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Préface

Le format de présentation de cette thése correspond a une recommandation de la
spécialité Maladies Infectieuses et Microbiologie, a I'intérieur du Master de Sciences
de la Vie et de la Santé qui dépend de I'Ecole Doctorale des Sciences de la Vie de

Marseille.

Le candidat est amené a respecter des régles qui lui sont imposées et qui comportent
un format de thése utilisé dans de Nord de I'Europe et qui permet un meilleur
rangement que les theses traditionnelles. Par ailleurs, la partie introduction et
bibliographie est remplacée par une revue envoyée dans un journal afin de permettre
une évaluation extérieure de la qualité de la revue et de permettre a l'étudiant de
commencer le plus t6t possible une bibliographie exhaustive sur le domaine de cette

these.
Par ailleurs, la these est présentée sur article publié, accepté ou soumis associé d'un
bref commentaire donnant le sens général du travail. Cette forme de présentation a

paru plus en adéquation avec les exigences de la compétition internationale et permet

de se concentrer sur des travaux qui bénéficieront d’une diffusion internationale.

Professeur Didier RAOULT
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Introduction de la these

La connaissance des maladies infectieuses et de leurs agents causals s'est affinée
au fil des décennies avec des périodes d'accélération importante des connaissances.
Ces avancées ont souvent repose sur des progres technologiques mettant a disposition
de nouveaux outils autorisant des nouvelles découvertes (Raoult, 2010). Méme si le
niveau de technologie des dernieres décennies a atteint des niveaux élevés, avec le
plus récemment la mise au point des technologies de séquencage a haut débit
permettant des études de métagénomique dont le nombre a été considérable, il reste
des trous de connaissance apparemment importants. Cette méconnaissance du monde
des agents infectieux peut étre en partie liée a des obstacles a la découverte de
nouveaux agents infectieux qui ont pu reposer sur de 1'aveuglement, c'est-a-dire des
a priori voire des dogmes empéchant d'observer ou de considérer certains agents
infectieux car ils possédaient des caractéristiques différentes de celles définissant les
agents infectieux précédemment décrits. Des exemples de découvertes inattendu au
cours du XXle siécle ont ainsi été la découverte des virus géants d'une part et des
Candidate Phyla Radiation (CPR) (Brown et al., 2015) et des nanoarchées (Brett et al.,
2010) d'autre part. Le premier virus géant, Mimivirus, a été découvert en 2003, 11 ans
apres quiil a été isolé a partir de I'eau d'une tour de climatisation prélevée lors de
l'investigation d'une épidémie de pneumonie en Angleterre (La Scola et al., 2003). Il a
été pendant plusieurs années considéré comme un coccus a Gram positif, donc une
bactérie, puisqu'il n'était pas envisagé qu’un virus puisse étre visible au microscope
optique est d'une taille similaire a celle de petites bactéries (Raoult et al., 2007).
Quelques années plus tard les CPR et les nanoarchées ont été découvertes. Ils avaient
été négligés jusqu'alors puisqu'il n'était pas envisagé que des organismes cellulaires
comme les bactéries ou les archées puissent étre d'une taille inférieure a 200 um,

similaire a celle de certains virus, et par conséquent invisibles au microscope optique.
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Or les CPR représentent en nombre plus de 15% du monde bactérien, et leur
découverte date de 2015 (Brown et al., 2015). Ceci suggere que la découverte d’autres
agents infectieux de natures différant de celles des agents actuellement connus est
possible voire probable a court terme. Un autre élément ayant pu ralentir la
découverte de nouveaux agents infectieux est une compartimentalisation des champs
d'études relativement a la formation et aux compétences des chercheurs et de leurs
équipes.

Il est admis aujourd’hui qu’il y a une vraie scission entre les mondes de la
virologie animale et végétale, se traduisant par un nombre limité d’études d"une part
sur 'existence et 'impact des agents phytopathogenes sur le monde animal, et en
« particulier les vertébrés », et d’autre part d’agent pathogenes décrits dans le monde
animal affectant les végétaux. Les viroides et les viroides-like ARN satellites sont des
agents infectieux qui ne sont pas classés comme étant des virus, mais comme des
agents sous-viraux. Les viroides et certains genre viraux pathogenes de plantes, en
particulier les tobamovirus, sont tres stables dans 1’environnement, pouvant résister a
des contraintes fortes comme le processus de digestion ou méme la transformation
agroalimentaire. Viroides et tobamovirus peuvent se propager par simple contact
physique a partir de matériel végétal. Ainsi, les outils, structures et véhicules agricoles
ayant été en contact avec ces agents pathogenes peuvent rester infectieux sur de
longues périodes. Transmis par les semences, ils peuvent se propager rapidement
dans le monde entier en raison de la fréquence et du volume important des échanges
internationaux. Des protocoles réglementaires de désinfection de semences sont
appliqués dans de nombreux pays pour limiter leur dissémination. Ces éléments
suggerent une exposition de I'Homme aux viroides et aux tobamovirus via
I’alimentation, en particulier les fruits et légumes, et aux activités liées a ’agronomie.
Si des travaux de recherches ont déja associé les tobamovirus a des signes cliniques et
a une réponse immunitaire chez ’'Homme (Balique et al., 2013, 2012; Colson et al.,

2010), aucune étude n’a a ce jour mentionné un impact possible des viroides, ou des
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structures proches des viroides, sur la santé des animaux et en particulier sur celle des
vertébrés.

Du fait de la compartimentation marquée entre la virologie humaine et
végétale, tres peu d’études ont exploré l'existence de passerelles entre ces deux
disciplines. Les travaux présentés ici ont principalement tenté d’apporter des éléments
concernant la présence chez I'homme d’entités viroide-like. Les viroides sont des
particules rencontrées exclusivement chez les plantes et composés exclusivement d'un
génome tres court. L'agent delta, responsable d'une forme d’hépatite, contient un
fragment de type viroide qui pourrait étre relié aux viroides. Ce type particulier
d’acide nucléique infectieux pourrait possiblement en cas de présence chez I'homme
interagir avec les acides nucléiques humains, notamment les ARN messagers, étant
donné que chez les plantes leur pouvoir pathogene semble relié au phénomene
d’interférence. D’autres virus de plantes particulierement stable, et en particulier les
tobamovirus, ont déja été mis en évidence dans des produits alimentaires et aussi chez
I'homme. Dans cette étude, nous avons également recherchés ces virus dans des
sauces tomates et des échantillons cliniques. Pour mener bien ces recherches, des
approches in silico et moléculaires, comme le séquengage de nouvelle génération, ont

été utilisées afin d'étudier I'interactions de ces agents pathogenes chez ’humain.

Le theme général de la these est 1'étude/recherche et la caractérisation de la présence

chez I'homme des entités viroide-like et de virus de plantes.

Pour approfondir cette recherche, nous 1’avons orienté autour de quelques questions

principales :

1. Retrouve-t-on dans la littérature des viroides ou éléments qui se rapprochent
aux viroides en dehors du monde végétal, par exemple chez les mammiféres

dont 'Homme ?
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a. Ces entités seraient-elles a l'origine de toutes les formes existantes
d’ARNs dans le monde des vivants ?

b. Existerait-il un ou des mécanismes de pathogénicité associé a ces petits
ARNSs nus chez ’homme ?

c. Quel serait I'impact possible des viroides, ou des structures proches des
viroides, sur la santé des animaux ? Sur celle des vertébrés ?

2. Les résultats encourageants de la littérature nous ont conduits a nous poser les
questions suivantes : existerait-il réellement des similitudes ou homologies de
séquences entre les viroides et des régions d’interférences chez les petits ARNs
non-codant humains ? in silico ? in vitro ?

3. Retrouve-t-on d’autres virus de plantes chez 'Homme et dans son
alimentation? L’hypothese de la présence de tobamovirus, virus dotés d'une
grande stabilité, a été explorée.

4. Enfin, nous avons conclu ces travaux par la détection de I’agent Delta « viroide-
like » chez les 'Homme en utilisant des outils de biologie moléculaire et le

séquengage a haut débit.

Les travaux réalisés au cours de cette These sont exploratoires et ont porté sur
divers aspects d'une présence possible d'agent infectieux des plantes, d'une part des
viroides ou des agents similaires a ceux-ci mais présents en dehors du regne végétal,
et d’autre part des virus de plantes tres stables qui sont les tobamovirus. La possibilité
d'une présence chez 'homme de viroides ou bien d'entités comparables pouvant
causer des infections ou interagir avec les cellules humaines n'a quasiment pas été
explorée a ce jour du constat méme de Theodore Diener, le découvreur des viroides
(Diener, 2016). Des travaux portant sur l'agent Delta, un agent d’hépatite chez
I'homme et qui présente des similarités de structure avec les viroides, ont complété
cette partie. Concernant les tobamovirus les travaux réalisés au cours de cette thése

prolongent les travaux précédents réalisés dans le laboratoire montrant la présence de
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PMMoV dans des produits alimentaires et dans les selles de patients et du virus de la
mosaique de tabac dans les cigarettes et dans la salive de fumeurs (Balique et al.,
2015a). De plus, une revue de la littérature avait par ailleurs montré que des virus de
plantes avaient été en fait détectés chez divers animaux incluant 'homme (Balique et

al.,, 2015a).

f Insects (order Hemiptera) m %

Non-circulative transmission eg.C iruses, Fofyiinses, G

Circulative transmission

Circulsfive non-propagative fransmission e.9. Luteouirdae, ,
Circulafive propagative ransmission ©.9. Rhabdovirdas, Reoviridae, Bunyaviidas
/" Mammals (non humans) B
/" Nonhumans ™ /" Humans ™
Cucumber green motlle mosaic virus Tymovindae, Nanoviridas, Tobaceo mosaicvius — Saliva ———=
Sobemovirus Geminiviridae,

Sobomovinies Acanthocysfis turfacea chiorovius 1 Oropharynx

?) Tobaccomosaic s Lung

Luteoviridas, Tymoviidae, ) .
Sobemovirus Pe];:pner mikimotflo vinis
ohaceo mosaic vins /
Oat blue dwarf virus Sloct

A Grapevine astervid mosaic-associated virus

Maizs rayado fino virus

Qat chiorotic stunt virus

Panicum mesaic virus

Maize chiorofic motfle virus

Tomato bushy stunt virus

Figure 3. Detection of plant viruses in insects and mammals including humans.

(Balique et al., 2015a)

Ainsi, dans leur ensemble, les travaux réalisés au cours de cette These, bien que
s'intéressant a des agents infectieux différents et abordant cette thématique par
plusieurs approches différentes, représentent plusieurs pistes de niveaux de difficulté

et d’originalité différents, explorées de facon indépendante mais complémentaire,
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visant a globalement augmenter le niveau d'évidence sur la présence d’entités viroide-

like et de pathogenes de plantes chez les animaux dont I'homme.
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PLAN DE LA THESE

Cette thése est organisée en trois parties. Une premiére partie introductive
restitue le travail dans un contexte général et fait un focus sur les viroides et les
tobamovirus. Les projets I, II, III, IV et V intégrés dans la deuxiéme partie
présentent les travaux de theése sous forme d’articles parus, soumis ou en cours de
rédaction. Chaque projet est introduit par un avant-propos rappelant les objectifs

poursuivis. La troisiéme et derniére partie une conclusion générale et perspectives.
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La premiere étape de ce travail permet de dresser un état de I’art sur les viroides

et les tobamovirus.

Une synthese bibliographique (Bengone-Abogourin et al., 2021 ; article soumis)

fait ensuite 1'objet de la premiere partie du manuscrit appelée projet I.

Aucune étude n'ayant jusqu’ici recherché la présence de viroides et d’ARN
assimilés chez les animaux, nous avons recherché dans un deuxiéme temps par des
analyses in silico des similitudes entre les viroides et les petits ARN chez I’'homme
(Projet II). Nous nous sommes intéressés en particulier aux micro-ARN matures
humains. Nous avons recherché les similarités de séquences entre les génomes de
viroides et les séquences de micro-ARN matures humains en croisant la base de
données de viroides disponible sur NCBI avec la base de données des micro-ARN

humains MIRBase.

Au regard des résultats, nous avons utilisé des outils de biologie moléculaire
pour rechercher des agents phytopathogenes a partir d’échantillons humains. Nous
avons tenté de retrouver des viroides dans le sang humain utilisant le séquengage haut

débit est présentée dans la troisieme partie (Projet III).

Enfin, la recherche d’agents phytopathogenes s’est étendue a des virus tres
stables, les tobamovirus, dans les aliments en privilégiant une approche par RT-PCR

et de séquencage de Sanger qui sera abordée dans le Projet IV.

Finalement, le projet V met en évidence la détection des génomes de 1'agent
Delta, un agent causal d’hépatite virale qui possedent un motif viroide-like, et
concomitamment du virus de I'hépatite B en utilisant la technologie de séquengage
Nanopore dite de troisiéme génération, et analyse I'impact d'un nouvel agent

antiviral sur la réplication de I’agent Delta.
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PREMIERE PARTIE
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PRESENTATION DES VIROIDES ET
DES TOBAMOYVIRUS

Nous présentons ici, en support des travaux réalisés au cours de cette These, les

caractéristiques principales des viroides d’une part, et des tobamovirus d’autre part.
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Introduction aux viroides

Les viroides sont des parasites intracellulaires sous-viraux infectant uniquement les
plantes monocotylédones et dicotylédones, herbacées et ligneuses. On retrouve les
viroides a la fois chez des especes sauvages ornementales ou des plantes cultivées (Di
Serio et al., 2014, 2017; Flores, 2001a; Kovalskaya and Hammond, 2014). Exclusivement
décrits dans les systemes végétaux, ils ont été recherchés principalement dans les
plantes d’intérét agronomique pour ’homme comme la tomate (Solanum lycopersicum)
(Antignus et al., 2007, 2002; Piernikarczyk, 2016), la pomme de terre (Solanum
tuberosum) (Piernikarczyk, 2016; Yanagisawa et al., 2019), la noix de coco (Coco
Nucifera) (Flores, 2001a) et d’autres especes de consommation (Antignus et al., 2002;
Candresse et al., 2007a; Dall et al., 2019; Hammond and Owens, 2006; Verhoeven et
al., 2006, 2017a) ou d’ornement (pétunia, chrysanthemes) (Glouzon, 2013; Hammond

and Owens, 2006; Verdin et al., 2017; Yanagisawa et al., 2019).
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Classification
Les viroides sont répartis dans deux familles, les Pospiviroidae et Avsunviroidae,
subdivisées en cinq genres, respectivement Pospiviroid, Hostuviroid, Apscaviroid,
Cocadviroid, Coleviroid et trois genres Avsunviroid, Pelamoviroid, Elaviroid (Di Serio et al.,
2017; T. Diener, 2016). Les viroides comptent pres de 40 especes connues. Le nom des
Pospiviroidae provient du premier viroide découvert en 1971 par T.O Diener, le Potato

Spindle Tuber viroid (PSTVd) et le nom Avsunviroidae provient de I” Avocado Sunblotch

viroid (ASBVd) (Di Serio et al., 2018; T. Diener, 2016; Diener, 1971; Flores, 2001a). Le
Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) chez le chrysantheme, le PSTVd chez la pomme de
terre, le Coconut cadang-cadang viroid (CCCVd) chez le cocotier, le Tomato apical stunt
viroid (TASVd) chez la tomate et le Citrus exocortis viroid (CEVd) appartenant a la
famille des Pospiviroidae; et le Peach latent viroid (PLVd) chez le pécher, le
Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd) chez les chrysanthémes et le ASBVd
chez I'avocat appartenant a la famille des Avsunviroidae, sont des especes associées a

des maladies particulierement surveillées (Kovalskaya and Hammond, 2014).

Trois caractéristiques principales différencient ces deux familles de viroides :
leur structure secondaire, I’organisation des domaines génomiques et leur mode de

réplication autonome.

Leurs structures secondaires en tige-boucle ou batonnet sont caractéristiques des
Pospiviroidae alors que la structure en téte de marteau est associée aux Avsunviroidae

(Figure 1) (Flores, 2001a).
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Figure 1: Représentation des deux conformations tige-boucle et téte de marteau
différenciant les Pospiviroidae des Avsunviroidae

(Image Modifiée tirée de Clark et al., Molecular Biology, 2019) (Clark et al., 2019).

Organisation du génome

Les viroides sont composés uniquement d'un ARN génomique monocaténaire
non codant dont la taille trés courte varie entre 246 et 475 nucléotides (nt) de long
(Yanagisawa et al., 2019). Les viroides sont non-encapsidés et non-enveloppés (Gas et
al.,, 2007; Messmer et al., 2017; Piernikarczyk, 2016; Yanagisawa et al., 2019). L’ARN
génomique des viroides a une composition élevée en bases guanine et cytosine leur
permettant de s’apparier et de se refermer sur eux-mémes prenant différentes
conformations en épingle a cheveux (« stem-loop »), en « tetraloop », « pseudo-loop»
avec ou sans embranchement (Gas et al., 2007). De plus, la composition élevée en bases
guanine et cytosine confere une stabilité au génome et une résistance physique a la
chaleur ainsi qu’aux rayonnements ultraviolets et ionisants (Diener and Owens, 1980).
La grande stabilité des viroides leur permet de résister a des conditions

environnementales difficiles méme en dehors de la cellule hote (Roger, 2011).

34| Page



Mémoire de thése de Doctorat Biologie-Santé, spécialité en Maladies Infectieuses

L’organisation du génome est un critere important différenciant les deux
familles. La présence du motif conservé de la région centrale (central conserved
region, CCR) (Figure 2) est décrite uniquement chez les Pospiviroidae. Ce motif, qui
comprends cinq domaines distincts et joue un roéle primordial au cours du cycle de
réplication (Di Serio et al., 2017; Flores, 2001a). La CCR est impliquée dans la spécificité
d’hotes, la réplication et le caractére pathogénique (Flores, 2001a). Les domaines
« terminal Left, TL », « terminal right, TR » et « Variable domain, V », sont conservés
et sont caractéristiques des Pospiviroidae. La région de pathogénicité « pathogenicity
domain, P » est impliquée dans la virulence envers 'héte. Elle est spécifique d'un

viroide a I'autre (Flores, 2001a; Roger, 2011) (Figure 2).

. L || Pathogenicity (P) ‘ Central Conserved Region (CCR) (RTINS

Figure 2: Représentation des cinq domaines caractéristiques du génome des

Pospiviroidae
Domaine terminal gauche (TL), la région Centrale conservée (CCR), le domaine

variable (Variable), le domaine de pathogeénicité (Pathogenicity).

