at the GenomEast platform. Purified small RNAs were
used for library preparation (SQ00/SIL-04-SR) and sequenced
on a Hiseq 4000 apparatus (lllumina). We first removed
adapter sequences using cutadatp (Martin 2011) -a
TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCACTTA -m 1.
At this step, we drew the size distribution of read length,
which almost exclusively ranged between 21 and 30 nt, that
is, the expected size for siRNAs, piRNAs, and miRNAs; this
made us confident that we did not extract RNA degradation
products (supplementary fig. S3, Supplementary Material on-
line). Using PRINSEQ lite version 0.20.4 (Schmieder and
Edwards 2011), we filtered reads of size 23 to 30nt and
considered these as piRNAs, and reads of size 21 nt and con-
sidered these as siRNAs. Per base sequence contents were
then computed using FastQC (www.bioinformatics.babra-
ham.ac.uk/projects/fastqc/) and their analysis revealed the
expected 1U enrichment (supplementary fig. 54,
Supplementary Material online). Using a modified version of
the TEcount module of TEtools (Lerat et al. 2017; Fablet et al.
2019), we mapped the reads against a list of TE sequences
(available at ftp:/pbil.univ-lyon1.fr/pub/datasets/Roy2019/)
and virus sequences (sequences from Obbard laboratory,
available at http://obbard.bio.ed.ac.uk/data/Updated_
Drosophila_Viruses.fas.gz), either in the sense or antisense
directions. We then computed the sums of sense and anti-
sense counts. We deepened the description of sequences
corresponding to these small RNA repertoires and counted
the number of reads mapping against a multifasta corre-
sponding to the concatenated following files from FlyBase:
dsim-all-gene-r2.02 (after masking using Repeat Masker),

dmel-all-miscRNA-r6.16.fasta, dmel-all-tRNA-r6.16 fasta,
and dsim-all-miRNA-r2.02 fasta. Alignments were performed
using bowtie —best (Langmead 2010).

Size distribution profiles of virus-mapping reads were per-
formed using the following reference sequences for DMelSV,
DAV, and NoraV: Genbank GQ375258, NC_012958.1, and
NC_007919.3 accession numbers, respectively. Alignments
were performed using bowtie —best (Langmead 2010). The
mapping of DMelSV-derived small RNAs was performed using
the SAMtools suite (Li et al. 2009) and the bamCoverage tool
from deepTools2 (Ramirez et al. 2016).

Read count numbers were normalized according to the
numbers of 19-39nt reads aligning on miRNA sequences
(miRNA sequences retrieved from FlyBase: dsim-all-miRNA-
r2.02.fasta.gz). Tables compiling raw and normalized read
counts for TE families are provided as supplementary material,
Supplementary Material online.

Statistical Analyses

We tested whether the modulations of TE counts upon infec-
tion were different from zero using Wilcoxon paired tests
comparing TE normalized counts in the infected versus
mock conditions, for the considered 237 TE families. The
null hypothesis corresponds to an equal number of dots above
and below the 0 horizontal line. Differential expression of
genes was tested using the DESeqg2 R package (Love et al.
2014), and significance was assessed based on adjusted P
values lower than 0.05.

Meta-analysis of RNA-Seq Data

We retrieved previously published RNA-seq data accessible
under numbers PRINA540249 (Roy et al. 2020), GSE56013
(Merkling et al. 2015), and PRIEB21366 (Palmer, Medd, et al.
2018). Roy et al.’s and Merkling et al.’s data were processed
as described previously (Roy et al. 2020). Regarding Palmer
et al.'s data, we first removed adapters using Trimmomatic
(Bolger et al. 2014). To build the gene count table, we aligned
reads against D. melanogaster reference genes (ftp://ftp.fly-
base.net/releases/FB2020_04/dmel_r6.35/fasta/dmel-all-gene-
r6.35.fasta.gz) using HISAT2 (Kim et al. 2019), SAMtools (Li et
al. 2009), and eXpress (Roberts et al. 2011). The TE count
table was obtained following the same procedure as above.
Gene and TE count tables were then concatenated to perform
all subsequent analyses.

For each data set independently, we computed normalized
counts using DESeq2 (Love et al. 2014), and manually calcu-
lated log2 fold changes between mean normalized counts in
infected condition and mean normalized counts in mock con-
dition, for genes involved in immune pathways (see supple-
mentary table S6, Supplementary Material online for details).
All log2FC values were then gathered in the same table,
which was used to perform a PCA (ade4 R package, Dray
and Dufour 2007).
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Supplementary data are available at Genome Biology and
Evolution online.
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