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1-Introduction 

  

 -Découverte chez les plantes et caractéristiques 

 -chez les autres eucaryotes? 

 

 

2-Classification-genèse et mode d’action 

 

 

3-Cibles, fonctions 

 

 

4-ARN interférence: outil de génomique fonctionnelle 

 
 



- ADN transféré du génome de l’agrobactérie au génome de la plante = « ADN de transfert » 
- Intégration dans le génome 

Insertion dans le génome d’ADN-T/agrotransfromation 

 - Analyse foctionnelle 

 - Outil de génomique pour créer des lignées d’insertion mutantes 

   

Apports de la transgénèse dans la découverte du rôle des  

petits ARN chez les plantes 



Manipulation de la chalcone synthase 



CHS 
pCHS 

CHS 
p35S 

Fleurs encore plus 
colorées ? 

NON 



Pas d’expression du gène endogène ou du 

transgène 

ARN associé au transgene 

ARNm endogène 

Fleurs violettes Fleurs blanches 



 

IR: Inverted repeats à l’origine 

de la production de siRNA 

 

 

 

Efficacité du PTGS dépend: 

 

-de la présence d’IR 

 

-du nombre de copies du gène  

dans le génome 

 

 

 

 

 





ACO 
p35S 

Le PTGS est associé la production de petits ARN  (siRNA) 

Chez la tomate 

 

ACO: 1-aminocyclopropane-1-carboxylase oxydase 

 

introduction d’un transgène: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Même chose pour lignées transgéniques GUS/GFP 

 

(1999) 



Plante  transgéniques exprimant  
la GFP 
 
agroinfiltration avec une  
construction contenant la GFP 
 
Observations sous UV: 
 
GFP = Vert 
Inactivation partielle de  
l’expression du gène codant la 
GFP=jaune 
Chlorophylle = rouge 
 
 

Effet des miRNA et siRNA 

 
-évidence d’un transport (expériences de greffes) 

 

-propagation d’un signal systémique 

 



Systémie de l’effet des miRNA et siRNA. Transport d’un signal par le phloème: 

 ribonucléoprotéines contenant de longs siRNA de 24 à 26nt  



Matzke, M., Primig, M., Trnovsky, J., Matzke, A. (1989) Reversible methylation and inactivation of 

marker genes in sequentially transformed plants. EMBO J. 8: 643-649.  

CaMV 35S pro : KAN CaMV 35S pro : HYG 

Expériences visant à 

introduire plus d’un 

transgène dans une plante 

par croisement génétique.  

gène de résistance à la kanamycine gène de résistance à l’hygromycine 

TGS:Transcriptional Gene Silencing 

Résultats attendus 

Sélection sur kanamycine 50% KanR 

 

Sélection sur hygromycine 50% HygR 

 

Sélection sur Kan + Hyg: 25% KanR and HygR 



Un des transgènes est inactivé dans la descendance portant les 2 

gènes de résistance.  

 

Résultats observés 

 

    50% KanR 

 

    25% HygR 

 

    0% KanR et HygR 

 

 

 

 

Lié à la méthylation de la région promotrice 

 

 

Phénomène héritable 





- L’injection d’un ARN double brin spécifique d’un gène provoque la disparition de 
son transcrit 

 Spécificité de séquence 
 

- L’effet ARNi peut se répercuter sur les cellules voisines 
 Transport 

 
- Quelques molécules ARNdb sont suffisantes 

 Amplification 
 

- Seul l’ARNdb d’un exon interfère avec le transcrit endogène 
 Effet post-transcriptionnel 
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Classification 

Michael J. Axtell, 

Annu. Rev Plant Biol. (2013)  



Sources d’ARN double brins pour les siRNA 

Carthew and Sontheimer, Cell (2009) 136, 642-655. 



Lelandais-Brière et al., Current Genomics 2010 

Genèse 
hpRNA siRNA 



Mécanismes développés par les plantes pour réguler l’expression des 

gènes par RNA interférence 



hpRNAs et siRNAs sont formés grâce à 

différentes enzymes 

Reprinted from Margis, R., Fusaro, A.F., Smith, N.A., Curtin, S.J., Watson, J.M., Finnegan, E.J., and Waterhouse, P.M. 