Le génome des Avsunviroidae se définit par deux domaines. Un domaine en
téte de marteau « Hammerhead region, HHR », responsable d'une activité de type
ribozyme-like-auto-clivante. Cette activité ribozyme auto-clivante est décrite
uniquement chez les Avsunviroidae (Di Serio et al., 2018). Un autre domaine riche en
tige-boucles « loop-rich region, LRR » présent chez les Avsunviroidae possede un
pourcentage de guanine-cytosine supérieur a celui retrouvé dans la région en téte de

marteau (Di Serio et al., 2017; Messmer et al., 2017) (Figure 3).
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Figure 3: Structure génomique chez quelques especes d’Avsunviroidae

En vert la region ribozyme auto-clivantes « Hammerhead region » et en bleu la région
riche en boucles (loop-rich region). L’Avocado Sunblotch viroid (ASBVd) du genre
Avsunviroid, le Peach latent mosaic viroid (PLMVd) du genre Pelamoviroid et
I"Eggplant latent viroid (ELVd) du genre Elaviroid (Image adaptée de Di Serio et al.,
Viroid Taxonomy 2017)

Chez les Avsunviroidae, I’ ARN génomique en téte de marteau possede des
structures communes aux ARN catalytiques de type ribozyme. A partir d’analyses
phylogénétiques couplées aux caractéristiques biochimiques des viroides, il a été
proposé par Bussiére et al. que le viroide du pécher (PLMVd) disposant d'un ARN
auto-répliquant avec une activité ribozyme-like pourrait correspondre a un fossile
moléculaire, datant du monde « pré-cellulaire » (Bussiére et al., 1995; Roger, 2011),
preuve encore vivante d'un "monde ARN pré-cellulaire" (Flores, 2001a; Friday, 2017;
Lopez-Carrasco and Flores, 2017; Moreno et al., 2019). En 1989, T.O. Diener avait déja
suggéré que les viroides pourraient étre des « fossiles vivants » préexistants bien avant

l'apparition des ARNs cellulaires (ribosomale, messager et de transfert), de ' ADN et
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des protéines, faisant ainsi des viroides des ancétres archaiques a I’origine du « monde
ARN » (Flores, 2001a; Seligmann and Raoult, 2016) et a l'origine de la vie (Moreno et
al., 2019).

Réplication
Dans les cellules végétales, le mode de réplication autonome en cercle roulant chez les

Pospiviroidae est asymétrique avec une localisation nucléaire (Figures 4). Chez les

Avsunviroidae, la réplication en cercle roulant est symétrique et a lieu dans le

chloroplaste (Figure 5) (Di Serio et al., 2018; Flores, 2001b).

Host

Pol | linear antigenomic RNA contatemer
e R —— —> —»

viroid RNA genome

rolling circle

T RNAse lll
Host

RNA ligase Pal ll
— S -— gu»(?

linear genomic RNA

Figure 4: Schéma représentant le mode de réplication en cercle roulant asymétrique
dans le noyau chez les Pospiviroidae

A partir d’un ARN circulaire simple brin positif (covalently closed circular RNA «
cccRNA » ; la RNA polymérase RNA dépendante cellulaire (RNA-dependant RNA
polymerase II « RNA Pol II ») synthétise les brins négatifs. Ces brins négatifs sont
utilisés comme matrice pour produire des ARN génomiques positifs qui sont ensuite

circularisés par la RNA ligasel (https://viralzone.expasy.org/6956).
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Figure 5: Schéma représentant le mode de réplication en cercle roulant symétrique
dans le chloroplaste chez les Avsunviroidae.

La RNA polymérase RNA dépendante cellulaire (RNA Pol II) synthétise les brins
ARN de polarité négative (anti-génomique RNA). Le brin positif est synthétisé en long
brin qui s’auto-découpe en petit ARN par son activité catalytique de type ribozyme et
se circularise. Les longs brins négatifs sont générés a partir des ARN positifs, découpés
par les  activités  ribozymes et sont circularisés  (Image de

https://viralzone.expasy.org/1944).

De plus amples explications sur le cycle de réplication des deux familles de viroides
sont détaillées dans la revue présentée dans le projet I qui se trouve dans la

deuxiéme partie de ce manuscrit.
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Symptomes
Les viroides peuvent étre associés a des symptomes agressifs sévéres pouvant
modifier la croissance de la plante et sa morphologie (rabougrissement, formes
cylindriques, allongées, crevassées, rugueuses,...), la couleur des feuilles, pétioles,
tiges, et fruits (décoloration, marbrure, chlorose, jaunissement, taches brunes

auréolées, couleur rouilles...) ( Mackie et al., 2019; Roger, 2011) (Figure 6).

&
S & & o
F & *

g

Roots

Plant phenotype

Healthy TCDVD infected

Figure 6: Symptomes associés au Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd) observés
sur les racines et les fruits des tomates

(Sangha et al., 2015)

D’autres symptomes moins séveres (« mild ») peuvent étre rencontrés comme

des gaufrages des feuilles ou des ponctuations foliaires (Figure 7 et 8).
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Tomate ‘monalbo’

-> aspects générales des plantes : gaufrage des feuilles,
pour le TASVD

Figure 7: Symptomes « mild » ou modérés causés par le Tomato apical stunt viroid

(TASVd) sur des feuilles de tomates infectées (INRAE, Montfavet)

Nicotiana tabacum cv. Xanthi
1N ‘ e R

MOCK déformation : ponctuation foliaire TCDVd

Figure 8: Symptomes « mild » causés par le Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd)
sur les feuilles de Nicotiana tabacum cv. Xanthi infectés (INRAE, Montfavet).
Enfin certains viroides ne sont associés a aucun symptome, c’est le cas du Hop

latent viroid (HLVd) chez le houblon (Roger, 2011).
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Pathogénicité

Les viroides détournent le processus post-transcriptionnel du gene silencing,
mécanisme de défense bien connu chez les plantes» (Kurihara et al., 2007; Smith and
Dombrovsky, 2019). Ce mode de défense a également été décrit chez les champignons
et certains invertébrés (Jiang et al., 2012). Tout d’abord, les viroides se répliquent en
détournant I’ARN polymérase de la cellule hote. La réplication des viroides génere
des ARN double brins intermédiaires, qui sont découpés par des exonucléases
« Dicer » en petits ARN interférents, ou siRNA, de 21 a 25 nucléotides de long
(Dadami et al., 2017; Dalakouras et al., 2013) (Figure 9). Ces siRNA double-brin sont
ensuite incorporés au sein d'un complexe RISC (« RNA-induced silencing complex »
ayant une activité siRNA ribonucléase). Si les séquences de siRNA correspondent aux
ARN messagers de 1'hote, les RISC peuvent les cibler conduisant a une dégradation
menant a I'apparition de symptomes chez la plante hote (Figure 9). Les RISC peuvent
également cibler le viroide, le forgant a évoluer, pour adopter et maintenir une

structure résistante au silencing de I'ARN (Wang et al., 2004).
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Figure 9: Pathogénicité des viroides chez les plantes est similaire au mécanisme
d’ARN interférent

(A) Les viroides détournent les protéines impliquées dans le « RISC complex » pour
se répliquer (A), former des siRNA (B), incorporer le RISC (C) et (D et E) cibler une
dégradation de I’ ARN messager de 'hote (D et E) menant a 'apparition de symptomes
(F) (Wang et al., 2004).

Mode d’infection
Les contacts mécaniques comme le greffage ou la manipulation d’outils
contamings, le transport commercial des semences et des jeunes plants infectés, sont
les voies de transmission principales des viroides chez les plantes hotes (Kovalskaya

and Hammond, 2014; “L’ Anses lance 1’alerte,” n.d.).

Stratégies de management
Dans le cas d’infection par un viroide, les moyens de lutte sont limités. Aucun
traitement curatif n’étant efficace (“ANSES/LSV/MA034 - Version 2,” n.d.), seules des
mesures de prophylaxie sont utilisées, avec en particulier I'utilisation de semence et
de plants sains, et le respect des procédures suivant un cahier des charges bien défini
(désinfection des outils, port de gants et de vétements de protection,...). En cas

d’infection, la destruction des plants atteints doit étre effectuée.
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Introduction aux tobamovirus

L’étude des tobamovirus est étroitement associée a la découverte des virus. A la fin
du 19 siecle Ivanovsky a décrit I'existence d'agents pathogenes plus petits que les
bactéries apres filtration de feuilles de tabac présentant les signes de la maladie de la
mosaique du tabac au travers un filtre de Chamberland. En reprenant les expériences
de Ivanosvsky, Beijerinck montrera ensuite que cet agent infectieux, nommé
'contagium vivum fluidum', est capable de se multiplier en infectant les feuilles de
tabac. Cette découverte correspond a la description du premier virus et connu sous le
nom d’espece Tobacco mosaic virus (TMV), aujourd’hui rattaché au genre Tobamovirus.
Depuis, les tobamovirus sont devenus des modeles expérimentaux incontournables
pour étudier les caractéristiques morphologiques et structurales des virus, leur cycle,
I'évolution des virus, en particulier leur capacité a s’adapter a des hotes variés (Fraile

and Garcia-Arenal, 2018).

Classification
Les phytovirus du genre Tobamovirus appartiennent a la famille des Virgaviridae.
Les tobamovirus regroupent plus d’une trentaine d’especes et sont les seuls membres

de cette famille a posséder un génome non-segmenté. (“Genus,” n.d.).

Les virus du genre Tobamovirus infectent plus particulierement les plantes de la
famille des Solanaceae, des Cucurbitaceae et des Brassicaceae dont certaines sont
abondamment cultivées, en particulier des plantes légumieres comme la tomate, le
poivron/piment, 1’aubergine, le concombre, le chou-fleur ( “Virus des solanacées,”

nd.).
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Gamme d'hétes

Les tobamovirus ont une gamme d’hoétes naturels qui varient en fonction des
especes virales. Les hotes naturels du tomato mosaic virus (ToMV) se limitent
principalement a la tomate et au piment/poivron, méme si on peut le retrouver chez
d’autres solanacées comme le tabac, le pétunia ou la morelle. A l'inverse, le tobacco
mosaic virus (TMV) est un peu plus polyphage avec une quarantaine d’especes de
solanacées hotes décrites et pouvant aussi infecter d’autres familles de plantes comme

les astéracées, brassicacées ou fagacées (Marchoux et al. 2008).

Morphologie

Les tobamovirus ont une morphologie allongée et rigide a symétrie hélicoidale
mesurant 300 nm de long avec un diametre de 17 a 18 nm (Figure 10). La capside virale
est composée d’environ 2100 sous-unités formant une coque protectrice non
enveloppée. Ces sous-unités sont liées par des structures secondaires en hélices o, des
feuillets (3 et des boucles. A l'intérieur de cette coque protéique se trouve I'acide
nucléique virale (Principe de virologie végétale; génome, pouvoir pathogene, écologie des
virus - S Astier, | Albouy, Y Maury, H Lecoq - Quae - Grand format - Les mots & les choses
BOULOGNE BILLANCOURT, n.d.).
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Figure 10: Représentation de la particule virale du tobacco mosaic virus.

En rouge se trouve ’ARN viral entouré par la coque protéique mesurant 300 nm de
long avec un diameétre de 17 nm (d'apres Principe de virologie végétale ; génome,
pouvoir pathogene, écologie des virus - S Astier, ] Albouy, Y Maury, H Lecoq - Ed.
Quae - Grand format - Les mots & les choses BOULOGNE BILLANCOURT, n.d.").

Organisation du génome

Le génome des tobamovirus est composé d'une molécule ARN simple brin linéaire
de polarité positive d’environ 6.5 kb, dont la traduction s’effectue directement dans la
cellule hote. L’extrémité 5 est modifiée par une coiffe nucléotidique méthylée
(m7G5'pppG) alors que l'extrémité 3’ possede une structure de type ARNt. Le génome
code pour au moins quatre protéines dont deux protéines non structurelles dites de
réplication comprenant une activité RNA hélicase et RNAse polymérase RNA
dépendante (RdRp) de 126 kDa et 183 kDa respectivement, la protéine de mouvement
(MP) de 30 kDa et la protéine de capside (CP) de 17.5 kDa (Conti et al., 2017; “Genus,”
n.d.) (Ishibashi and Ishikawa, 2016) (Figure 11).
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Figure 11: Génome du tobacco mosaic virus (TMV) représentatif des tobamovirus

Le TMV est un virus monopartite qui comprend un ARN génomique codant pour des
réplicases (ombragées en gris : "small replicate subunit” et ORF2), une ARN hélicase
et une ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) de 126 kDa et 183 kDa ; la protéine
de mouvement (MP) de 30 kDa et la protéine de capside (CP) de 17,5 kDa codées par
2 "subgenomic RNA" a partir des ORF3 et ORF4 (ombragés en vert).

https://viralzone.expasy.org/51.

La RdRp est impliquée dans le processus de réplication du virus dans la cellule hote
et intervient aussi comme suppresseur du gene silencing. Le gene silencing est un
moyen de lutte contre I'infection virale développé par les plantes qui reconnait puis
élimine les acides nucléiques double-brins parasites. Ce mécanisme a été également

décrit chez les tobamovirus (Conti et al., 2017).

La protéine de mouvement joue un role essentiel dans la dissémination des
particules virales au sein de la plante. Des études sur le TMV ont mis en relief
différents roles impliquant les MP, parmi lesquels la capacité d’automouvement, de
se fixer al’ARN viral et de favoriser la translocation de complexes viraux entre cellules
voisines. Ces protéines de transports assurent la migration des virus sur courte

distance d'une cellule infectée a une cellule adjacente a travers les plasmodesmes. Les
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protéines de mouvement forment un large complexe de mouvement qui se fixe a la
fois au réticulum endoplasmique et a I’ARN viral et diffuse a travers les

plasmodesmes (Otulak and Garbaczewska, 2011; Sheshukova et al., 2020).

La CP joue un role dans I’assemblage et la stabilité des particules virales. La capside
assure l'intégrité du génome pendant les transports a longue distance dans les
vaisseaux conducteurs du phloeme (Principe de virologie végétale; génome, pouvoir
pathogéne, écologie des virus - S Astier, | Albouy, Y Maury, H Lecoq - Quae - Grand format -
Les mots & les choses BOULOGNE BILLANCOURT, n.d.). Des études anciennes sur le
mouvement a longue distance du TMV chez la tomate et le tabac ont révélé que le
mouvement a longue distance du virus chez des mutants du TMV dépourvus de CP
fonctionnelle est limité voire inexistant (Ding et al, 1996). Plus récemment en
comparant une chimere du TMV possédant le gene CP d’un autre tobamovirus,
I"Ondotoglossum ringspot virus, inoculé a des feuilles de N. tabacum, des auteurs ont
observé que cette chimere restait limitée aux feuilles inoculées alors que le TMV non
modifié pouvait se propager dans la plante entiere par I'intermédiaire des vaisseaux

du phloeme (Hilf and Dawson, 1993).

Réplication

Apres 'entrée de la particule virale dans la cellule végétale soit par une ouverture
naturelle soit aprés une blessure, la particule virale se désassemble libérant I'ARN
génomique viral (ARNg) dans le cytoplasme de la plante hote. La RdRp est la premiere
a étre synthétisée permettant de répliquer I’ ARNg parental en brins négatifs servant a
son tour de matrice pour permettre une synthése abondante de brins d’ARNg
complémentaires positifs. La MP et la CP sont synthétisées plus tardivement a partir
des ARNs subgénomiques (Figure 12). (Principe de virologie végétale; génome, pouvoir
pathogéne, écologie des virus - S Astier, ] Albouy, Y Maury, H Lecoq - Quae - Grand format -
Les mots & les choses BOULOGNE BILLANCOURT, n.d.).
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Figure 12: Représentation de la réplication de ’ARN génomique (ARNg) des
tobamovirus

(Principe de virologie végétale ; génome, pouvoir pathogene, écologie des virus - S
Astier, ] Albouy, Y Maury, H Lecoq - Quae - Grand format - Les mots & les choses
BOULOGNE BILLANCOURT, n.d.).

Stabilité et résistance

Les tobamovirus sont dotés d'une grande stabilité (i.e capacité a survivre dans
un environnement sans contrainte particuliere) et d’une grande résistance (i.e.
capacité a survivre dans des environnements soumis a de fortes contraintes). La
nature des interactions et forces chimiques structurant la particule pourraient
expliquer la stabilité des sous-unités entre elles, notamment des liaisons internes de
nature hydrophobe et liaisons externes de nature électrostatique (Principe de virologie
végétale; génome, pouvoir pathogene, écologie des virus - S Astier, | Albouy, Y Maury, H
Lecoq - Quae - Grand format - Les mots & les choses BOULOGNE BILLANCOURT, n.d.).
La résistance des tobamovirus se traduit en particulier par un point d'inactivation
thermique de dix minutes pendant 90°C. Si la durée de survie des tobamovirus n’est
pas connue précisément, elle est estimée a plusieurs années (“Genus,” n.d.; Smith and

Dombrovsky, 2019).

Un grand nombre de travaux décrivent I'omniprésence des tobamovirus dans
des environnements tres variés (Aguado-Garcia et al., 2020) que ce soit dans les sols

contaminés (Smith and Dombrovsky, 2019), les eaux usées (Kitajima et al., 2018;
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Rosario et al., 2009), les océans et eaux douces (Castello et al.,, 1999; Kegler et al.,
1994) (Castello et al., 1999; Jacobi, 1991), les glaciers et le permafrost (Castello et al.,
1999), les eaux de montagnes (Jd et al., 1995), ainsi que dans les nuages et brouillards
(Jd et al,, 1995). Il a été démontré que les tobamovirus se maintiennent dans les fruits
et légumes infectés crus ou ayant subi une transformation agroalimentaire tels que les
piments en poudre (Zhang et al., 2006) ou les sauces épicées comme le tabasco (Colson
et al., 2010). Kitajima et al (2018) montrent également que les tobamovirus gardent
leur pouvoir infectieux dans les produits alimentaires malgré les conditions
thermiques élevées utilisées pour leur transformation alimentaire et/ou leur
conditionnement sous une faible teneur en eau dans le cas d’aliments a base de poudre
desséchée. Les tobamovirus résistent également au processus de transformation
industrielle du tabac pour la fabrication de cigarettes et de cigares, et sont retrouvés
dans la salive des fumeurs ayant été en contact avec du tabac infecté (Balique, 2013;
Balique et al., 2015a). Ainsi, le titre moyen d'ARN de TMV a été estimé a 9.5'° copies
d'ARN dans les cigarettes et 3.8'° par ml de salive de fumeurs, y compris dans les
prélevements respiratoires de patients atteints de tabagisme avec des antécédents de
pneumopathie et de cancer du poumon (Balique, 2013; Balique et al., 2013). Plusieurs
études ont également montré que des tobamovirus pouvaient étre mis évidence dans
les spécimens fécaux chez 'Homme (Rosario et al., 2009; Zhang et al., 2006). C’est le
cas du PMMoV dont les concentrations détectées d’ARN ont été estimées a 10°
copies/gramme de poids sec (Zhang et al., 2006). La présence de PMMoV peut aussi
étre retrouvée dans le tractus intestinal des adultes ne présentant aucun symptomes
cliniques (Zhang et al., 2006) et également, dans les selles des patients hospitalisés se
plaignant de douleurs abdominales (Colson et al., 2010). Les tobamovirus sont les plus
abondants des virus eucaryotiques détectés dans les selles et les écouvillons oro-
pharyngés de nouveau-nés (a partir de 2 semaines d’age) et de jeunes enfants (agés
d’une année) (Aguado-Garcia et al., 2020). Ces auteurs ont rapporté que dans une
région semi-rurale du Mexique, les tobamovirus sont largement représentés dans le

tractus intestinal et ’oropharynx des enfants en bonne santé, c’est-a-dire ne présentant
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aucun symptomes respiratoire ou gastro-intestinal. L’étude a pris en compte trois
enfants agés de deux semaines jusqu’a douze mois dont les meres consommaient
fréquemment des légumes tels que les poivrons verts et les tomates. Cette étude a
démontré la présence précoce de tobamovirus chez les nouveau-nés ou méme dans le
cas de jeunes enfants exclusivement nourris au sein (avant I'introduction d’aliments
solides complémentaires), dont le ToMV, le PMMOoV et le tomato brown rugose fruit
virus (ToBRFV). Ces auteurs font I’hypothese que les tobamovirus pourraient étre
transmis de la mere au nouveau-né par le lait maternel ou indirectement par le contact
des jeunes enfants avec d’autres supports contaminés comme les mains ou objets
divers (Aguado-Garcia et al., 2020). Chez les individus adultes, la transmission
passerait par la consommation d’aliments a base de fruits contaminés (Zhang et al.,
2006), les activités agricoles et méme le recours a la médecine traditionnelle utilisant

des produits infectés (Balique, 2013, 2013).

