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IDENTIFICATION SANS A PRIORI DE NOUVEAUX VIRUS ARN
PHYTOPATHOGENES : APPLICATION A L'ETUDE DE L’ETIOLO GIE DE MALADIES
DES PLANTES ET A CELLE DU METAGENOME VIRAL

par ThierryCandressé

Analysés collectivement les virus représentent feuge d'agents biologiques présentant la plus
grande diversité, les virus phytopathogénes narifigas exception a cette régle. Encodant leurrgérsur
différents types d’acides nucléiques (ADN ou ARMp@e ou double brin, circulaire ou linéaire...), aya
des organisations génétiques ou des stratégiesptieation différentes, il n’existe de fait aucusgquence
nucléotidique ou protéique qui soit commune a teagphytovirus. A cette diversité « globale » cepand
également une trés grande diversité aux niveaugntariques moins élevés des taux de divergence
nucléotidique intra-espéce allant jusqu'a 30% étaldrés dans certains genres. Cette diversiténénet
'absence de marqueur généraliste qu'elle entraimejusqu'a présent fortement limité notre capaaité
identifier ou a caractériser samgriori les phytovirus présents dans une plante hételos Jgrgement, dans
les populations végétales.

Le développement des nouvelles technologies deeséqge a tres haut débit (NGRext generation
sequencing) modifie fortement cette situation. L'augmentati@morme des débits de séquences et
'abaissement des colts correspondants permettesffet aujourd’hui de séquencer de fagon tresldeg
acides nucléiques présents dans une plante. dl@st possible de rechercher parmi ceux-ci d'éwedlsi
séquences d’origine virale, que ce soit par delerebes d’homologie avec des virus connus ou par un
analyse différentielle avec les séquences provetianthéte de statut sanitaire connu. De tellesatéhes
sont conceptuellement a positionner dans le grandathe de la métagénomique, qui connait actuellemen
un développement tres important.

Les phytovirus n’ayant trés généralement pas deeplilare facilement accessible hors de leur héte ou
de leur vecteur, diverses stratégies corresporaddiftérents types d'acides nucléiques et a la misecuvre
d’éventuelles étapes d’enrichissement sont enviddge : séquencage avec ou sans sélection des ARN
messagers, d’ARN bicaténaires produits durant pdication des virus ARN, de petits ARN issus du
silencing (siRNAs) ou d’acides nucléiques circulaires. Cimacde ces approches présente ses avantages et
ses inconveénients, en particulier au niveau duteperal potentiellement détectable, mais aussnigaau
des colts, de la sensibilité ou des difficultésnitee en ceuvre.

Le premier niveau d'analyse pour lequel ces noasedipproches présentent un trés fort potentiel est
celui de la plante individuelle, pour des démarctiésiologie ou de diagnostic. En effet, si la rexthe
ciblée d’'un agent viral connu est aujourd’hui gétement directe, I'indexage global d'une plante rplau
présence de n'importe quel agent viral, connu garinu, reste un challenge du fait de la tres ldrgersité
des phytovirus. De plus, de nombreuses plantessewudes difficultés supplémentaires, liées aésgnce
de substances d'origine végétale interférentes plusnoins bien caractérisées (latex, polyphénols et
polysaccharides...). Ceci explique que les agentxiresponsables de maladies fréquentes ou connues
depuis de nombreuses années soient parfois engorgdhui non caractérisés.