(2006) The evolution and diversification of Dicers in plants FEBS Lett. 580: 2442-2450 with permission from Elsevier.  

AtDCL1 produit les miRNA 

AtDCL2 - 4 produisent  

siRNA 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T36-4JNFN84-6&_user=10&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1155055375&_rerunOrigin=google&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=af8d535b548a0bb2c02
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T36-4JNFN84-6&_user=10&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1155055375&_rerunOrigin=google&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=af8d535b548a0bb2c02
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T36-4JNFN84-6&_user=10&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1155055375&_rerunOrigin=google&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=af8d535b548a0bb2c02


Les plantes ont des ARN polymerases ARN 

dépendantes spécifiques 

Complex Distribution Function 

ARN Polymerase I Tous les eucaryotes Production d’ARNr 

ARN Polymerase II Tous les eucaryotes Production de ARNm, 

microRNA 

ARN Polymerase III Tous les eucaryotes Production de ARNt, 5S 

ARNr 

ARN Polymerase IV Plantes terrestres Production de siRNA 

ARN Polymerase V Angiospermes Recrutement de AGO au 

niveau de l’ADN 



hpRNAs et  siRNAs sont associés avec 

différentes protéines AGO 

AGO1 

AGO4 

AGO1  

hpRNAs et qqs siRNAs 

AGO4  

siRNAs 

Reprinted from Vaucheret, H. (2008) Plant ARGONAUTES. Trends Plant Sci.  13: 350-358 with permission from Elsevier. 

http://www.cell.com/trends/plant-science/abstract/S1360-1385(08)00138-6
http://www.cell.com/trends/plant-science/abstract/S1360-1385(08)00138-6
http://www.cell.com/trends/plant-science/abstract/S1360-1385(08)00138-6


Mutants chez Arabidopsis thaliana 



Differences dans les modes d’action 

des petits ARNs 



Différents niveaux de régulations de l’expression 

 des gènes chez les eucaryotes 

hpRNA 

siRNA 
hpRNA 

siRNA 

http://bio1151b.nicerweb.com/Locked/media/ch19/expression.html 
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Identification 



Cibles de miRNA 

Fahlgren, N., Howell, M.D., Kasschau, K.D., Chapman, E.J., Sullivan, C.M., Cumbie, J.S., Givan, S.A., Law, T.F., Grant, S.R., Dangl, J.L., and Carrington, 

J.C. (2007) High-throughput sequencing of Arabidopsis microRNAs: Evidence for frequent birth and death of MIRNA genes. PLoS ONE. 2007; 2(2): e219.  

50% ciblent des facteurs de 

transcription 

Factors 
Factors 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1790633/




RNA interférence et adaptation des plantes à  

l’environnement 



Les cibles des MicroARNs chez Arabidopsis 



Rôles biologiques des micro ARNs chez Arabidopsis 



Exemple: miRNAs et changement ds les phases de 
développement 

Photos courtesy of James Mauseth 

Adult 

Juvenile 
A 

J 

http://www.sbs.utexas.edu/mauseth/researchoncacti/large%20photo%20Melo%20intortus%20ceph.htm


Chez Arabidopsis, ces changements de 

phase induisent des modifications au 

niveau de la forme des feuilles et la 

présence de trichome 

Reprinted from Poethig, R.S. (2009) Small RNAs and developmental timing in plants. Curr. Opin. Genet. Devel. 19: 374-378, with permission from Elsevier.  

doi:10.1016/j.gde.2009.06.001
doi:10.1016/j.gde.2009.06.001
doi:10.1016/j.gde.2009.06.001


miR156 cible les gènes SPL, impliqués dans 

ce changement de phase 

Reproduced  with permission from Wu, G., and Poethig, R.S. (2006) Temporal regulation of shoot development in Arabidopsis 

thaliana by miR156 and its target SPL3. Development 133: 3539–3547. 