La persistance des tobamovirus a également été étudiée dans des modeles
expérimentaux animaux. Il a été montré que les particules de TMV pouvaient pénétrer
dans les poumons de souris inoculées par voie intratrachéale et rester viables dans le
tissu pulmonaire et les macrophages pulmonaires murins jusqu'a 14 jours dans des
conditions expérimentales. Dans cette méme étude, le TMV a également été détecté
dans des cultures in vitro de macrophages dérivés de la moelle osseuse murine inoculé
avec différentes concentrations de virus. Les auteurs ont montré que le TMV pouvait
persister dans ces cellules jusqu’a 15 jours apres 1'inoculation .(Balique, 2013; Balique

etal., 2013).

Symptomes
L’infection par les tobamovirus s’accompagne de symptomes qui différent selon la
plante infectée. Chez la tomate par exemple, les tobamovirus affectent 1’architecture,

'aspect et la croissance de la plante. Les organes de la plante qui sont touchées sont
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principalement les feuilles et les fruits (Marchoux et al. 2008). Les symptomes foliaires
les plus caractéristiques sont la présence de mosaiques et le nombre de feuilles entre
les bouquets floraux peut étre réduit. La qualité des fruits se traduit par un défaut de
maturité (décoloration), une taille réduite et une altération de la teneur en sucres.
(“Ressources génétiques - Revues du Cirad TOBAMOVIRUS Tm2 et Tm-22 genes de
resistance.pdf,” n.d.). Des nécroses sur le pédoncule, les calices et les pétioles peuvent
également étre observées chez la tomate infectée par certains tobamovirus. Des taches
jaunes ou brunes, des déformations, des irrégularités de maturation et des rugosités
sur la peau sont notamment décrites dans le cas d’infection par le TOBRFV (Luria et

al.,, 2017; Smith and Dombrovsky, 2019; Verdin et al., 2020) Figure 13).

Figure 13: Symptomes du ToBRFV chez la tomate

Symptomes de rugosité sur fruits (a, d). Décoloration de fruits (b, c). Mosaiques
foliaires et rétrécissement accompagné de la marbrure des feuilles (e-g). Symptomes
nécrotiques sur le pédoncule, les calices et les pétioles (g) (Smith and Dombrovsky,

2019).

En fonction de la plante sensible inoculée, les symptomes peuvent s’exprimer
uniquement au niveau du site d’inoculation (lésions locales), ou bien étre généralisés

a I'ensemble de la plante (Iésions systémiques). Le ToMV et le TMV causent en
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particulier des lésions locales observées au niveau des feuilles de Nicotiana tabacum cv.
Xanthi (Figure 14A) et de Chenopodium quinoa (Figure 14B), ou encore I’apparition des
lésions nécrotiques locales sur Datura stramonium pour le ToMV (Figure 14C). Des
mosaiques systémiques sont observées chez Nicotiana tabacum cv. Samsun coinfectée

par le ToMV et le TMV (Figure 15D) (Jezewska et al., 2018).

Figure 14: Symptomes de tobamovirus (ToMV et TMV)

Lésions locales causées par le ToMV et le TMV sur Nicotiana tabacum cv. Xanthi (A).
ToMV et le TMV sur Chenopodium quinoa (B). Lésions nécrotiques locales causées par
le TOMV sur Datura stramonium (C). Mosaiques systémiques chez N tabacum cv. Samsun

coinfectée par le ToMV etle TMV (D) (Jezewska et al., 2018).

Pouvoir pathogéne

Différentes hypotheses permettent d’appréhender les mécanismes responsables
des symptdmes associés aux tobamovirus chez les plantes. L'une d’entre elles relie
I'apparition des symptdmes chez les plantes a la modification des processus
épigénétique impliquant la méthylation de ' ADN de I'h6te médi€e par des petits ARN

endogenes non codants d’une longueur de 24 nt. Cette modification pourrait
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perturber les profils d'expression des genes associés aux défenses antivirales et
conduire a I'expression de certains symptomes caractéristiques comme la chlorose
(Leone et al., 2020). Un autre mécanisme repose sur le détournement de la régulation
médiée par le « gene silencing ». Ce processus est impliqué dans la défense des plantes
et fait intervenir différentes protéines impliquées dans la reconnaissance d’ARN
viraux et en particulier des exonucléases qui reconnaissent et découpent les ARNs
double-brins viraux en petits ARNs double-brins interférents d'une taille de 21-24 nt
(voir la partie « Viroides », paragraphe « Pathogénicité »). Les tobamovirus disposent
de facteurs viraux permettant de détourner le mécanisme du «gene silencing »
conduisant a réduire les mécanismes de défense naturels chez les plantes infectées

(2012) (Ding et al., 2004; Vance and Vaucheret, 2001).

\

Des études se sont intéressées a rechercher la présence de tobamovirus chez
I’'Homme en lien avec d’éventuelles pathologies humaines. Bien qu’Aguado-Garcia et
al., 2020 n’aient pas pu établir ce type de corrélation chez les nouveau-nés et les jeunes
enfants de moins d’un an, Colson et al. (2010) ont montré que des symptomes, tels que
I'asthénie et I'hyperventilation, étaient associés a la présence d’ARNs de tobamovirus
chez 'enfant de cinq ans (Aguado-Garcia et al., 2020; Colson et al., 2010). Colson et
al. (2010) ont également montré que la détection d’ARN viraux était associée a des
symptomes cliniques diarrhéiques chez l'adulte tels que la fievre, les douleurs
abdominales et une sensation de démangeaison ou de prurit. Ils ont mis en évidence
une réponse immunitaire médiée par les IgM et associée a la présence du PMMoV. Ils
ont suggéré la possibilité d'un role pathogene direct ou indirect des virus de plante
chez 'Homme (Colson et al., 2010), posant la question d"une possible réplication des
tobamovirus chez I’'humain, ou de I’existence d’hote potentiel en dehors du monde

végétal.
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Mode d’infection

Les tobamovirus se propagent selon deux modes d’infection, mode direct et mode
indirect. Le mode d‘infection direct se traduit par la présence du virus dans les
semences, les plants destinés a la plantation, les fruits. Il va se disséminer via le
transport de matériel végétal dans une zone de production, entre différents bassins de
productions ou bien entre pays et continents. Le deuxieme mode est une
contamination indirecte qui se traduit par la présence du virus dans/sur tous supports
inertes ou biologiques qui serviront de source d’inoculum par contact avec des plantes
saines. Il peut s’agir des mains, des vétements et chaussures, des systemes
d’irrigations, du sol et déchets de végétaux contaminés, du matériel utilisé lors de la
manipulation des plantes en serre ou en plein champ (outils, palettes, véhicules...)
(Smith and Dombrovsky, 2019; Verdin et al., 2020). De méme, la contamination via les
insectes pollinisateurs, les oiseaux et enfin par les adventices et plantes sauvages
peuvent aussi constituer des sources d’infection et dissémination des tobamovirus

vers des plantes cultivées.

La transmission des virus aux plantules a partir de semences contaminées est la
cause majeure de la dissémination des tobamovirus sur de longues distances. C’est ce
qui explique notamment la dissémination a 1’échelle mondiale du tomato brown
rugose fruit virus, un tobamovirus émergent infectant principalement les tomates
(Solanum lycopersicum), les piments et les poivrons (Capsicum annuum). Le ToBRFV a
fait I’objet d’alertes depuis sa premiere description en 2014 au Moyen-Orient (Israél et
Jordanie) et sur le continent américain (Mexique 2018 et Etats-Unis 2019). Depuis 2018,
ce virus s’est propagé dans plusieurs pays d’Europe : Allemagne, Italie, Royaume-
Uni, Pays-Bas, la Gréce et I'Espagne. Il a été signalé en France (février 2020) dans une
serre de production en Bretagne. Le TOBRFV est réglementé dans I'Union Européenne
depuis novembre 2019 et a été ajouté a la liste d’alerte de I'Organisation Européenne

et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes (OEPP).
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Stratégies de management

1. La Prophylaxie

Pour limiter I'introduction des tobamovirus dans une nouvelle zone de production,
les lots de semences doivent provenir préférentiellement de zones indemnes. Dans les
cultures, des mesures sanitaires de prophylaxie particulierement strictes doivent étre
utilisées pour lutter contre ces virus transmis par simple contact comme I'utilisation
des vétements a usage unique (blouses, sur-chaussure, gants...), la désinfection
fréquente des outils de travail (“ToBRFV-QA.pdf,” n.d.)
“protocole_virus_contact_tomate_2019_Chambre d’agriculture_APREL_v3.pdf,”

n.d.; Verdin et al., 2020).
2. Méthodes de lutte

Des stratégies de gestion, destinées a lutter contre les tobamovirus, ont été mises en

place afin de réduire leurs effets néfastes dans les cultures en cas d’infection.

Les plantes suspectes doivent étre isolées puis détruites si la contamination y est
avérée. Un vide sanitaire avec désinfection compléte des structures et de tout matériel
en contact avec les plantes doit étre effectué. Les lots de semences provenant de zones
contaminées doivent étre désinfectés en employant des protocoles adaptés, tels que le
trempage dans I'eau de Javel (hypochlorite de sodium), ou le phosphate trisodique, et
des traitements thermiques a la chaleur seche. (“n°2020-SA-0038 Demande d’appui
scientifique et technique sur les questions relatives aux mesures de prophylax.pdf,”

n.d.).

Dans le cas de la tomate de consommation, la stratégie de lutte la plus efficace est
I'utilisation d’hybrides résistants au ToMV et au TMV porteurs des geénes de
résistances Tm-2 et Tm-22 offrant aux tomates un niveau de résistances tres élevé.
Cependant ces hybrides, déployés durablement dans les cultures depuis plus d'une
trentaine d’année, sont aujourd’hui sensibles au ToBRFV, ce a qui conduit les

entreprises semencieres a relancer des programmes de sélection pour produire des
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variétés de tomates résistantes au ToBRFV (“Evaluation du risque simplifiée du

ToBRFV pour la France métropolitaine .pdf,” n.d.).
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Avant-propos de la revue

Le projet I s’inscrit dans la perspective de répondre a la premiere

problématique de notre étude :

Retrouve-t-on dans la littérature des viroides ou éléments qui se rapprochent aux
viroides en dehors du monde végétal, par exemple chez les mammiféres dont

I'Homme ?

a. Ces entités seraient-elles a I'origine de toutes les formes existantes
d’ARNs dans le monde des vivants ?

b. Existerait-il un ou des mécanismes de pathogénicité associé a ces petits
ARNSs nus chez 'homme ?

c. Quel serait 'impact possible des viroides, ou des structures proches des

viroides, sur la santé des animaux ? Sur celle des vertébrés ?

Ce premier projet qui suit est un article de revue soumis, permettant de donner
les éléments de réponse concernant la présence dans le monde animal dont 'Homme
d’entités viroide-like (bien connu chez les plantes, mais en méme temps moins connus
chez les mammiferes).

Tres peu de travaux de recherches en virologie font la passerelle entre virologie
animale et végétale. En effet, le scientifique T.O. Diener, un pionnier en
phytopathologie qui découvrit en 1967 les viroides, s’est questionné sur le
désintéressement de la communauté scientifique quant a la détection d’entités
viroides-like en dehors du monde végétal (T. Diener, 2016). Ainsi a ce jour, la présence
de viroides chez les mammiferes n’a pas été étudiée.

Quelques travaux, dont ceux de Delan-Forino et al. en 2011 sur I’AVSVd,
responsable du “sunblotch” de l’avocatier et ceux de Friday en 2017 sur le PSTVd,

responsable de la maladie des tubercules en fuseau de la pomme de terre, ont montré
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que ces deux viroides pouvaient infecter et se répliquer in vitro dans certaines levures
(Saccharomyces cerevisiae) bousculant ainsi le dogme d’une association exclusive des

viroides au regne végétal (Delan-Forino et al., 2011; Friday, 2017).

Au-dela de détecter chez 'humain des ARN viroides présents du fait d’une
consommation d’aliments infectés ou de contacts avec des végétaux infectés, il
apparaissait intéressant de mettre en évidence des ARN viroide-like, présentant les
mémes caractéristiques que les viroides. En effet, il serait intéressant de savoir si de
telles entités ne soient présentes que chez les plantes. En pratique, elles ont été peu,
voire pas, recherchées. Un état des lieux des connaissances est présenté ci-dessous

dans la revue « May viroid-like entities be present in humans ?»

Mots clés : ARN tige-boucle, Viroides, Plantes, humains, HDV
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Abstract

Viroids were discovered half a century ago. Together with virusoids they are
considered as the smallest pathogens. They are currently known as infecting only
ornamental and food crop plant species. Nevetheless, they are short RNAs with a
stem-loop hairpin harboring structure that is broadly distributed in the living, with
similarities with ribosomal and transfer RNAs, ribozymes, repeated palindromic
elements, or introns and transposons. Some viroids contains a hammerhead ribozyme
motif that is widespred in the biosphere, including in human genes. Moreover, the
Delta agent that causes hepatitis in humans may partly derived from a viroid and
other similar agents were recently discovered in other animals. Here we review the
data that question if viroids or viroid-like entities might be present in and interact
with animals including humans. A possible mechanism could be through RNA
interference. Here we reviewed the data that suggest that viroid-like entities and/or
derived very short RNAs might be present in and interact with animals including
humans. Accumulated data indicate that efforts to detect viroids or viroid-like entities

in humans or other animals should be unbridled in future studies.
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Introduction

Ivanovsky and Beijerinck reported during the 1890s the existence of infectious agents
smaller than microbes by demonstrating that crushed tobacco leaves with mosaic
disease passed through Chamberland filters could infect healthy plants (Beijerinck,
n.d.; Ivanovsky, 1892). Thereafter and for decades, these agents named ultraviruses
then viruses were considered to be the smallest intracellular entities infecting all
cellular organisms (Lwoff, 1957; Raoult and Forterre, 2008). The concept of a "viroid"
first came up when T.O. Diener reported in 1967 the existence of a still different non
cellular infectious agent, an apparently free nucleic acid, for which no virion could be
detected (Diener and Raymer, 1967). This pathogen newly identified was revealed as
the causative agent of spindle tuber disease of potatoes first reported in 1922 (Martin,
1922) thought for years to be caused by a virus (Diener, 2003). Viroids were further
characterized as minute free infectious RNAs by combining density-gradient
centrifugation and polyacrylamide gel electrophoresis, (Diener, 1971) then by electron
microscopy (Sanger et al., 1976; Sogo et al., 1973) and sequencing (Gross et al., 1978).
The first formal proposal for viroid classification was in 1991 by Elena et al.,(Elena et
al., 1991) then viroids first appeared in the 6 report of the International Committee
on Taxonomy of Viruses (“Virus taxonomy, 6th report of the International Committee
on Taxonomy of Viruses,” 1995). Viroids are defined as few hundred nucleotides in
length, hence small, circular single-stranded RNAs that do not encode proteins. This
suggests that their information is based on sequence and structure. They replicate
autonomously in higher plants, some of them being known to be pathogenic while
other are not (https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/subviral-
agents/w/viroids). They were also classified as capsidless orphan replicons, as they
were neither ribosome- or capsid-encoding organisms (Raoult and Forterre, 2008).
Similar entities to viroids are virusoids, which are viroid-like RN As as short as viroids,
but are encapsulated by a helper virus coat protein (Symons and Randles, 1999). As

opposed to viroids, virusoids are unable to replicate in the absence of a helper virus.
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Beyond, the one associated with rice yellow mottle virus encodes for a protein
(AbouHaidar et al., 2014).

Viroids, as virusoids, are currently known to infect only plants; viroids being
significant pathogens infecting ornamental and food crop plant species (Diener, 2018,
1993; Flores et al., 2004; Navarro et al., 2012). Thus, neither viroids nor viroid-like
entities were described in other organisms. Nevertheless, they were almost not
searched (T. Diener, 2016). In addition, in the case of viruses, the border between plant
and animal kingdoms has been reported to be less hermetical than widely admitted.
Particularly, very closely related viruses differing only slightly regarding their
genomic content have been found to infect animals or plants (T. Diener, 2016; Koonin
and Dolja, 2013). In addition, there are evidence of the nonneutral presence of plant
viruses in humans (Aguado-Garcia et al., 2020; Balique et al., 2015b; Kim et al., 2020).
Moreover, the Delta agent that causes hepatitis in humans in co-infection with
hepatitis B shares viroid-like features (Flores et al., 2012a). Indeed, its RNA genome
has structural similarities with viroids, including a ribozyme domain, and it is deemed
to result from the fusion of a viroid-like RNA with a coding sequence from mammals.
Here we summarize the data suggesting that viroid-like entities might be present in

and interact with animals including humans (Figure 1).

Genomic and structural features

Viroids are very unique subviral, obligate parasites(“Virus taxonomy, 6th report of
the International Committee on  Taxonomy of  Viruses,” 1995);
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/subviral-agents/w/viroids).
There are two families, Pospiviroidae and Avsunviroidae. They consist in genomic
single-stranded, circular, unencapsidated RNAs with a size varying between 246 and
475 nucleotides, and a palindromic, stem-loop hairpin harboring rod-like or quasi-
rod-like conformation of about 50 nm in length in vitro (Flores et al.,, 2012b).

Pospiviroidae members have a central conserved region and cannot form hammerhead
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ribozymes. Avsunviroidae members lack a central conserved region and can form
hammerhead ribozymes. These nano-genomes have a high G+C content, which ranges
between 53 and 60%, with the exception of avocado sunblotch viroid (G+C content of
38%), and a high level of base pairing (https://talk.ictvonline.org/ictv-
reports/ictv_online_report/subviral-agents/w/viroids). They do not harbor protein
encoding genes. In contrast, the virusoid that is associated with rice yellow mottle
virus and is the smallest of known viroids and virusoids, has two or three overlapping
ORFs that can be directly translated. It is the single one to encode a protein, which is
16-kDa in length and highly basic (AbouHaidar et al., 2014). Such a restricted genomic
RNA size along with a high G+C content and a high level of base pairing confer to
viroids a high stability (Diener, 1989). Notably, circular, covalently closed RNA with
a high level of base pairing and stem-loop RNA conformations are indeed less prone
to be processed by nucleases (Flores et al., 2011; Seligmann and Raoult, 2016). They
can be protected from the action of host endonucleases, potential host RNA silencing

activities.

Replication and pathogenicity
The members of viroid families Pospiviroidae and Avsunviroidae use two separate ways
to replicate (Di Serio et al., 2018; Flores et al., 2014, 2011). Pospiviroidae members
replicate in the nucleus by an asymmetric rolling-circle replication pathway, and
Avsunviroidae members replicate in the chloroplast by a symmetric rolling-circle
mechanism. Both these autonomous replication pathways involve RNA generation by
the nuclear RNA polymerase II (family Pospiviroidae) or a chloroplastic RNA
polymerase (family Avsunviroidae) and cleavage and ligation steps either by host cell
enzymes that recognize particular RNA motifs (family Pospiviroidae) or by the
hammerhead ribozyme activity (family Avsunviroidae).