Une analyse systématique des banques d'ESfrdgssed sequence tags, obtenues par séquencage
systématiques de banques ADNc) de plante pourdaepce de séquence de phytovirus nous a permis
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d’identifier de nombreux nouveaux agents viraux stairtout d’obtenir une premiéere vision large de la
fréequence des séquences virales et, partant deofangeur de séquencage requise pour une recherche
approchant I'exhaustivité. Ces données indiquerg geulement environ 50% des virus détectés sont
représentés dans les banques d’EST avec une figgsapérieure ou égale a 0.1%, cette valeur moatant
80% des virus pour un seuil abaissé a 0.01%. Wsteerehe exhaustive de virus par le séquencage d’ARN
messagers doit donc nécessairement approcher @épasser la profondeur de 100.000 séquences par
échantillon. Les autres approches que nous avomsneacé a développer et qui semblent aujourd'hui
particulierement prometteuses sont le séquencagysi@BIA produits par l'action dsilencing cellulaire et le
séquencage d’ARN bicaténaires (dsRNAs). Cette darrdémarche limite le champ de détection aux virus
ARN, qui représentent cependant de I'ordre de 88%phytovirus connus. Par contre, I'enrichissensent
séquences virales obtenu lors de la purificatios deRNAs permet de considérablement réduire la
profondeur de séquencage et donc les colts ass@aésdifférentes approches seront présentéesesur d
exemples concrets illustrant leur puissance etitearét potentiel.

Pour la stratégie d’'indexage par les dsRNAs que awons optimisée, la préparation des échantillons
en amont du séquencage peut étre conduite en gsglogurs et sans recours a des équipements sqpBsti
En partenariat avec des bioinformaticiens, nousms&galement développé une stratégie pour I'analyse
rapide et automatisée des gros volumes de donméséqilience générés. Grace a une analyse multiplexée
des échantillons, le colt est aujourd’hui estin&0@-400 euros par échantillon en incluant les sedaice
qui est compétitif par rapport au colt d'un indexdaplogique complet tel que conduit actuellem@&w.
telles approches pourraient donc trouver rapidemesapplications dans le domaine du phytodiagnosti

Le deuxieme domaine dans lequel ces approchesnpeésauin fort intérét est celui de I'analyse
globale des phytovirus présents dans une populaégétale ou dans un écosysteme. De telles dénsagehe
métagénomique phytovirale n’étaient jusqu’a prépastaccessibles mais sont aujourd’hui rendueshbess
par 'augmentation des débits et la démocratisaties approches NGS. En utilisant I'analyse des ARN
bicaténaires et des approches de séquencage ewltipbus avons ainsi commencé a analyser le
métagénome phytoviral dans deux environnementgasias. L'un, les lles Kerguelen, peut étre comgidé
comme un environnement modele non anthropisé attEaisé par des contraintes biotiques fortes, amec
flore paucispécifique et une absence d'insectesevex de virus jusqu’a un passé trés récent. leéautr
environnement étudié correspond a un milieu aggiteinpéré caractérisé par une anthropisation éopar
la présence d'une diversité d'espéeces hbotes caltio@ adventices. Les premiéres données d’anatysed
deux métagénomes contrastés seront présentéeantratt particulier en évidence un enrichissement en
virus tempérés a ARN bicaténaires dans celui éssKerguelen et permettant une premiére évaludéda
part de la diversité virale connue dans ces deukx@mements.

Au-dela de ces premiers résultats démontrant &alfdité et I'intérét de ce type de démarche, il es
clair que de nouveaux développements tant techigpleg que conceptuels sont a attendre pour leearné
venir. Au plan technologique, les NGS continuepr@gresser, générant des volumes de séquence r®ujou
plus importants pour des prix de plus en plus é&siblLes challenges sont donc aujourd’hui a recleermtans
'automatisation du traitement des échantillonsnsdée multiplexage et, surtout, dans le traitemses
données de séquence. De nombreuses questionmexiates ce domaine, nécessitant des développements
spécifiqgues. On peut par exemple citer le probl&émecomptage des especes ou des ODpker@ation
Taxonomy Units) pour parvenir a une quantification objective de diversité virale ou celui de
l'identification des séquences de virus trop diesmtg pour pouvoir étre identifiés par les techrsque
actuelles basées sur la recherche d’homologieggleeace. Au plan conceptuel, c’est a une nouvélerv
de I'écologie phytovirale que nous appellent cesbippements.
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