ORF 3’ UTR Promoter 

ORF Promoter 

ORF 3’ UTR Promoter 

SPL3 

SPL3Δ 

SPL3m 

miR156 

binding site 

Wild-type 

miR156-

resistant 

miR156 SPL 

miR156 SPL 

http://dev.biologists.org/content/133/18/3539.full.pdf+html
http://dev.biologists.org/content/133/18/3539.full.pdf+html
http://dev.biologists.org/content/133/18/3539.full.pdf+html


Effet de la surexpression ou de l’inactivation 

de l’expression de miR156 

Reprinted from Poethig, R.S. (2009) Small RNAs and developmental timing in plants. Curr. Opin. Genet. Devel. 19: 374-378, with permission from Elsevier.  

Wild-

type 

miR156-loss-

of-function 

miR156 

OX 

miR156 SPL 

SPL 

doi:10.1016/j.gde.2009.06.001
doi:10.1016/j.gde.2009.06.001
doi:10.1016/j.gde.2009.06.001
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Fonction Gène 
mutant 

Fonction Gène 
mutant 

Génétique classique : recherche d’un mutant sur la base du phénotype 

Génétique inverse : recherche d’un mutant dans un gène donné  

mutagénèse 

crible 

* 

Identification de la mutation 
responsable du phénotype 

Gène d’intérèt 

Phénotype * 
Mutant 



Gene silencing in plants using artificial microRNAs and 

other small RNAs 
Stephan Ossowski†, Rebecca Schwab†,‡ and Detlef Weigel* 

The Plant Journal (2008) 53, 674–690 

microRNA artificiel (amiRNA) 
 

Principe: 

 

-exploite un précurseur de microRNA connu 

avec des caractéristiques structurales 

connues (boucles et gap) 

 

-changement du duplex d’origine 

(miRNA/miRNA*) par une séquence désirée 

par PCR 

 

-fonctionne très bien chez animaux et 

végétaux 

 

-très forte accumulation du miRNA produit 

 

 



Virus-induced gene 

silencing in tomato 
Yule Liu, Michael Schiff and S. P. Dinesh-

Kumar; The Plant Journal (2002) 31(6), 

777±786 

VIGS:Virus Induced Gene silencing 
 



Expression d’ARN tige-boucle artificiel: hpRNAi 
 



RNAi
AAAAAAAAAAA

AAAAA
AAAAA

A

AAA
AAA

AAA
AA

AAAAAAAAAAA

AAAAA
AAAAA

A

AAA
AAA

AAA
AA

RNA interference 

Peu de 
transformants 

Gamme de phénotype 
Etudes possibles dans 

différents fonds 
génétiques/espèces 

Utilisation possible de 
systèmes inductibles 

-Utilisable en cas d’absence 
de collection de mutants 
-inactivation de famille de 
gènes 





Arabidopsis genomic RNAi 
knock-out line analysis 

Constitutive 
(35S) 

inducible 

GST GST 

Introns 

at least 20,000 genes 

more than 40,000 
binary plasmids 

Transform 
Arabidopsis with 4,000 

of these plasmids 



 24,576 GSTs  
 
• 150 to 500 bp genomic 
fragments amplified by PCR  
 
• selected to share no more 
than 70% identity with any 
other Arabidopsis sequence 

www.catma.org 



Inducible Silencing systems:éthanol, cuivre, 

ectdisone, dexaméthasone… 

No Dex  Dex 

Random T1 plants 7 days after transfer to media with or without Dex 

Exemple: dans le cadre de Agrikola, 

développement par le CSIRO (Australie) d’un 

système RNAi inductible utilisant le 

dexamethasone. Le vecteur pOpOff utilise un 

promoteur pOp6  (developed by Ian Moore, 

University of Oxford) et un facteur de 

transcription synthétique, LhGR sous contrôle 

du promoteur 35S. 



AGPase:   key enzyme in the starch biosynthesis pathway 
   consists of two large (regulatory;adg2) and two small (catalytic; adg1) 
subunits 

RNAi-lines targeting ADP-Glucose pyrophosphorylase 

adg1 :loss of function mutant has no 
measureable AGPase activity in leaves 
and less than 20% of wildtype starch 

adg2: loss of function mutant has 
20% of normal AGPase activity in 
leaves, no visible phenotype 

EMS 

RNAi 
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RNA expression  by quant. RT-PCR (adg1) 