Although processed viroid RNA genomes do not encode any structural or other

types of proteins, they cause diseases of infected plants. The mechanisms of this
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pathogenicity are not fully clarified and they may be multiple. They may notably
involve viroid RNA processing by the RNA siliencing machinery and the interaction
of mature viroid RNA with host factors (Navarro et al., 2012). The involvement of
silencing components in the pathogenesis of viroids has been reported in different
host plants (Markarian et al., 2004; Martinez de Alba et al., 2002). Viroids are inducers
as well as targets of mechanisms involving RNA silencing since they are substrates for
the Dicer-like endoribonucleases (Owens and Hammond, 2009; Vogt et al., 2004).
Pathogenicity could occur through accumulation of viroid-derived 21-24 nucleotide
long RNA (Minoia et al., 2014; Navarro and Di Serio, 2018; Wang et al., 2011). The
cleavage of host messenger RNAs (mRNAs) resulting from RNA silencing mediated
by viroid-derived-silencing (si)RNAs may down-regulate host mRNAs, which could
result in either loss or gain of protein functions (Adkar-Purushothama et al., 2017;
Navarro et al., 2012; Owens and Hammond, 2009). Alike microRNAs, viroids may pair
to multiple mRNA targets at their 3’ or 5" conserved seed regions (Bengone-Abogourin
etal., 2020; Lam et al., 2015; Lewis et al., 2003). Moreover, Argonaute proteins that are
essential components of the RNA-induced silencing complex were reported to be
overexpressed and associated with viroid derived-sRNAs in Nicotiana benthamiana
infected by potato spindle tuber viroid, as previously demonstrated for the case of
endogenous RNAs and RNAs derived from viruses (Minoia et al., 2014). This
overexpression of Argonaute proteins decreased viroid accumulation suggesting their

role in the defense against viroid.

Besides, in vivo studies performed on tomato leaves reported that CEVd
increased the activation of cell death cascade and induced ribosomal subunits
malfunctioning (Cottilli et al., 2019). Alterations in the accumulation of ribosomal
proteins or translation factors have been detected in tomato plants infected with CEVd
(Lison et al., 2013) and interaction of viroids with ribosomal protein L5 or eukaryotic
translation elongation factor 1A have been reported (Dubé et al., 2009; Eiras et al.,

2011; Lison et al., 2013). In addition, PSTVd infection was reported to trigger ribosomal
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protein S3a-like mRNAs degradation in tomatoes (Adkar-Purushothama et al., 2017)
and Hop stunt viroid (HSVd) was reported to impact DNA methylation of plant host
ribosomal RNA genes (Martinez et al., 2014). Otherwise, it was reported that PSTVd
may activate protein kinases and consequently signaling cascades that might result in
perturbations of plant defense and hormone signaling pathways (Navarro et al., 2012;

Owens and Hammond, 2009).

Putative origin

There are different hypotheses in the literature discussing about the origins of the
viroids. In 1989, Diener proposed the idea that viroids might be archaic living fossils,
pre-existing long before the apparition of nearly all forms of genetic systems such as
the cellular RNAs (ribosomal, messenger and transfer) or DNA, making viroids
remains of a precellular RNA world at Life origin (T. Diener, 2016; Friday, 2017;
Lopez-Carrasco et al., 2017). As a matter of fact, viroids are fulfilling the main features
of pre-cellular genetic systems parenting all genomic forms, being small-circular-
covalently closed hairpin-looped-catalytic RNAs, with endowed autonomous
replication properties. In the same line, Seligmann and Raoult reported that the stem-
loop RNA conformation might be at the origin of ancient and current parasitic and
non- parasitic RNAs (Seligmann and Raoult, 2018). They have particularly pointed out
strong structural similarities between viroids and other short RNAs with stem-loop
hairpins that are central in the living, such as ribosomal RNAs (including 5S and 23S
rRNAs) and transfer RN As, ribozymes, repeated palindromic elements, or introns and

transposons (Seligmann and Raoult, 2018, 2016) (Figure 1).

Hammerhead ribozymes are small RNA endonuclease. They were originally
reported as present in plant virus satellite RNAs and in viroids of family Avsunviroidae
(Hammann and Steger, 2012). They act in the processing of rolling circle transcripts.

They lack any coding capacity. Nonetheless, they are active parts of the ribosome, the
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catalytic activity of which relies on a ribozyme that is involved in peptide synthesis
and another one, the RNase P, is involved in the processing of ribosomal RNA and
precursors of transfer RNA (Moelling and Broecker, 2019; “The Ribosome Is a
Ribozyme | Science,” n.d.). Hammerhead ribozymes have been shown to be
ubiquitous among the tree of Life.(de la Pefia and Garcia-Robles, 2010a) They have
been detected in bacteria (Winkler et al., 2004). In Bacillus subtilis, control of a
metabolite gene was reported to be mediated by the self-cleaving activity of a
ribozyme embedded in its 5’ UTR (Winkler et al., 2004). Hammerhead ribozymes have
been also reported in archaea (Gupta and Swati, 2017). Moreover, they have been
described in various newt species, (Epstein and Gall, 1987) cave crickets, (Rojas et al.,
2000) Schistosoma mansoni, (Osborne et al., 2005) in the genomes of amphibians and
platyhelminth parasites as well as in those of Amniota members among which reptiles,
birds, and mammals including humans (de la Pefia and Garcia-Robles, 2010a, 2010b)

(Figure 1).

Hepatitis-causing delta agent: an example of viroid-like entity in humans and other
animals

The Delta agent (HDV) is the causative agent of hepatitis Delta (Magnius et al., 2018;
Rizzetto et al., 1977; Rizzetto and Stroffolini, 2021). It is pathogenic in humans in
coinfection with hepatitis B virus. The viral RNA only encodes for two proteins, the
small (S-HDAg, p24) and large (L-HDAg, P27) delta antigens (Magnius et al., 2018).
Both proteins are involved in replication and virus assembly, respectively (Tseng and
Lai, 2009). These two nucleoproteins associated to the genomic RNA are wrapped and
protected by the hepatitis B virus envelope. As Delta agent requires HBV envelope for
cell entry, viral assembly, packaging and cell exit, it has been classified as a satellite
virus or HBV-dependent virus (Botelho-Souza et al., 2017; Wille et al., 2018). A link
has been reported between viroids and Delta agent (Elena et al., 1991; Flores et al.,
2012a). Both entities share striking similarities with single-stranded, stem-loop, self-

complementary, circular RNA genomes. The Delta agent is only 4-7 times bigger that
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viroids, with about 1.7 kilobases (kb). It also displays a high level of self-
complimentary (nearly 70%) and forms a highly base-paired rod-like structure
(Magnius et al., 2018). Moreover, delta agent and viroids share the rolling cycle
replication mode of their genomic RNA (Flores et al., 2012a; Lasda and Parker, 2014).
Most importantly, the Delta agent RNA contains a ribozyme. It was suggested that
Delta agent evolved from the fusion of two types of RNAs : a viroid-like RNA
containing ribozyme sequences and the Delta antigen RNA coding sequence, which
may share a common ancestor with a protein named delta-interacting protein A
(DIPA) and present in human tissues (Brazas and Ganem, 1996; Elena et al., 1991;
Robertson, 1996; Taylor and Pelchat, 2010). These data question if human hepatitis

delta agent extend viroids to the animal kingdoms? (Figure 1).

The Delta agent is known to be transmissible to non-human mammals such as
chimpanzees and to woodchucks Marmota monax experimentally in the presence of its
helper virus (Magnius et al., 2018). Until year 2018, Delta agents were unknown in
other hosts than humans (Szirovicza et al., 2020). Since then, two meta-transcriptomics
analysis identified the genomes of an avian HDV-like agent in ducks (Wille et al., 2018)
and of an snake HDV-like agent in a Boa constrictor (Hetzel et al., 2019). The existence
of highly divergent deltaviruses has been unveiled in various animals including
rodents (spini rat), (Paraskevopoulou et al., 2020) fishes, (Chang et al., 2019)
amphibians (toad, newt), (Chang et al., 2019) or termites (Chang et al., 2019). These
latter novel HDV-like viruses did not appear to be associated with hepadnavirus
infection. Also, in contrast to the human delta virus, the rodent delta virus does not
express the large and small delta antigens, nor appears to require a helper virus co-
infection (Paraskevopoulou et al., 2020). In addition, Szirovicza et al. reported snake
Delta virus replication in cultured boa constrictor cells superinfected with
reptarenaviruses and hartmaniviruses, suggesting that deltaviruses can likely use
several helper viruses (Szirovicza et al., 2020). Moreover, snake delta antigen was

reported to be highly expressed in other cells including brain cells, renal tubular
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epithelial cells, lung epithelial cells and leukocytes, indicating that the snake
deltavirus might not only show tropism for liver cells (Hetzel et al., 2019). Finally, a
search for self-cleaving RNAs from the human genome detected a Delta agent-like
sequence in a human gene (CPEB3) that is part of a family of genes that regulate
messenger RNA polyadenylation (Salehi-Ashtiani et al., 2006). Taken together these
findings suggest that Delta agent-like entities may be more numerous than previously

thought (Figure 1).

Putative presence and interactions of viroids, viroid-like entities or their short derived

RNAs in animals including humans

Possible contacts and transmission of viroid or viroid-like entities to humans

Viroids are known to infect only plant species and most significantly plants of
agronomic interest such as pepper, citrus, eggplant, apple, potato, hop, peach, coleus,
grapevine, avocado and coconut palm trees, as well as ornamental plants such as
chrysanthemums (Verdin et al.,, 2017). They are well-known to cause disease in
tomatoes (Antignus et al., 2002) or potatoes (Tangkanchanapas et al., 2020) Citrus
exocortis viroid (CEVd), Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd), and Tomato apical stunt
viroid (TASVd) were identified in multiple food crop outbreaks worldwide,
(Verhoeven et al., 2004) including in Tunisia, (Verhoeven et al., 2006) Senegal,
(Candresse et al., 2007b) Slovenia (Marn and Plesko, 2012) and Taiwan (Candresse et
al., 2007b; Marn and Plesko, 2012 ; Verhoeven et al., 2017b). Generally, viroids of the
family Pospiviroidae that includes Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) mostly infect
Capsicum annuum, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum and various ornamental
species of the family Solanaceae. Viroids can cause mild to severe infections, including
with obvious physical damages in crops species (Panno et al., 2019). But they can also
determine asymptomatic or latent infections in plant crops (Hammond and Owens,
2006) and in ornamental plant species (Navarro and Di Serio, 2018; Verdin et al., 2017),

especially in the members of the family Solanaceae. Considering the prevalence of
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viroids in various plants including some that are part of our diet, it is therefore likely

that humans are in contact or ingest viroids (Figure 1).

Putative mechanisms of interaction of viroids or viroid-like entities with humans

and other animals (Figure 1)

Recent data have highlighted that deltaviruses were more diverse than previously
thought and were not restricted in their host, helper virus, if any, and tissue tropism
(Chang et al., 2019; Hetzel et al., 2019; Paraskevopoulou et al., 2020; Szirovicza et al.,
2020; Wille et al., 2018). Therefore, unidentified deltaviruses may be present in
humans with a helper virus distinct from hepatitis B virus or without helper virus. As
viroids of the family Avsunviroidae contains hammerhead ribozymes, the ubiquitness
of these latter in the biosphere are of interest. Hammerhead ribozymes were detected
for instance in the worm Schistosoma mansoni, (Ferbeyre et al., 1998) in crickets, (Rojas
et al., 2000) and in various other eukaryotes, (Seehafer et al., 2011) and they were also
reported in the human microbiome (Jimenez et al., 2011; Riccitelli et al., 2014). In
addition, de la Pena et al. detected bioinformatically hundreds of hammerhead
ribozyme motifs, in association with retrotransposable elements, in the genomes of
lower metazoans and vertebrates (de la Pefia and Garcia-Robles, 2010b). Martick et al.
reported that a highly active hammerhead ribozyme was embedded in a rodent
messenger RNA, in the 3’ UTRs of C-type lectin type II genes, being capable to
decrease protein expression in mouse cells (Martick et al, 2008). Moreover,
hammerhead ribozymes were found to be ultraconserved intronic elements in the
human genome, in a tumour suppressor gene, and in a mammalian tumour antigen
gene (de la Pefia and Garcia-Robles, 2010a). Also, Salehi-Ashtiani et al. detected self-
cleaving RNAs in the human genome, including one sequence, conserved in
mammals, located in an intron of the CPEB3 gene, which belongs to a gene family
involved in messenger RNA polyadenylation regulation; this CPEB3 ribozyme was

reported as structurally and biochemically related to the Delta agent ribozymes
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(Salehi-Ashtiani et al.,, 2006). Otherwise, transcriptional termination by RNA
polymerase II of the human beta-globin gene revealed a co-transcriptional cleavage
(CoTC) process of the pre-messenger RNA that involves a ribozyme RNA self-

cleaving activity (Teixeira et al., 2004).

Beyond, viroids and/or viroid-derived small RNAs might have the potential to
cross kingdoms, and interact with human cells. It is worthy to note that Avocado
sunblotch viroid was reported to replicate in a cyanobacterium and in the yeast
Saccharomyces cerevisize (Delan-Forino et al., 2011; Friday, 2017; Hill et al., 2014).
Moreover, Daros et al engineered hammerhead Eggplant Latent viroid-derived system,
allowing tremendous production of mature viroid-monomers that accumulate in
Escherichia coli (Daros et al., 2018a). Beyond, a possible mechanism of interaction of
viroid or viroid-like RNAs with humans and other animals may involve RNA
interference (RN Ai) and vertebrate cell deregulation (Figure 1). Viroids and miRNAs
are naked RNA with non-coding properties that implicate ribonuclease and dicer
complexes to generate small RNA units (Itaya et al., 2007; Zhao et al., 2018). As for the
case of the miRNA precursors, viroids have stem-loop like conformations.(Flores et
al., 2005; Seligmann and Raoult, 2016). In addition, specific single-stranded RNA with
a size similar to that of miRNAs and endogenous small interfering RNAs were
recently detected during viroid infection (Ding and Itaya, 2007, Hammann and Steger,
2012). This was observed in plants infected with Potato spindle tuber viroid,(Itaya et al.,
2007; Machida et al., 2007) Citrus exocortis viroid (Martin et al., 2007) and Peach latent
mosaic viroid (St-Pierre et al., 2009). We recently described 100% identity between
viroid fragments and the seed region that is involved in the RNA interference process
of diverse human miRNAs (Bengone-Abogourin et al., 2020). Several human cancers
seem associated with miRNA deregulation and miRNA patterns have been reported
in association with many tumour-specific and cell lineage-specific patterns (Croce,
2009; Olson et al., 2009). Interestingly, exogenous small RNAs such as miRNAs have

been shown capable to spread between cells (Chitwood and Timmermans, 2010). It is
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also worthy to note that exogenous plant miRNAs were reported to be stable in
cooked food (Zhang et al.,, 2012, p. 1). In addition, it was reported that plant and
animal miRNAs might have potential to cross kingdoms (Zhao et al., 2017). Thus,
exogenous plant miRNAs were detected in the blood from humans and animals
(calves) in high amounts (Zhang et al., 2012, p. 1). Particularly, the miRNA-168a from
rice was detected in the blood of Chinese individuals whose main diet was rice-based.
In addition, this plant miRNA was described as able to bind to the low-density
lipoprotein receptor adapter protein 1 (LDLRAP1) mRNA and subsequently down-
regulate its expression in hepatocytes (Zhang et al., 2012, p. 1). Moreover, plants and
animals were reported to share miRNAs of the same family (miR854 family) (Arteaga-
Vazquez et al., 2006). Thus, miR854 and miR855 were identified in Arabidopsis thaliana
that have multiple binding sites in the 3’ untranslated region (3'UTR) of a gene
encoding oligouridylate binding proteinlb (UBP1b), while miR854 family members
were reported to be expressed in Caenorhabditis elegans, Mus musculus and Homo
sapiens, with imperfectly matching binding sites in the 3'UTR of genes encoding a T-
cell intracellular antigen-related protein that is a heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein of the UBP1 family. Overall, these findings suggest that viroids or
viroid-like entities could modulate human cellular gene expression via miRNA or
miRNA-like molecules. MiRNA-like RNAs derived from viroids may be transferred
from plants to humans or processed, in human cells, from viroids. They might interact
with human messenger RNAs. Hence, replication of the viroids or viroid-like entities
in human cells would not be necessary for such interactions. Finally, it is also possible
that short stem-loop hairpins could integrate genomes and be transcribed and

replicated (Seligmann and Raoult, 2016).
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Conclusion

T.O. Diener noted very few efforts to search for a counterpart of viroids in humans
and non-human mammals (“Diener TO. On the existence of animal viroids. 5 ed. 2020.
Journal of Virology & Antiviral Research 5;4:1-3. d0i:10.417,” n.d.). For more than two
centuries, plant virologists focused their interests on the impact of phytoviruses in
plants, likewise animal virologists were focused on the impact of animal viruses on
humans and other verterbrate animals. Here, we have notably mentioned the
production of viroid nucleic acids in yeast or bacteria, the existence of likely viroid-
derived components in Delta agent in humans and many other animals, the
ubiquitness of ribozymes as those present in some viroids, the existence of viroid-
derived short RNAs, and we questioned if viroids, viroid-kile entities, or their derived
short RNAs may interact with human cells. As a matter of fact, the restriction of such
entities as viroids to the plant kingdom would be surprising. Efforts to detect viroids
or viroid-like entities in humans, or other animals should be unbridled in future
studies. In this view, it should be considered that viroids or viroid-like entities or
derived RNAs could be associated with pathogenicity or alternatively may have

beneficial effects.
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FIGURE LEGEND

Figure 1. Main features of viroids or viroid-like entities that support their

presence or interaction in humans.
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Avant-propos

Dans la revue présentée dans ce manuscrit, nous avons argumenté sur une
relation possible entre les ARN de type viroide et le monde animal (Bengone-
Abogourin et al., 2021). De plus, a partir de ce qui a été reporté dans la littérature des
ressemblances structurales et fonctionnelles sont existantes entre les viroides et les
microRNA (miRNA) de plantes et de mammiferes : des ressemblances structurales
incluant la conformation en épingle a cheveux et des ressemblances fonctionnelles
comme le mécanisme d’ARN inférence (ARNi) conservé dans quasiment tous les
regnes (Molnar et al., 2005) incluant les bactéries (Hamilton et al., 2002), les insectes
(Hammond et al,, 2000), les protozoaires (Hamilton and Baulcombe, 1999), les
champignons (Molnar et al., 2005), les plantes et les vertébrés (Friedman et al., 2009;
Molnar et al., 2005).

Les plantes ne disposent pas de systéme immunitaire de méme nature que celui
des vertébrés pour se défendre contre les microorganismes (Mak, 2005). En revanche,
elles ont un systeme de défense impliquant un mécanisme de reconnaissance par ARN
interférence impliquant le clivage des acides ribonucléiques pathogénes. Ce processus
de gene silencing est décrit en particulier lors d’infections virales (cf. paragraphe ci-
dessus "Présentation des viroides"). Une petite région appelée «seed » située au
niveau des extrémités des miRNAs du génome des viroides est particulierement
impliqué dans ce processus. On retrouve cette région « seed » au niveau des domaines
3’ (Friedman et al., 2009) et 5 (Lewis et al., 2003) des extrémités non traduites
(untranslated region, UTR). Elle est conservée chez les miRNAs de mammiferes et
joue un role actif dans I'interférence par ARN (Friedman et al., 2009; Lewis et al., 2005,
2003). La région « seed » comprend un motif de 6, 7 ou 8 nucléotides de long qui est
essentiel pour permettre un appariement précis avec les ARNs messagers (ARNm) de

vertébrés (Figure 15)
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Dans le projet II, une approche in silico a été conduite pour rechercher des

correspondances entre les viroides et les microRNAs humains.

Mots clés : Viroides, miRNA Humains, plantes
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Abstract

Viroids are minute unencapsidated non-coding circular
RMAs known to be present and to cause diseases only in
plants. Infections were associated with the occurrence of
specific single-stranded RMAs similar in size to miRMAs and
endogenous small interfering RMAs, and vireid pathogenic-
ity is suspected to occur through RNA interference. We
looked for sequence similarities between viroids and the
seed region of human microRMAs (hsa-miRNAs). Viroid ge-
nomes were retrieved from GenBank and mature hsa-mi-
RNAs were retrieved from miRBase. Twe hundrad 300-nucle-
otide-long sequences were randomly generated as controls.
BLAST searches were performed u sing viroids as queries and
hsa-miRMAs as subjects with relaxed parameters, and match-
es involving hsa-miRNA seed regions were considered. A to-
tal of 81,021 matches were found, and 1,501 that showed
100% identity with whole hsa-miRNA seed regions were se-
lected. The most frequent matches involved Chrysanthe-
mum stunt viroid or Hop stunt wiroid species with hsa-
miR-4286, in 365 and 207 cases, respectively. Three hsa-mi-

ENAs (miR-4286, miR-6808-5p, and miR-3622a-3p) were
involved in 47% of all matches between viroids and hsa-mi-
RNAs. Taken together, these findings warrant further inves-
tigation on the potential of viroids and their derived small
RMAs to cross kingdoms and interact with nucleic acids in
humans. © 20205, Karger AG, Basel

Intreduction

Very few connections have been made between vegetal
and animal pathogens, which are studied by distinct re-
searchers [1]. Thus, viroids are very particular entities
that are pathogenic for crop plants and have only been
studied in plants |2, 3]. They are minute (246-401 nucle-
otides [nt] long) unencapsidated non-coding circular
RN As endowed with autonomous replication [3, 4]. They
are highly stable due to high levels of intrasequence com-
plementarities [5]. The mechanisms by which viroids
cause diseases in plants are suspected to involve RNA in-
terference, and RNA interference machineries from host
cells [6, 7]. Several structural and functional similarities
have been highlighted between viroids and pre-micro-
RNAs (pre-miRNAs), which are hairpin-shaped stem-
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Fig. 1. Flowchart of the BLAST searches and matches for miRNA against all generated random sequences and all the viroid sequences.

loop double-stranded RNA precursors of miRNA [8]

This is for instance the case between Potato spindle tuber
viroid and human pre-miRNA-146a. In their mature
form, miRN As are non-coding regulatory sequences that
are small, 18-25 nt in size, and interfere with host target
genes in cells from plants, insects, nematodes, and verte-
brates, including humans [9, 10]. A nucleotide motif lo-
cated at miRNA positions 2-7 or 8, called the “seed re-
gion,” plays an active role in this RNA interference [11].
It is complementary to the 3'- or 5"-untranslated regions
(UTR) that are conserved regions of host messenger
RNAs(mRNAs) (10, 12]. It was shown that a perfect com-
plementarity between this seed region and its target can
induce RNA silencing in mammals [13]. Moreover, mi-
RNA seed-matching regions have been described as being
conserved in multiple mRNAs from mammals, including
humans [10, 14]. Here, we sought similarities between
viroids and the seed region of mature human (hsa, for
Homo sapiens) miRNAs.

Intervirol

gy
DOIL: 10.1159/000509212

Materials and Methods

We first retrieved all viroid genomes available from the NCBI
GenBank nucleotide sequence database (https://www.ncbi.nkm.nih.
gov) and all available mature miRNA sequences from the miRBase
database (www.mirbase.org) [15]. In addition, through the RAND-
NA tool [16], we generated 200 random sequences with a size of 300
nt, similar to that of viroids, to use as controls. They consisted of 5
groups of 40 sequences with a G+C content of 40, 45, 50, 55, and
60%, chosen to cover the range of G+C-contents found in viroids.
We performed BLAST searches using viroid sequences as queries
and all mature miRNA sequences as subjects, with relaxed param-
eters including 4 as word size, 1,000 as ¢-value threshold, and no
filter. The ten best BLAST results were thereafter filtered by keeping
only viroids matching with mature hsa-miRNAs. The same protocol
was used by handling the random sequences. BLAST results were
sorted based primarily on a match involving the seed region of hsa-
miRNAs (2-7 nt), as well as thresholds for the BLAST scores, the
length of the sequence alignments, the percentage of identity be-
tween viroids and mature hsa-miRNAs, and the e-value (Fig. 1). Fi-
nally, information on hsa-miRNAs whose seed region matched with
viroid RNAs according to our criteria were searched for through the
miRBase database and the NCBI PubMed database (https:/fwww.
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Table 1. Tap 31 most frequent matches (with a frequency 25) between viraids and seed regions of hsa-miRNAs

No. Acronyms Viroid species hsa-miRNA Frequency
1 csvd Chrysanthemum stunt viroid hsa-miR-4286 365
2. HsVd Hop stunit viroid hsa-miR-6808-5p 207
3 PTSVd Potato spindle tuber viroid hsa-miR-3622a-3p 102
4. HsVd Hop stunt viroid hsa-miR-4441 65
5 CEVd Citrus exocortis viroid hsa-miR-9901 51
6. PLMVd Peach latent mosaic viroid hsa-miR-3689d 43
7. PLMVd Peach latent mosaic viroid hsa-miR-6799-5p 43
8. FLMVd Peach latent mosaic viroid hsa-miR-6825-5p 43
9. cbvd Citrus dwarfing viroid hsa-miR-9898 37

10. CLvd Columnea latent viroid hsa-miR-4725-5p 30

11. HsVd Hop stunt viroid hsa-miR-1207-5p 26

12 Hsvd Hop stunt viroid hsa-miR-4756-5p 26

13. PCFvd Pepper chat fruit viroid hsa-miR-4740-3p 26

14 PCFVd Pepper chat fruit viroid hsa-miR-6836-3p 25

15. ADFVd Apple dimple fruit viroid hsa-miR-9898 n

16, CEVd Citrus exocortis viroid hsa-miR-8072 17

17. CEVd Citrus exocortis viroid hsa-miR-4649-3p 16

18, ASsvd Apple scar skin viroid hsa-miR-6775-3p 10

19, GYSvd Grapevine yellow speckle viroid hsa-miR-1253 9

20 GyYsvd Grapevine yellow speckle viroid hsa-miR-6878-3p 9

2L ELVd Eggplant latent viroid hsa-miR-514b-3p ]

22. PSTVd Potato spindle tuber viroid hsa-miR-3074-5p 8

23, CDVd Citrus dwarfing viroid hsa-miR-6758-5p 7

24, CEVd Citrus exocorlis viroid hsa-miR-6787-3p 7

25. CBvd Coleus blumei viroid hsa-miR-191-5p 7

26. MPVd Mezican papita vireid hsa-miR-3622a-3p 7

27, PSTVd Potato spindle tuber viroid hsa-miR-4291 7

28, PSTVd Potato spindle tuber viroid hsa-miR-4649-5p 7

29. HsVd Hop stunt viroid hsa-miR-6876-5p 6

30. T™MCVd Tomato chlorotic dwarf viroid hsa-miR-3622a-3p 6

31 PCFVd Pepper chat fruit viroid hsa-miR-3682-5p 5

ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Nucleotide diversity at viroid regions
ng with mature hsa-miRNA seed regions was represented us-
ing the WebLogo online tool version 2.8.2 [17]. Statistical analyses
were performed with Openepi software (v-3.03a; http://www.ope-
nepi.com). Proportions were compared using x* or Fisher tests. p <
0.05 was considered significant.

Results

A total of 15,294 viroid sequences were used as queries
for BLAST searches against a database of 35,828 mature
miRNAs. This generated 1,048,575 hits (Fig, 1). Of them,
81,021 (7.7%) corresponded to matches between viroids
and hsa-miRNA seed regions. After considering cases
where viroid fragments were 100% similar to the whole
hsa-miRNA seed region from its start (position 1 or 2),
1,501 hits (1.9%: 0.14% of the total number of hits)
remained (online suppl. Table S1; for all online suppl.

Sequence Similarities between Viroids
and Seed Regions of Human MicroRNAs

material, see www karger.com/doi/10.1159/000509212).
BLAST results were found to have an e value <1 in 170
(11.3%) cases. Among these 1,501 hits, 644, 725, 130, 1,
and 1 had a nucleotide alignment length of 11, 12, 13, 14,
and 17 nt, respectively. The longest match (17 nt) involved
Potato spindle tuber viroid strain DI285387_1_KR_
1020130054489-A/33666 and hsa-miRNA-6774-5p, with
a BLAST bit score of 32.5. The second longest match (14
nt) was between Potato spindle tuber viroid strain A/2147
and hsa-miRNA-3145-5p (BLAST bit score of 27). After
removing duplicates, 25 different viroid species were in-
volved in matches with the seed region of 212 different
hsa-miRNAs (Table 1). A same procedure was applied to
the 200 random sequences of 300 nt used as controls for
specificity assessment. BLAST searches using these se-
quences against the miRN A database generated 2,097 hits.
Out of them, 101 (4.8%) involved the whole seed region of
several hsa-miRNAs with an identity of 100%. Among

Intervirology 3
DOT: 10.1159/000509212
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Fig. 2. Chord diagram representing the fre-
quency of matches between the 10 viroid
species and hsa mature-miRNAs the most
frequently involved in matches. Numbers
on the inner circle indicate numbers of
interactions between viroids and hsa-mi-
RNAs.

Human miRNAs

Viroid RNAs

these 101 hits, 5, 3, and 1 had a nucleotide alignment
length of 12, 13, and 17 nt, respectively. Hence, the pro-
portion of these hits with an alignment length 212 nt was
higher for viroids than for controls (57 vs. 20%; p < le-3).

Overall, the most frequent matches involved Chrysan-
themum stunt viroid or Hop stunt viroid species (online
suppl. Fig. S1) with hsa-miR-4286, in 365 and 207 cases,
respectively (Table 1). Potato spindle tuber viroid species
matched 102 times with hsa-miR 3622. Nineteen of the 25
species of viroids for which fragments were found to
match significantly with the seed region of hsa-miRNAs
are known to infect fruits or vegetables that are common
in human food, which suggests that humans can be ex-
posed to them (online suppl. Table 52). The other viroids
have been described to infect flowers, which may also al-
low contacts with humans. The 10 viroid species most
frequently involved in the 1,501 significant matches with
seed regions of hsa-miRNAs were implicated in almost all
matches, and 5 of them - Chrysanthemum stunt viroid,

4 Intervirology
DO 10.1159/000509212

Hop stunt viroid, Potato spindle tuber viroid, Peach latent
mosaic viroid, and Citrus exocortis viroid - represented
83% of all matches (online Suppl. Fig. 51). Moreover,
matches between 7 different viroid species and 10 hsa-
miRNAs represented 66% of all matches (Fig. 2).
Thirteen hsa-miRNAs were found to match with >1
viroid species (online Suppl. Table §3). The 10 hsa-mi-
RNAs whose seed regions most frequently matched with
viroids were involved in 69% of all matches (online suppl.
Fig. 82). Three hsa-miRNAs - miR-4286, miR-6808-5p,
and miR-3622a-3p - were involved in almost half (47%)
of all matches. MiR-4286 upregulation was reported in
various types of malignancies, including pancreatic can-
cer, glioma, esophageal adenocarcinoma, and melanoma
[18, 19]. MiR-6808 has been described as part of human
splicing-derived miRNAs (“mirtrons”) and was notably
found to target the DVLI gene, the dysregulation of which
is associated with the progression of numerous cancers
[20, 21]. MiR-3622a-3p has been identified as significant-
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Fig. 3. Conservation in the genomes from different isolates of
Chrysanthemum stunt viroid and Potato spindle tuber viroid spe-
cies of the regions that matched with the seed regions of hsa-mi-
RNAs. Conservation in the genomes from different isolates of
Chrysanthermum stunt viroid and Potato spindle tuber viroid spe-
cies of the regions that matched with the seed regions of hsa-mi-
RNAs were represented on a viroid circularized genome (a, d), on
alignments of 5 viroid sequences (b, e}, and as sequence logos
showing the sequences corresponding only to viroid re-

ly expressed in patients suffering from bladder urothelial
carcinoma and associated with longer survival times [22].
In addition, miR-4441, the fourth miRNA whase seed re-
gion most frequently matched with viroids, targets the
human histone deacetylase 4 (HDAC4) gene that affects
transcriptional regulation, cell cycle progression, and de-
velopmental events by altering or repressing access to tar-

Sequence Similarities between Viroids
and Seed Regions of Human MicroRNAs

gions matching hsa-miRNA seed regions (¢, f). These sequence
logos were built using the WebLogo online tool version 2.8.2 [17],
with 91 Chrysanthemum stunt viroid sequences and 341 Potato
spindle tuber viroid sequences that werc downloaded from the
NCBI GenBank nucleotide sequence database using viroid names
and “complete” and “genome” as search terms, and that were di-
rectly alignable on their full length (see also online suppl. Fig. 83,
S4 showing sequence logos for full-length vireids, and online
suppl. Materials with viroid full-length sequence alignments).

(Figure continued on next page.)

get DNA promoters [23]. Finally, we analyzed the conser-
vation of the regions that perfectly matched with the seed
regions of hsa-miRNAs in the genomes of various viroid
isolates from 2 species. We observed that these regions
were either conserved or varied between viroid 1solates in
the genomes from Chrysanthemum stunt viroid and Po-
tato spindle tuber viroid (Fig. 3).
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Discussion ties with non-coding properties that involve ribonuclease

Here, we describe for the first time 100% identity be-
tween several viroid fragments and the seed region that
acts in the RNA interference process of various human
miRNAs. Previously, cross-kingdom similarities were
also noted between human miRNAs and plant virus ge-
nomes [12]. Virus-encoded microRNAs have been de-
scribed or hypothesized to interact with host mRNAs [24,
25]. For instance, human cytomegalovirus-encoded-
miR-UL112 was found to downregulate the major histo-
compatibility complex class I-related chain B gene ex-
pression during viral infection [24). More recently, SARS-
CoV-encoded small RNAs were suspected to contribute
to the lung pathology associated with viral infection [26].
Viroids have stem-loop-like conformations as pri- and
pre-miRNAs, the miRNA precursors [3, 5]. Viroids and
pri-and pre-miRNAs are both RNA unencapsidated enti-

f Intervirology
DOL: 10.1159/000509212

and dicer complexes to produce small RNA units [27, 28],
As a matter of fact, viroid infection was recently associ-
ated with the appearance of specific single-stranded RNA,
the size of which is similar to that of miRNAs and endog-
enous small interfering RNAs [7, 29]. Thus, viroid-specif-
ic small RNAs comprised by 21-24 nt were detected by
Northern blots in infected plants for Patato spindie tuber
viroid [28, 30], Citrus exocortis viroid [31], and Peach la-
tent mosaic viroid [32], while Potato spindle tuber viroid
RNA was deemed to be opportunistic and suspected as
capable of using different processing pathways in differ-
ent hosts [33].

Viroids were not detected previously in humans but
they could have been missed. Interestingly, although vi-
roids were deemed to only replicate in higher plants, one
of them {Avocade sunblotch viroid) was shown to be able
to replicate in a cyanobacterium and in the yeast Saccha-
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romyces cerevisiae [33-35]. In addition, exogenous small
RNAs such as miRNAs were shown to be capable of
spreading between cells [36]. Moreover, it was demon-
strated that the miRNA-168a from rice was present in the
serum samples of Chinese individuals whose main diet
was based on this plant, could bind to the low-density li-
poprotein receptor adapter protein 1 (LDLRAPL) mRNA,
and was able to downregulate its expression in hepato-
cytes [37].

Taken together, these findings question the potential
of viroids and their derived small RNAs to cross king-
doms to interact with nucleic acids in humans. Viroids
are prevalent in plants worldwide and could be ingested
through consumption of fruits and vegetables. It can also
be hypothesized that miRNA-like RNAs derived from
these viroids can be either transferred from plants to hu-
mans or processed from viroids in human cells, and they
could theoretically interact with human mRNAs. Further
investigation is warranted to search for the presence of
viroids in humans and test for their effect on mammalian
cells in vitro.
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Discussion

We described for the first time 100% identity between several viroid fragments and
the seed region, which acts in the RNA interference process, of various human
miRNAs. Previously, similarities had also been noted between human miRNAs and
the genomes of plant viruses, including tobamoviruses (Rebolledo-Mendez et al.,
2013).

In the present study, the matches between filtered BLASTn results involved 100%
identity between the seed region of several mature human miRNA sequences and
viroid sequences or, as a control, randomly generated sequences. The following
parameters were applied when processing the data:

1. A 100% sequence identity on the entire seed region of mature human miRNAs
with viroids.

2. Sequence alignment lengths (ranging from 11 to 17) were selected to consider the
robustness of the alignments.

3. A BLAST similarity based on an evalue <1 was considered as the probability of
matching at the seed region of hsa-miRNA was not due to chance.

4. A y?or Fisher's statistical test was used to compare the results obtained between
viroid sequences and randomly generated sequences (a P value < 0.05 was
considered statistically significant).

Considering the cases where the viroid fragments where 100% similar to the entire
seed region of the mature miRNAs from its beginning (position 1 or 2), there remained
a total of 1501 matches of which 644, 725, 130, 1 and 1 had an alignment length of 11,
12,13, 14 and 17 nucleotides, respectively. For the randomly generated sequences, we
obtained only a single result. There was 100% of the similarity observed between the
seed region of a human miRNA for a bit score value of 32.5 and for an alignment

sequence length of 17 nucleotides in size.
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Given that these similarity results concern a very short region, at least the length of
the seed region, it is not surprising to obtain 100% similarities, which is observed here
for randomly generated sequences, and has been previously observed for several
plant viruses (Rebolledo-Mendez et al.,2013). Indeed, we have observed similarities
with the seed regions of many other miRNAs than human miRNAs. Nevertheless, it
is interesting to show that such similarities with human miRNAs exist for viroids
although the sequences of these entities are themselves short (<450 nucleotides) and
the number of viroid genomes available is not extremely large (15,924 with many very
similar sequences). This is suggesting that if the viroids are present in humans, e.g.
through consumption of plants, their sequences could interfere with the interaction
zones between human microRNAs and messenger RNAs. In addition, we determined
the lengths beyond the seed region of the microRNAs where 100% similarity could be
observed, which is a condition for robust hybridization between the nucleic acid
strands, and it turns out that this length is often longer than 10 nucleotides. Therefore,
the aim here is not necessarily to show a high specificity of interactions between viroid
fragments and the seed region of human microRNAs, but to show in silico that such

interactions are possible.
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Avant-propos du Travail de recherche

L’étude in silico précédente a montré des similarités entres les micro-ARN
humains et les séquences de viroides. Ces résultats questionnent sur le potentiel réel
des viroides et leurs petits ARN dérivés a interagir avec les acides nucléiques chez
I'Homme. Au regard de ces résultats, le projet III a eu pour objectif de détecter in vitro
des agents pathogenes sous-viraux (petits miARN exogenes, les viroides ou viroides-
like) a partir d'échantillons cliniques et végétaux présentant ou non des symptomes
de maladies d'étiologie connue. Les questions suivantes reliées a ce projet ont été les
suivantes : Ces agents pathogénes sous-viraux sont-ils capables de se propager entre
les cellules ? Peuvent-ils se lier a ' ARNm des cellules hotes humaines et étre capable

de réguler I'expression des genes cibles ?

L’objectif principal de ce troisieme projet a été de détecter des séquences de
micro-ARN dérivant d’entités viroide-like dans des échantillons cliniques (plasma) en
utilisant le séquengage a haut-débit. Ce afin de déterminer si de telles entités étaient

présentes et ainsi capables d’interagir avec nos cellules.

Depuis plus d'une dizaine d’années, les nouvelles technologies de séquencage
(NGS) ont été largement utilisées pour détecter et caractériser des agents
phytopathogenes de fagon non ciblée (Frangois et al., 2018; Hadidi, 2019). Cette
méthode a permis de détecter des virus de plantes déja décrits ou non (Fox and
Mumford, 2017; Pecman et al., 2017; Verdin et al., 2017), ainsi que des viroides (Brass
et al,, 2017; Hadidi, 2019; Pecman et al., 2017), des ARN ribosomaux (Pecman et al.,
2017), des viroides-like RNA (D. Jiang et al., 2017), et des petit ARNs interférents (small
interfering RNA) provenant de phytovirus (Li et al., 2012) dans divers échantillons
d’arthropodes (Frangois et al., 2018), de végétaux (Verdin et al.,, 2017) et cliniques

(Zhang et al., 2006). La technologie Illumina en particulier a été utilisée pour une
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recherche non ciblée de viroides et de petits ARNs (Pecman et al., 2017). C’est la

technologie que nous avons utilisée pour répondre aux objectifs du projet III.

Mots clés : miRNA, Viroides, Viroides-like, Clinique, Plasma, NGS
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Introduction

Viroids are small, circular, non-coding naked RNA with a size ranging between
246-401 nucleotides (Diener, 1999; Flores et al., 2014). They cause diseases in
herbaceous and woody plants only. Their interactions with host plants involve RNA
interference and small viroid-derived RNA are generated during infection (Bengone-
Abogourin et al., 2020; Dadami et al., 2017; Hill et al., 2014; Navarro and Di Serio,
2018). At least partly due to a compartmentalization between vegetal and animal
virology, counterparts to viroids have not been searched in humans or animals (T. O.
Diener, 2016). However, viroids have structural similarities with various RNAs
harboring stem-loop hairpin including ribosomal and transfer RNAs, ribozymes, or
repeated palindromic elements, and this make them possibly ancestral and central
structural entities (Seligman et al., 2016). In humans, Delta agent that causes hepatitis
may have derived from a viroid (Diener, 1993; Elena et al., 1991; Robertson, 1996). In
addition, minimal Delta agent-like ribozymes were detected in the human
microbiome (Riccitelli et al., 2014), and mini viral RNAs were reported to act as innate
immune agonists (te Velthuis et al., 2018). Also, we found sequence similarities
between viroids and human microRNAs (Bengone-Abogourin et al., 2019). Known
and new viroids and viroid-like RNAs (Jiang et al., 2017; Pecman et al., 2017; Verdin
et al.,, 2017; Verhoeven et al., 2017b), virusoids (AbouHaidar et al., 2014), small
interference RNAs (siRNA) (Pecman et al., 2017; Verdin et al.,, 2017) as well as
messenger RNAs (Sidharthan et al., 2020) originating from various food crops and
ornamental samples have been detected by routine approach and discovered by
random identification methods using next generation sequencing (NGS) (Hadidi et
al., 2016; Navarro and Di Serio, 2018; Verdin et al., 2017).

For over ten years, new sequencing technologies (NGS) have been widely used
to detect and characterize plant pathogens in a non-targeted manner (Frangois et al.,
2018; Hadidi, 2019). This method made it possible to detect plant viruses already
described or not (Fox and Mumford, 2017; Pecman et al., 2017; Verdin et al., 2017), as
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well as viroids (Brass et al., 2017; Hadidi, 2019; Pecman et al., 2017), ribosomal RNAs
(Pecman et al., 2017), RNA-like viroids (D. Jiang et al., 2017), and small interfering
RNAs from phytoviruses (Li et al., 2012) in various arthropod samples (Frangois et al.,
2018), of plants (Verdin et al., 2017) and of clinical samples (Zhang et al., 2006).
Illumina technology in particular has been used for non-targeted research for viroids
and small RNAs (Pecman et al., 2017). Here we used next-generation sequencing to
generate short sequences to detect putative viroid-like entities in human plasma

samples.

Materials and Methods

Six plasma samples from two patients infected with human immunodeficiency
virus (n=2), one patient co-infected with Delta agent and hepatitis B virus (n=1), one
kidney transplant recipient (n= 1), one patient with respiratory infection (n= 1) and
one healthy patient (n=1) were included in the study. In addition, four plant samples
were included. The first one (named NGS1) was cucumber leaves tripled infected with
Cucumber fruit mottle mosaic virus (CFMMV, Tobamovirus), Coccinia mottle virus
(CocMoV, Ipomovirus) and suspected betaflexiviroides, one healthy tomato sample. The
second one (named NGS2) was a viroid-infected tomato (tomato apical stunt viroid,
Pospiviroid). RNA Pool of tomato apical stunt viroid and citrus excocortis viroid
(named TasvCev) and one healthy tomato plant sample (named HS).

Total RNA samples were extracted by EZ1 Advance XL automated extraction
(Qiagen, Valencia, CA) for the clinical samples and by TRI Reagent RNA Isolation
Reagent (Sigma-Aldrick, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) for the vegetal samples.
Samples were eluted with DNase-free water then were treated with DNase using
TURBO DNase (2 U/ul) (Life Technologies, Carlsbad, California). Removal of genomic
DNA was checked by LightCycler Multiplex DNA Master kit and LightCycler
Multiplex SYBR green I Master 1 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) on a CFX96

Touch real-time PCR instrument (BioRad Laboratories, Inc). Thereafter, all RNA
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samples were quantified by the Qubit RNA HS kit (Ambion, Life Technologies,
Carlsbad, California). Complementary DNA synthesis was performed by RT-PCR
amplification (Life Technologies, # 18064-014). Library profile quality control was
performed by high sensitivity DNA chip (2100 Agilent Bioanalyser Desktop system,
Agilent # G2940CA). Amplicon purification was performed by polyacrylamide gel
electrophoresis and short RNA recovery was carried out using gel breaker tube
columns for all generated libraries sizing between 100-200 base pairs (bp), (TruSeq
Small RNA Libary Prep Reference Guide # 15004197 v02). Library preparation step
further used Standard TruSeq RNA sample preparation Kit v2 (Set A adaptors 50
cycles, Illumina, #RS-122-2001). Small DNA libraries sizing between 22 to 33
nucleotides were generated then concentrated and pooled at equal volume (Illumina,
TruSeq Library Prep Pooling Guide # 15042173). Sequencing was performed on a
MiSeq instrument (Illumina, MiSeq System, protocol A: Standard normalisation
method) using pre-filled MiSeq ready-to-use reagent cartridges Kits v2 (50-cycles #
MS-102-2001). A normalisation step was carried out by denaturing and diluting
libraries to a final concentration of 2 nM to reach a 10 pM loading concentration
(Illumina, Denature and Dilute Libraries Guide # 15039740 v03 MiSeq Reagent Kit).
An “in-lane” PhiX spike-in of 1% combined to the library was included at low
concentration as sequencing control. All sequence reads were imported into the CLC
Genomics Workbench version 7.5.0 (Qiagen, Hilden, Germany). The adaptor
sequences were removed, and we exported filtered, trimmed, assembled reads. A
fastQC  report from  online FASTAQC  quality control  software
(https://www bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) was generated to check
the quality of raw MiSeq output FastaQ sequences per base sequence quality and per
base sequence quality score. We performed BLASTn searches for obtained sequences
against the NCBI GenBank nucleotide sequence database
(https://www .ncbinlm.nih.gov/genbank/), a database of 15,294 viroids collected from
GenBank (Bengone-Abogourin et al., 2020) , and the miRbase (Griffiths-Jones et al.,

2008). Due to the small size of obtained sequences used as queries, relaxed BLASTn
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parameters were used (evalue 1000 -word_size 5 -reward 1 -penalty -1 -gapopen 2 -
gapextend 2). Figure 16 shows the overall workflow used for sequencing and

analysing the samples.

Results

A total of ten samples, of which 6 were clinical and 4 were plant samples were
analysed. Among the selected clinical samples, we had two HIV infected patients
(8160D and 8160C); one patient infected with the Delta agent (619); one patient
infected with a respiratory infection (401); one kidney transplant patient (2579) and
finally one healthy patient as a negative control (NC). Among the plant samples we
had, one sample of cucumber leaves tripled infected with Cucumber fruit mottle mosaic
virus (CFMMV, Tobamovirus) and Coccinia mottle virus (CocMoV, Ipomovirus) and
suspected betaflexiviroides. (NGS1); one tomato infected with a viroid (tomato apical
stunt viroid, Pospiviroid) (NGS2); one sample of TASVd RNA pooled with CEVd
(TasvCev, DSMZ strains) to be used as an additional viroid positive control with NGS
2; and finally, one sample of healthy plant (HS) to be used as a negative control. The
TCDVd-infected tomato plants were used as controls for the study (inoculation with
leaves infected with a TCDVd strain from DSMZ). The RNA extracts from TCDVd-
infected plants showed symptoms 6 months after of viroid inoculation on tomato
plants (Figure 17 .a, 17b). The RNA integrity agarose gel test is included in Figure 17.c.
The RT-PCR tests targeting Pospiviroidae family confirmed viroid infection by TCDVd.

The results of qRT-PCR from 6 human plasma samples and 4 plant samples after
RNA extraction and DNase treatment, of which 2 plant samples contained viroids,
were presented in Figure 18 a; 18b; 18c; 18d. The gels 1 and 2 in figure 19 show cDNAs
random amplification from clinical and plant samples using the Illumina library
preparation protocol (TruSeq Small RNA Libary Prep). This figure 19 shows all
amplified and indexed samples cut out from gels before the purification and the

sequencing steps (6 clinical samples 8160D, 8160C, 619, 401, 2579; NC and 4 plant
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samples NGS1, NGS2, TasvCev, HS).

Figures 21 and 22 show the Bioanalyzer electropherograms RNA profiles (Agilent
2100 Bioanalyzer system) of the 6 selected clinical and 4 selected plant samples after
library preparation and size selection. RNA integrity is presented for each sample.
Among the initial 10 selected samples, only selected 4 out 6 clinical samples (8160D,
8160C, 2579 and 619) and 2 out 4 (NGSland NGS2) were finally sequenced. The raw
data from the NGS sequencing were summarized in the Figure 22 and Table 1. The
overall range size of the read length distribution for the human plasma sample and
the plant samples was between 34 and 36 nt (Figure 22). A total of 1,104,513 reads 1x50
base pairs were generated. Summary statistics such as reads counts and contig lengths
is recorded in Table 1. The majority of these 1,104,513 reads generated (93.5%)
corresponded almost exclusively to N-chains and were therefore eliminated. The

remaining 71,051 reads had an average size of approximately 35 nucleotides (Table 1).
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Discussion

We performed a non-strand specific RNA-sequencing using Illumina second
generation sequencing technology for the identification of small RNA from human
plasma samples and plant leaves. The aim of this experiment was to detect and
generate short sequences to detect fragments of known viroids, microRNAs, or short
RNAs in human plasma samples and plant-derived samples (Figure 16.a shows the
protocol used to process the different samples). A total of ten samples, of which 6 were
clinical and 4 were plant samples were tested. Among the initial 10 selected samples,
only 4 out 6 clinical samples (8160D, 8160C, 2579 and 619) and 2 of 4 plant samples
(NGSland NGS2) were finally sequenced as the cDNA concentration of the other
samples was inappropriate.

A first part of this project was to develop viroid positive controls for the NGS
experiment (Figure 17.a). A second part was to validate the symptoms development
on TCDVd-inoculated plants by visual (Figure 17.b) and molecular tests (Figure 17.c).
The integrity of the extracted RNA was demonstrated by the presence of 16s and 23s
ribosomal RNA (INRAE, MontFavet) (Figure 17.c). The qRT-PCR on DNase-treated
samples from all 6 human plasma samples and 4 plant samples that targeted albumin
gel or beta-tubuline gene, respectively, were negative (Figures 18 a; b; ¢; d). Then, we
used the high-resolution automated electrophoresis of DNA (2100 Bioanalyzer
instrument) for the sample quality control suitable for next-generation sequencing
(NGS). Unfortunately, not all the prepared amplified-indexed-cDNAs samples from
selected plant and clinical samples did not passed the quality control steps (Figure 21
and 22). Only 4 out of the 10 initial samples could meet the minimum required RNA
integrity number (RIN) value of 7-8 recommended by Illumina Inc. However, we used
also clinical samples with low RIN. The following clinical samples were chosen
(8160D; 8160C; 619 and 2579) and for the plant samples only NGS1 and NGS2,

respectively virus and viroid controls were selected.
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Finally, none of the generated sequences corresponded to known viroid
sequences, including the tomato apical stunt viroid present in one of the samples.
Furthermore, we did not observe any significant similarities with microRNA
sequences. Additionally, the analysis of similarities with sequences from the GenBank
database did not identify any robust similarities, nor did we find any consistency
between the hits and the nature of the biological samples tested. To resume, our
present study did not confirm the detection of viroids from viroid plant control
samples and it did not reveal the presence of short RNA of potential interest, or we
could recognize as of potential interest, in human plasma samples.

Therefore, a full re-evaluation of the high-throughput sequencing protocol and its
optimisation for clinical and plant samples will therefore be necessary. Firstly,
carefully selecting more appropriate controls. They should contain greater amount of
known nucleic acid of expected size and should encounter limited processing such as
repeated thawing and freezing at the different steps of the NGS preparation. Secondly,
there is a crucial step to be included in the present protocol which is the need for
sample enrichment. Thirdly, a more sensitive and accurate quantification method
such as qubit fluorometric quantification as compared to nanodrop UV absorbance
measurements should be in used at all critical steps (after RNA extraction and during
all the normalization steps before and after library preparation). The first one has been
shown to discriminate DNA and RNA molecules from the same sample, while the
latter cannot distinguish DNA and RNA molecules and is not recommended for low
concentration samples (2 ng/uL).

With more recent experience acquired on the NGS field, we feel that spending more

time optimizing the protocol may allow running better NGS experiments.

1611 Page



Mémoire de thése de Doctorat Biologie-Santé, spécialité en Maladies Infectieuses

Figure 16
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*Roche Albumin DNA-QPCR
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Figure 16: Overall protocol workflow
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a. Sample processing workflow from extraction to library preparation and sequencing;

b. Raw sequences analysis workflow.
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Figure 17
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Figure 17: Developing viroids positive controls for NGS experiment

a. TCDVd Infected tomatoes used as controls for the study (TCDVd infected leaves,
DSMZ strain).

b. Symptom’s development: TCDVd infected leaves showing symptoms after about 6
months of viroid’s inoculation on Tomato plants.

c. Gel results of on 1.5% agarose gel to check the integrity of the extracted RNA
evidenced the presence of the 16s and 23s ribosomal RNA (30 minutes run at 90 volt);
INRAE (MontFavet) Infected plants EV180031, EV180032, EV180109: TCDVd infected
tomato leaves; Té H20: extraction water (extraction negative control).

1 KB Ladder: 250/500/750/1KB/1.5/2/2.5/3/4/5/6/8/10KB.
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Figure 18
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Figure 18 : Clinical and plant samples Quantification data after RNA extraction and

DNase treatment

a. Clinical samples qPCR Quantification curve; b . Plant samples qPCR Quantification
curve. c. Clinical samples qPCR Quantification data; d. Plant samples qPCR

Quantification data.
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Figure 19

Gel 1:Clinical samples Gel 2: Plant samples

NG51 NGS2TasvCev  CRL HRL
HS

Gel 2: before gel cut Gel 2: After gel ct

Gel 1: CRL, HRL, 8160D, 8160C, 619, 401, 2579, NC Gel 2: NGS1, NGS2, TasvCev, HS, CRL, HRL

Gel 1: before gel cut Gel 1: After gel cut

Figure 19: Polyacrylamide Gel 1 and 2 before and after sample cut of amplified
libraries following Illumina library amplification and TruSeq Small RNA Libary

Prep of selected patients and plants samples; before NGS sequencing step

Legends:

e CRL: Custom Ladder 3 bands; dsDNA fragments 145bp, 160bp, 500bp

e HRL: High Resolution DNA Ladder; dsDNA fragments 100, 120, 140,
145,160,180,200, 300, 400, 500bp

e 6 Clinal samples 8160D, 8160C, 619, 401, 2579; NC Sample 8160D: HIV infected
patient; 8160C: HIV infected patient; 619: Delta agent infected patient; 401:
respiratory infected patient; 2579: Renal transplant; NC: Negative control
patient

e 4 Plant samples NGS1, NGS2, TasvCev, HS, CRL, HRL; NGSI1: cucumber
leaves tripled infected with Cucumber fruit mottle mosaic virus (CFMMYV,
Tobamovirus) and Coccinia mottle virus (CocMoV, Ipomovirus) and suspected
betaflexiviroides.; NGS2: viroid-infected tomato (tomato apical stunt viroid,
Pospiviroid); TasvCev : RNA Pool of tomato apical stunt viroid and citrus excocortis
viroid (both Pospiviroid) used as positive controls RNA (DSMZ); HS: healthy

tomato plant sample.
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Figure 20
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Figure 20: Bioanalyzer electropherogram DNA library profiles (Agilent 2100
Bioanalyzer system) of the 6 selected clinical samples after library preparation and

size selection

a. Clinical sample 8160D (HIV infected patient); b. Clinical sample 8160C (HIV
infected patient); c. Clinical sample 619 (Delta agent infected patient); d. Clinical
samples 2579 (Renal transplant); e. Clinical sample 401 (respiratory infected patient);

f. Clinical sample NC (Negative control patient).
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Figure 21
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Figure 21: Bioanalyzer electropherogram DNA library profiles (Agilent 2100
Bioanalyzer system) of the 4 selected plant samples after library preparation and

size selection

a. Plant sample NGSI (tripled-infected CFMMYV, CocMoV and betaflexiviroides, plant
virus positive control); b. Plant sample NGS2 (TASVd-infected tomato, viroid positive
control); c. Plant sample TasvCev (RNA Pool TASVd-CEVd, viroid positive controls)

d. Plant sample HS (healthy tomato plant sample).
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Figure 22
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Figure 22: Distribution of read lengths for the human plasma sample and the plant

samples

a. 8160D (HIV sample); b. 8160C (HIV sample); c. 2579 (Renal transplant sample); d.

619 (HDV sample); e. NGSI1 (virus sample); f. NGS2 (viroid sample).
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Table 1.

Table 1: Read numbers and length

Sample Id. Count  Average length Total bases

8160D

7,788 33.87 " 263,780
8160C

2,328 33.57 78,159
2579

7804 B 262,637
619

8,471 359 303974
NGS1

29,364 3638 1,051,172
NGS2

15,746 3H4 556,835
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Avant-propos du Projet IV

Des études précédentes ont montré la présence de tobamovirus chez ’humain
et qu’ils pouvaient étre associés a des signes cliniques et une réponse immunitaire
chez ’'Homme. Dans ces travaux fondateurs, nous avons montré la présence du Virus
de la marbrure douce du poivre (PMMoV) dans les selles humaines tabasco (Colson
et al., 2010), et du virus de la mosaique du tabac (TMV) dans la salive des fumeurs
(Balique et al., 2012). De plus, ces tobamovirus ont été trouvés dans des sauces a base
de poivre (Colson et al., 2010) et des cigarettes (Balique et al., 2012), respectivement,
indiquant une exposition humaine. D’ailleurs, d’autres données ont été décrites par
d’autres équipes. Ainsi, des anticorps anti-TMV ont été décrits aux Etats-Unis chez
des fumeurs par Liu et al. (Liu et al., 2013) et tres récemment, au Mexique, ’analyse
par séquengage de nouvelle génération d’échantillons d’oropharynx et de matieres
fécales chez trois enfants sains de moins de 1 an dans une communauté semi-rurale a
retrouvé au moins un virus de plante dans 100% des échantillons de matiéres fécales
et dans 65 % des échantillons d'oropharynx (Aguado-Garcia et al., 2020). Les
tobamovirus étaient de loin les virus de plantes les plus fréquemment détectés, et les
virus les plus communs étant Tropical soda apple mosaic virus, Pepper mild mottle virus,

and Opuntia tobamovirus 2.

Dans le projet suivant, nous nous sommes intéressés a la détection des
tobamovirus, en particulier du tomato mosaic virus (ToMV) et le pepper mild mottle
virus (PMMoV) dans les fruits de consommation et dans les produits alimentaires a
base de tomates retrouvés en commerce tels que les sauces a base de tomate,
notamment les ketchups et sauces tomates. Nous avons testé si les produits
alimentaires dérivés de tomates exposées et sensibles aux tobamovirus pouvaient étre
positifs en RT-PCR pour le virus de la mosaique de la tomate, ou d’autres

tobamovirus, tandis que les fruits de tomates vendus et destinés directement a la
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consommation, cultivés sous serres, résistants aux tobamovirus étaient négatifs en
RT-PCR. La positivité des RT-PCR tobamovirus uniquement pour les produits
alimentaires dérivés de tomates questionnent sur une exposition de '’homme a ces
virus. L’inoculation sur plante n’a pas montré de symptomes indiquant la présence de
virus infectieux dans ces produits, mais il est possible que les inocula ou les conditions

expérimentales n’aient pas été optimales.

Mots clés : Tobamovirus, ToMV, PMMoV, Plantes, Humains, Sauces tomates
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Introduction

There is a strong compartmentalization between the fields of human and
animal virology on the one hand and of plant virology on the other hand (Balique et
al., 2015a). In previous seminal works, we showed the presence of pepper mild mottle
virus (PMMoV) in human stools (Colson et al., 2010), and of Tobacco mosaic virus
(TMV) in saliva of smokers (Balique et al., 2012). In addition, these tobamoviruses
have been found in pepper-derived sauces (Colson et al., 2010) and cigarettes (Balique
et al.,, 2012), respectively, indicating human exposure. Moreover, antibodies to TMV

were described in smokers (Liu et al., 2013).

Another major tobamovirus is tomato mosaic virus (ToMV), which infects
tomatoes. Tomatoes used to produce sauces, coulis, and condiments such as ketchup
are grown almost exclusively in open fields. Most of these tomato varieties lack genes
for resistance to tobamoviruses (Hamamoto et al.,, 1997). Their infection and the
symptoms they develop do not necessarily limit their use to produce tomato-based
food items. This is not the case of directly marketed tomato fruits that need to be
devoid of visible symptoms. They are cultivated under cover (greenhouse and
tunnels) carrying tobamovirus resistance genes. Here, we searched for the presence of

tobamoviruses in tomatoes-derived sauces and in tomato fruits.
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Materials and Methods

Food items analysed included 50 ketchup sauces, 3 concentrated tomato
purées, 2 grinded dry chili peppers (one from Algeria, and one from unknown origin
bought from an African restaurant in Marseille), 3 pasta tomato sauces, and 50 fresh
cherry tomatoes bought in groceries stores or supermarkets in Marseille, France
(Figure 23). Moreover, fresh tomatoes samples such as 6 heirloom variety tomatoes
and 32 round tomatoes from Terre de Provence greengrocer, and 29 round tomatoes
from Lidl and Casino supermarkets were included in the study. Moreover, we
included 2 tobamovirus infected leaves samples used as PMMoV positive control
(strain P3, pepper), one ToMV positive control (strain SM1, tomato), and one Healthy
tomato sample used as negative control (tomato). Those 3 last samples were provided
by the INRA, Avignon.

Before processing all samples by molecular analyses, each of all fresh tomato
sample namely 50 cherry tomatoes, and 29 round tomatoes all from supermarkets
(Casino and Lidl), 6 heirloom variety tomatoes and 32 round tomatoes from Terre de
Provence greengrocer, was cut into small pieces and 800 uL of the resulting tomato
juice was used for the lysis and homogenisation step as shown in figure 24. Moreover,
5 inoculating loops of each the ketchup and pasta tomato sauce sample were diluted
into 400 uL of RNAse/DNAse free water. Each dry chili pepper sample was grinded
into 400 puL of RNAse/DNAse free water. The resulting tomato sauce dilutions and
dry chili pepper grinded mixes were used for the lysis and homogenisation step as
shown in figure 24.

Afterwards, a volume of 500 uL of lysis buffer (MagMAX mirVana Total RNA
Isolation Kit (Applied Biosystems; ref. A27828) was added to each of all samples
(tomato fruits and processed sauces, dried chilies) prior to homogenisation using the
FastPrep-24 homogenizer and centrifugation at 1,300 g for 4 min. Afterwards, RNA
was extracted from 200 pL of supernatant using the EZ1 virus mini kit v2.0 on the EZ1

automate (Qiagen) (figure 24).

1811 Page



Mémoire de thése de Doctorat Biologie-Santé, spécialité en Maladies Infectieuses

RT-PCR amplification was carried out using the SuperScript One-Step RT-PCR
System with Platinum Taq DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific) with two PCR
primer set targeting the tobamoviruses replicase gene (Gibbs et al., 1998; Li et al.,
2018). Melting temperature was changed to 52°C using the Li et al. primer set reported
in 2018. The RT-PCR reaction was performed as follows: 5 uL of RNA were added to
40 uL of reaction mix containing 1 uL (10 pmol/uL) of primers, 1 uL of SuperScript II
RT/Platinum Taq DNA Polymerase mix (Invitrogen), 25 uL of RT mix reaction buffer
2X, and 12 pL of RNase-free water. The first PCR protocol (Li et al.,, 2018) was
performed as follows: 43°C for 45 min for the reverse transcription step; 94°C for 3
min then 39 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 52°C, 1 min at 72°C, and a final extension
step at 72°C for 10 min. The second RT-PCR protocol (Gibbs et al., 1998) was
performed as follows: 42°C for 45 min for the reverse transcription step; then 3 min
at 94°C, and 39 cycles of 30 s at 94°Cs, 45 s at 43°C, 1 min at 72°C, and a final extension
step at 72°C for 10 min. Expected amplicon size products were 876 base pairs (bp) (Li
et al.,, 2018) and 880 bp (Gibbs et al., 1998), respectively).

Sanger sequencing use the same primers than for PCR with the Big Dye
Terminator cycle sequencing kit v1.1 on an ABI Prism 3130 genetic analyser (Applied
Biosystems, Branchburg, NJ, USA). The phylogenetic trees were constructed as shown
in figure 27. The pasta tomato sauce sample “Panzani M” (strain L316321), the
PMMoV positive control (strain P3, pepper), the ToMV positive control (strain SM1,
tomato) and the dry chili pepper sample (PMMov strain L316321, from Algeria) were
included in the tree. Unfortunately, the length of the ketchup sample “KetA” was too
short to be shown in the tree. Moreover, 3 “anonymous samples”, unrelated to this
study were included in the because there were closely related to PMMoV or ToMV.

Among these sequenced tomato sauces, two positive tobamoviruses samples
(ketchup “KetA” and Panzani pasta tomato sauce “Panzani M”) and two negative
samples (ketchup “J” and pasta tomato sauce “Panzani_M" were used to inoculate the

following host plants susceptible to tobamoviruses: tobacco N. tabacum Samsun (30
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plants), tobacco N. benthamiana (30 plants), tomato Solanum lycopersicum Monalbo (30

plants) and pepper Capsicum annuum Yolo wonder (9 plants) (Table 3).

For inoculation tests, ketchup and pasta tomato sauce samples were diluted
(1:5, 1:10 and 1:20) and each dilution were mixed with 1/5th of grinding buffer
(Na2HPO4, 12 H20: 0.03 M; 0.2% Sodium diethyl-dithiocarbamate trihydrate). Then
300 mg of carborundum (abrasive) and 300 mg of activated charcoal were added and
well homogenised. Afterwards, young host plants susceptible to tobamoviruses (2-4
cotyledon stage) were used for inoculation with each dilution of tomato sauces. For
each plant, the upper part of 2-3 young leaves and cotyledons were gently rubbed
with a gloved finger. The inoculated host plants were incubated in the greenhouse for

5 weeks (Table 3).

Results and Discussion

RT-PCR tests and sequencing of food samples

Ketchup, tomato sauces and dry chili peppers as well as tomato fruits from
supermarkets were tested by RT PCR for the presence of tobamoviruses using 2 set of
tobamovirus primers. The expected size was obtained with only 1 sample (Panzani M)
with the 2 set of primers (Figure 25).

Panzani M positive sample was confirmed by sequencing (Figure 25). BLASTn
analysis of the nucleotide sequence shown that the closest nucleotide sequence
matched with PMMoV (AB716964.1). In addition, we randomly sequenced several
food samples that did not produce any visible RT-PCR bands on agarose gel.
Surprisingly, one RT-PCR negative ketchup sample (KetA) using Li et al. primer set
was successfully sequenced (3 replicates). BLASTn analysis of the nucleotide sequence
of panzani M showed the closest nucleotide sequence matched at 95.69 % with
PMMoV (accession number AB716964.1) and KetA shown that the closest nucleotide
sequence matched at 91.57 with ToMV (accession number MH507165.1) (Table 2).
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The first phylogenetic tree presented in figure 27 showed that sample “Panzani M”
(strain L316321) amplified by Li et al. RT-PCR system (Li et al., 2018) (a) is closer to
the PMMoV. Likewise, the dry chili pepper sample (PMMov strain L316321 from
Algeria) and the PMMoV positive control (strain P3, pepper) are closer to PMMoV,
both amplified by Gibbs et al. RT-PCR system (Gibbs et al., 1998) (figure 27 b). As
expected, the last phylogenetic tree (figure 27 c), showed that the ToMV positive
control (strain SM1, tomato) is closer to ToMV. As mentioned before, we failed to add
the “KetA” sample on this last tree (a). We expected that the “KetA” sample would
have been closer to the ToMV as shown for the ToMV positive control (strain SM1,

tomato).
Plant inoculation with tobamovirus positive ketchup and tomato sauce samples

Inoculations were made with 3 dilutions for 2 tobamoviruses positive tomato sauce
samples, KetA and Panzani M samples. To check their infectivity, we tested these
samples on a range of susceptible plants (table 3). These plants were incubated in the
greenhouse for 5 weeks. No symptoms were observed on any inoculated plants 5
weeks after inoculation (Figure 28). RT-PCR tests with Gibbs’s primers were
performed on several inoculated plants to check for the presence of tobamoviruses
(highlighted boxes in blue, table 3). No fragments of the expected size were detected
(Figure 28). This negative result means that either the tobamoviruses detected in the
first RT PCR tests were present in small quantities or were poorly distributed in the

ketchup used for inoculation; or it was a handling artefact (false positive).

In this preliminary work, we were able to detect the presence of ToMV in food
products derived from tomatoes, but not in tomato fruits intended for direct
consumption. Although performed on a small number of samples, this result is in line
with the fact that tobamovirus-infected tomatoes can be used to manufacture tomato-
derived products. The inoculation of processed food items to susceptible plants did

not lead to symptoms. Therefore, we did not provide here evidence that the viruses
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found in this study remain infectious after undergoing the food item manufacture
process. This may be related to a low viral inoculum or to non-optimal inoculation
procedures, and this should be tested more thoroughly in future studies.

PMMoV and ToMV that cause mosaic-related symptoms to several species
belonging to the Solanaceae family such as pepper, tobacco and tomatoes. Recently,
productions of solanaceous crops were seriously affected by two members of the
genus Tobamovirus, the highly stable Tomato mottle mosaic virus (ToMMV) and in
particular the Tomato brown rugose fruit virus (ToOBRFV) causing serious damages on
Tobamovirus resistant tomatoes (Smith et al., 2018; Webster et al., 2014). The interaction
of those very resistant tobamoviruses with mammals including humans is therefore
worthy to be explored. Interestingly, following the results of studies suggesting that
smoking may protect against SARS-CoV-2 infection on the basis that the prevalence
of smoking in patients hospitalized for COVID-19 was lower than in the general
population, it has been proposed that, alongside nicotine and other chemicals present
in tobacco smoke, TMV may be involved in this effect (de Bernardis and Busa, 2020).
Overall, we probably largely underestimated the amount of plant viruses we may
ingest. Studies should be of interest to evaluate their possible interaction with animal

organisms.
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Figure 23

Figure 23: Collected sample types involved in the study
A and D: ketchup samples. B: Dry chili samples used as PMMoV control samples. C
and E: Fresh tomato fruits (tomatoes bought from supermarket Casino and Lidl). F:

Fresh bought from tomatoes from Terre de Provence greengrocer.
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Figure 24
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Figure 24: Processing steps of tomato sauces dry chili pepper samples from

collection to analyses (RT-PCR and sequencing)

Step 1: Collected ketchup, tomato, and dry chili pepper samples. Step 2: sample

dilution before the extraction. Step 3: sample lysis. Step 4: automated homogenisation

of samples. Step 5: the automated extraction using the EZ1 automate (Qiagen) and one

step RT-PCR results targeting tobamoviruses.
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Figure 25

Positive Positive MNegative
Control Control Control

Panzani M

Positive Negative
Control Control

Panzani M

Figure 25: RT PCR results of positive Panzani sauce using two different primer sets

A: Samples detected by Li et al. primers. B: Samples detected by Gibbs et al. primers
Panzani M sample (PMMoV positive sample from tomato pasta Panzani).
Dry chilli: PMMoV positive control. ToMV: ToMV positive control. PMMoV: PMMoV

positive control. HS Tom: healthy tomato sample used as negative control.
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Figure 26

Figure 26: Inoculated plants using positive and negative ketchup and pasta Panzani
sauces detected by RT-PCR and Sanger sequencing. A-D: inoculated plants on the

first day of inoculation. E, F and H: inoculated plants 5 weeks after inoculation.
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Figure 27

a. KX883742.1:38354551 Pepper mild mottle virus replicase gene partial
67| LC082099.1:38284544 Pepper mild mottle virus genomic RNA complete genome strain: P2
ABT716963.1:38284544 Pepper mild mettle virus RNA complete genome strain: L3163
ABT716964.1:38284544 Pepper mild mottle virus RNA complete genome strain: L316321
MT1230389.1:37474462 Pepper mild mettle virus isolate I28PMMoV 180k replication protein gene
Panzani M PMMoV strain L316321

0,001
AB276030.1:26023396 Pepper mild mottle virus genomic RNA complete genome strain: L4BV

LC082099.1:26023396 Pepper mild mottie virus genomic RNA complete genome strain: P2
AB716963.1:26023396 Pepper mild mottle virus RNA complete genome strain: L3163
AB716964.1:26023396 Pepper mild mottle virus RNA complete genome strain: L316321
KX883742.1:26093403 Pepper mild mottle virus replicase gene

AB126003.1:26023396 Pepper mild mottle virus
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PMMoV strain P3_ INRA control
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Figure 27: Phylogenetic reconstructions based on the replicase gene of

tobamoviruses

Trees were built using PMMoV sequences obtained using the RT-PCR system of Li et
al. (Li et al., 2018) (a) or of Gibbs et al. (Gibbs et al., 1998) (b) or from ToMV sequences
obtained using the RT-PCR system of Li et al. (Li et al., 2018) (c), indicated by a black
background and a white bold font, and best BLASTn hits from the NCBI GenBank
nucleotide sequence database. Nucleotide alignments were performed using the
MUSCLE software (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). The evolutionary
history was inferred in the MEGAG6 software (http://www.megasoftware.net/) using
the Neighbor-Joining method and the Kimura 2-parameter method. The percentage of
replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test

(1,000 replicates) is shown next to the branches. The tree is drawn to scale, with branch
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lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to infer the
phylogenetic tree; the scale bars indicate the number of nucleotide substitutions per

site. Bootstrap values >50% are labelled on the tree.
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Figure 28
Pool of Pool of Pool of
::;Ia::,es tomatoes from inoculated inoculated
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Expected size is 880bp using Gibbs et al., 1998 primer systems

Figure 28: Agarose gel electrophoresis of RT-PCR results of RNA extracts from pool

of (fresh tomatoes pool, pool of RNA extracts) on inoculated host sensitive plants

EV200252 : Ket A ie TOMV positive, undiluted ketchup sample); EV200253 : Panzani
M ie PMMoV positive, undiluted tomato pasta Panzani). EV200239, EV200240,
EV200241, EV200242 and EV200243: each samples correspond to a pool of 5 tomato
fruits from Lidl supermarket); EV200244: pool of 6 heirloom tomatoes from Terre De
Provence grocergreen ). EV200245: pool of 2 tomato monalbo plants inoculated with 2
dilutions (1:5 and 1:10) of Ket A. EV200246: pool of 2 Nicotiana tabacum L. cv. Samsun
plants inoculated with 2 dilutions (1:5 and 1:10) of KetA. EV200247: pool of 2 Nicotiana
benthamiana plants inoculated with 2 dilutions (1:5 and 1:10) of KetA. EV200248: pool
of 2 tomato Solanum lycopersicum Monalbo plants inoculated with Panzani M. EV200249:
pool of 2 Nicotiana tabacum L. cv. Samsun plants inoculated with Panzani M. EV200250:

pool of 2 Nicotiana benthamiana plants inoculated with Panzani M.

T+ToMV : ToMV positive control. T-mix: RT-PCR negative control
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L’agent Delta : un agent viroid-like pathogeéne

chez ’homme
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Introduction

En complément de mes recherches de nouveaux agents viroide-like chez
I'homme, J'ai été impliqué dans deux travaux portant sur I’agent Delta, pour lesquels
j’ai particulierement réalisé ’analyse phylogénétique pour deux cas d’infections.
L'agent Delta est l'agent causal de I'hépatite Delta chez 'Homme (Rizzetto and
Stroffolini, 2021 ; Rizzetto et al., 1977 ; Magnius et al., 2018. Il est présent en co-
infection dans environ 5% des hépatites B (Zhang et al., 2021). Il n’est pathogene qu’en
cas de co-infection par le virus de I'hépatite B dont il utilise 1'enveloppe pour
l'infection des hépatocytes et sa propagation, et il a été classé comme virus satellite ou
virus dépendant du VHB (Botelho-Souza et al., 2017 ; Wille et al., 2018). La co-infection
par l'agent delta, de maniere inappropriée nommé virus de I'hépatite delta (HDV),
accélére la progression de I'hépatite chronique par rapport a l'infection par le virus de
I'hépatite B seul (Zhang et al., 2021). L'ARN viral de I’agent Delta ne code que pour
deux protéines, les petit (S-HDAg, p24) et grand (L-HDAg, P27) antigenes delta
(Magnius et al., 2018). Les deux protéines sont impliquées respectivement dans la
réplication et I'assemblage du virus (Tseng et al., 2009). Ces deux nucléoprotéines
associées a I'ARN génomique sont enveloppées et protégées par l'enveloppe du virus

de I'hépatite B.

Un lien a été rapporté entre les viroides et 1'agent Delta (Elena et al., 1991 ;
Balique et al., 2015). Tous deux partagent des similitudes : génomes ARN circulaires
a simple brin, avec des structures en tige-boucle, et un haut niveau d’auto-
complémentarité. L'ARN de 1’agent Delta n'est que 4 a 7 fois plus long que celui des
viroides, avec environ 1,7 kilobases (Magnius et al., 2018). De plus, I'agent delta et les
viroides partagent le mode de réplication de leur ARN génomique par cercle roulant
(Balique et al., 2015; Lasda et al., 2014). Par ailleurs, ' ARN de I'agent Delta contient un

ribozyme. Il a été suggéré que 1'agent Delta pourrait avoir évolué a partir de la fusion
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de deux types d'’ARN: un ARN de viroide contenant la séquence d’un ribozyme et la
séquence codante de I'ARN de I'antigéne Delta, dont il a été proposé qu’il puisse avoir
pour origine une protéine appelée protéine A qui interagit avec 1'antigene delta
(DIPA), présente dans les tissus humains (Elena et al., 1991 ; Brazas et al., 1996 ;
Robertson et al., 1996 ; Taylor et al, 2010). Ces données posent la question de
I'expansion des viroides, au travers de 1'agent de I'hépatite delta humaine, au regne

animal.

L'agent Delta est transmissible expérimentalement aux mammiferes non
humains tels que les chimpanzés et les marmottes, en présence de son virus auxiliaire
(Magnius et al., 2018). Jusqu'en 2018, les deltavirus étaient inconnus chez d'autres
hotes que les humains (Szirovicza et al., 2020). Depuis, deux travaux de méta-
transcriptomiques ont identifié les génomes de deltavirus chez les canards (Wille et
al.,, 2018) et les serpent (Szirovicza et al., 2020 ; Hetzel et al., 2019). L'existence de
deltavirus tres divergents de l'agent Delta a aussi été révélée chez divers autres
animaux incluant des rongeurs (Paraskevopoulou et al., 2020), des poissons (Chang et
al., 2019), des amphibiens (Chang et al., 2019), ou des termites (Chang et al., 2019). De
plus, contrairement au deltavirus humain, le deltavirus des rongeurs ne semble pas
nécessiter une co-infection par un virus auxiliaire (Paraskevopoulou et al., 2020), et la
réplication du deltavirus du serpent a été obtenue dans des cellules de boa constrictor
surinfectées par des reptarenavirus et des hartmanivirus, ce qui suggere que les
deltavirus peuvent probablement utiliser plusieurs virus auxiliaires différents
(Szirovicza et al., 2020). Par ailleurs, il a été rapporté que I'antigene delta du deltavirus
du serpent était fortement exprimé dans d'autres cellules, y compris les cellules
cérébrales, les cellules épithéliales tubulaires rénales, les cellules épithéliales
pulmonaires et les leucocytes, ce qui suggere que le deltavirus du serpent pourrait
présenter un tropisme non uniquement pour les cellules hépatiques (Hetzel et al.,
2019). Enfin, une recherche d'ARN auto-clivés dans le génome humain a détecté une

séquence de type agent Delta dans un gene humain (CPEB3), qui appartient a une
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famille de genes qui régulent la polyadénylation de I' ARN messager (Salehi-Ashtiani
et al.,, 2006). Au total, ces données suggerent que les deltavirus sont plus communs et
divers qu'on ne le pensait jusque tres récemment. Leus caractéristiques les rattachent
a notre sujet de these qui s’intéresse aux putatifs agents viroide-like chez I'Homme.
L'avenement au 2leme siecle des techniques de séquencgage de nouvelle
génération (NGS) a considérablement amélioré la détection et la caractérisation des
séquences microbiennes et virales. Initialement utilisé lors d’études sur les
échantillons environnementaux, animaux et humains, le NGS a été introduit plus
récemment dans les laboratoires de microbiologie et virologie clinique (Astbury et al.,
2020; Colson et al., 2020; Mitchell and Simner, 2019; Moon et al., 2018; Zhong et al.,
2021). Ses exigences techniques, sa durée de réalisation et son colit sont ainsi
désormais compatibles avec une utilisation diagnostique. Le NGS permet d'identifier
les agents infectieux sur la base de génomes complets et pas seulement de genes ou
de fragments de genes. De plus, la technologie Oxford Nanopore (ONT) permet une
vitesse de production de séquences extrémement prometteuse pour une utilisation en
diagnostic (Moon et al., 2018; Quick et al., 2017). L'ONT permet le séquencage de
molécules d'’ADN ou d'ARN natives, dont la taille n’est pas borné par leur séquencgage.
Ces molécules sont amenées au contact puis transférées a travers les pores
nanométriques d’une matrice, une seule molécule a la fois. Au fur et a mesure que
I'ADN ou I'ARN traverse le pore, les capteurs détectent des changements du courant
ionique spécifiques de chaque nucléotide, ce qui permet de déterminer la séquence
d'acide nucléique. Alors que le NGS est le plus souvent utilisé apres un enrichissement
spécifique de la cible, une autre étape consiste a le réaliser directement a partir
d'échantillons cliniques apres 1'extraction d'acide nucléique. Nous avons obtenu par
ONT un génome partiel de I’agent Delta et un génome complet du VHB directement
a partir de l’échantillon de plasma d’'un patient, c’est-a-dire sans amplification
préalable par PCR. Le NGS a jusqu’alors été utilisé pour obtenir des séquences de
l'agent Delta et du VHB, mais le plus souvent apres un enrichissement de la cible, ce

qui notamment, nécessite plus de temps, et signifie que I'on doit savoir ce que 1'on
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veut séquencer (Astbury et al., 2020). Par rapport au séquencage de population de
Sanger, le NGS peut fournir des informations sur les mutations, les délétions et les
insertions pour tous les genes viraux simultanément, ainsi que pour les régions
intergéniques, et donc permettre une évaluation plus complete et plus approfondie
des génomes viraux. Aussi, le NGS directement a partir d'extraits d'ADN ou d'ARN
sans amplification par PCR peut permettre de détecter simultanément plusieurs
agents infectieux non ciblés comme nous l'avons réalisé, avec le séquengage
simultanément de ’ARN de I'agent Delta et de ’ADN du VHB. Une telle approche

«ouverte », sans PCR, et rapide devrait optimiser le diagnostic des infections.

Bien que l'infection a HDV puisse étre évitée grace a la vaccination contre le VHB
qui est nécessaire a sa propagation (Zhang et al., 2021), il n'y avait jusqu'a récemment
qu'un seul médicament, l'interféron pégylé alpha-2a ou -2b (Brancaccio et al., 2019 ;
Zhang et al., 2021) pour le traitement de I'hépatite delta. Cependant, I'interféron alpha
pégylé présente une toxicité importante (Zhang et al.,, 2021). Le taux de réponse
virologique en fin de traitement et suivant son arrét est faible avec ce traitement : il est
observé un échec thérapeutique le plus souvent chez plus d'un tiers des patients, y
compris lorsque ce médicament est associé a I'adéfovir, a 'entécavir ou au ténofovir
qui contrdlent la réplication du VHB (Brancaccio et al., 2019 ; Zhang et al., 2021). Par
conséquent, la disponibilité d'autres médicaments efficaces sur la réplication du
deltavirus humain est nécessaire. Le béluvirtide est un lipopeptide synthétique N-
myristoylé d"une longueur de 47 acides aminés dérivé du domaine préS1 de la grande
protéine de surface du VHB (Brancaccio et al., 2019 ; Zhang et al., 2021; Cheng et al.,
2021). C'est un inhibiteur d'entrée qui peut entrer en compétition avec a la fois I’agent
Delta et le VHB pour le polypeptide co-transportant du taurocholate de sodium
(NTCP), qui a été identifié comme le récepteur de ces deux agents d’hépatite, et il peut
par conséquent bloquer 'infection des hépatocytes (Cheng et al., 2021). Le béluvirtide
(2 mgfjour) a été associé dans un essai clinique a une réduction de 1,7 et 2,8

logicopies/mL de la charge d'ARN Delta, respectivement a 6 et 12 mois de traitement
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(Bogomolov et al., 2018 ; Wedemeyer et al., 2020 ; Zhang et al., 2021).

Le nombre de cas rapportés de traitement hors protocole (dans la vie réelle) de
I'hépatite delta par le béluvirtide est actuellement tres limité. Nous avons étudié et
décrit le cas d'un patient co-infecté par I’agent Delta et le VHB qui a été traité par le
béluvirtide combiné au ténofovir et a l'interféron alpha-2a pégylé. Ce cas montre un
échec virologique du traitement par le béluvirtide a 2 mg en association avec
l'interféron alpha-2a pégylé et le ténofovir, avec une réponse initiale au 3™ mois (-2,5
logicopies/mL) puis un rebond virologique au 6™ mois. Cet échec pourrait étre au
moins en partie lié a la réduction de la posologie de l'interféron pégylé des le 4:™ mois,
avant l'arrét complet de ce médicament au 8™ mois en raison d'une
thrombocytopénie. L'ADN du VHB a lui atteint un niveau indétectable sous
béluvirtide alors qu'il était systématiquement détectable entre février 2016 et
décembre 2019, bien qu’a un niveau faible (moyenne + écart-type, 2,6 + 0,4 log10UI / L
(intervalle, 1,6-2,9)). De plus, le taux moyen d’alanine aminotransférase, le marqueur
de la cytolyse hépatique était de 318+206 UI/L (78-714) entre février 2016 et décembre
2019 puis de 60+15 UI/L (36-81). Dans l'ensemble, les données antérieures indiquent
que I'hépatite delta reste une maladie difficile a guérir, et méme a contrdler
virologiquement avec I'arsenal de médicaments actuellement proposé, y compris en
administrant du béluvirtide. Il est possible d’administrer une dose plus élevée (5 mg
ou 10 mg) qui peut améliorer la réponse virologique. Par ailleurs, la connaissance de
la toxicité de ce médicament reste limitée. Finalement, la découverte d'autres
deltavirus depuis 2018 chez divers animaux dont certains mammiféres (Chang et al.,
2019), pourrait indirectement contribuer a acquérir une meilleure connaissance de

I’agent Delta et sa sensibilité aux médicaments.
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To the Editor:

The advent during the 21 st century of next-generation sequencing (NGS)
techniques has considerably improved the detection and characterization of microbial
and viral sequences. Primarily used for research to study environmental, animal and
human samples, NGS has been more recently introduced in clinical microbiology and
virology laboratories (Astbury et al., 2020; Colson et al., 2020a; Mitchell and Simner,
2019; Moon et al., 2018; Zhong et al., 2021) . Its technical requirements, processing time
and cost are now compatible with diagnostic use. NGS allows identifying infectious
agents based on complete genomes and not only genes or genes fragments. In
addition, the Oxford Nanopore technology (ONT) permits extremely promising
sequence production speed (Moon et al., 2018; Quick et al., 2017). ONT allows single-
molecule sequencing of fragments of DNA or RNA. Native DNA or RNA molecules
are pulled through nanoscale pores, only one molecule at a time. As the DNA or RNA
passes through the pore, sensors detect changes in the ionic current that are specific
of each passing nucleotide, which allows to determine the nucleic acid sequence.
While NGS is most often used following specific target enrichment, another step is to
perform it directly from clinical samples post-nucleic acid extraction. We recently
used this latter approach in our clinical microbiology/virology laboratory to detect
and characterize the genomes of hepatitis B virus (HBV) by Illumina NGS and of
SARS-CoV-2 by both Illumina and ONT NGS (Colson et al., 2020b; Petit et al., 2020).
Here we describe NGS of a full-length HBV genome and a partial Delta agent genome
directly from a same patient’s plasma sample with ONT.

A 27-year-old male student was sampled in June 2020 to monitor his HBV and Delta
agent infections diagnosed in October 2018 during a systematic screening. He is
originating from the Republic of Chad and lived in Morocco between 2011 and 2012
then in France since 2015. He was not aware of viral hepatitis in his family. It is

unknown if he was coinfected with hepatitis B and Delta agent or experienced Delta
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agent surinfection on chronic hepatitis B. In November 2018, liver ultrasound testing
was normal, transient elastography showed no liver fibrosis, and the patient was
clinically asymptomatic. In June 2020, alanine aminotransferase and aspartate
aminotransferase levels were 87 and 115 IU/L, respectively (upper normal values, 50
TU/L). Serological testing showed hepatitis B surface (HBs) antigen (Ag)-positivity,
total anti-HB core antibody (Ab)-positivity, anti-HBsAb-negativity, HBeAg-
positivity, and anti-HBeAb-negativity (Architect assays, Abbott Diagnostics,
Mannheim, Germany). Serum HBV DNA load was 8.0 log 10 IU/mL (NeuMoDx HBV
Quant assay, Qiagen, Courtaboeuf, France). Anti-Delta agent IgG and IgM testing
(Euroimmun, Lubeck, Germany) were both positive, and Delta agent RNA load
determined by an in house assay as previously described (McNaughton et al., 2019)
was 9.6 log 10 copies/mL. We used ONT as previously described (Petit et al., 2020)to
obtain sequences from the HBV and Delta agent genomes directly from the patient’s
plasma sample on a GridION X5 instrument (ONT Ltd., Oxford, UK). Briefly,
DNA/RNA were extracted from 200 pL of plasma using the EZ1 Virus Mini Kit v2.0
on a BioRobot EZ1 workstation (Qiagen), and RNA was reverse transcribed using
SuperScript IV (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) before cDNA second
strand synthesis with Klenow Fragment DNA polymerase (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA). DNA was then purified using Agencourt AMPure XP beads
(Beckman Coulter, Villepinte, France) and sequenced using a nanopore ligation
sequencing kit on a GridION X5 instrument (Oxford Nanopore Technologies Ltd.,
Oxford, UK). Genome consensus sequences were generated with the CLC Genomics
workbench v.7 (https://digitalinsights.qiagen.com/) by mapping on HBV and HDV
genomes GenBank Accession no. M32138 and M84917, respectively, with 0.85%
similarity and 50% coverage as thresholds. A total of 41 (average length=918
nucleotides) and 3 (average length=490 nucleotides) reads were detected as belonging
to HBV and Delta agent, respectively. This generated full-length HBV genome and
partial Delta agent genomes with a size of 3,179 and 326 nucleotides, respectively

(available from https://www.mediterranee-infection.com/acces-ressources/donnees-
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pour-articles/hbv-hdv-ngs/). Phylogenetic analyses identified HBV of genotype D and
Delta agent of genotype 1 (Figure 1). Mean diversity per nucleotide position of the
HBV genome was 5.4+9.0%; mean coverage was 8.9+2.9. Neither anti-HBV drug
resistance mutations nor HBsAg escape variants were detected. A 570-nucleotide long
sequence corresponding to the Delta Ag-encoding gene and generated by Sanger
population sequencing as previously described (McNaughton et al., 2019) was
clustered with that obtained using ONT in the phylogenetic analysis (Figure 1).

We report here for the first time to our knowledge the concurrent detection and
obtention of sequences from HBV and Delta agent, including full HBV genome
recovery, on a same day and directly from plasma post-nucleic acid extraction.
Illumina and/or ONT NGS were previously used to obtain HBV or Delta agent
sequences, but this was most often preceeded by target enrichment, which requires
more time (Astbury et al., 2020) [2, 10]. As compared to Sanger population sequencing,
NGS can provide information on mutations, deletions and insertions for all viral genes
simultaneously, and also for intergenic regions, and therefore allow a more
comprehensive and deeper assessment of viral genomes. Such data will contribute
gaining a better knowledge of the genome features associated with various clinical
settings. Regarding HBV infection, this includes acute liver failure, drug resistance,
immune escape, or viral reactivation. In addition, performing NGS directly from DNA
or RNA extracts without PCR amplification, as this was done for the present case, is
simpler and faster, and can allow detecting simultanously several infectious agents
not targeted. Furthermore, NGS using ONT can allow fast viral genome detection and
characterization, in a timeframe that is highly appropriate for clinical diagnosis
purpose. Thus, although still in its infancy with necessary improvements in sensitivity
and precision, such a fast PCR-free versatile and open approach should optimize the

diagnosis of infections in the near future.
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Figure Legend

Figure 1. Phylogenetic trees based on hepatitis B virus genome (A) and Delta
antigen encoding gene (B)

The ten sequences with the highest BLAST scores recovered from the NBCI
GenBank nucleotide sequence database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/),
indicated by BBH GbK for best blast hit and genBank and by a black bold font, were
incorporated in the phylogeny reconstructions, in addition to reference sequences,
indicated by Ref for Reference, for HBV or Delta agent genotypes. Nucleotide
alignments were performed using the MUSCLE software
(http://www .ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). The evolutionary history was inferred in
the MEGAG6 software (http://www.megasoftware.net/) using the Neighbor-Joining
method and the Kimura 2-parameter method. The percentage of replicate trees in
which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1,000 replicates) is
shown next to the branches. The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same
units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree; the
scale bars indicate the number of nucleotide substitutions per site. Bootstrap values
>50% are labeled on the tree.

A: Phylogenetic tree based on hepatitis B virus genome sequences. There was a

total of 3252 positions in the final dataset.

B: Phylogenetic tree based on the Delta antigen encoding gene. The fragment of
gene encoding for the hepatitis Delta virus (HDV) antigen was 343-nucleotide long
and corresponded to nucleotides 824-1,154 of the HDV genome GenBank accession
no. AM779577.1. HDV sequence obtained by Sanger population from the case-

patient’s plasma are indicated by a white bold font and a black background.
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Introduction

Co-infection with hepatitis delta virus (HDV) accelerates the progression of chronic
hepatitis compared to infection with hepatitis B virus (HBV) alone (Zhang et al., 2021).
Although HDV infection can be prevented with vaccination against HBV that is
required for its propagation (Zhang et al., 2021), there was until recently only one off-
label drug, pegylated-interferon alpha-2a or -2b (Brancaccio et al., 2019; Zhang et al.,
2021), for the treatment of hepatitis delta. The rate of virological response (=2 loguo
reduction of HDV RNA level at end of treatment) and of sustained virological
response on treatment is low with this latter treatment, as in most cases it is observed
in no more than one third of the patients, including when this drug is associated with
adefovir, entecavir, or tenofovir disoproxil fumarate (TDF) that can control HBV
replication (Brancaccio et al., 2019; Zhang et al.,, 2021). In addition, pegylated-
interferon alpha has a substantial toxicity. Therefore, availability of other drugs
efficient on HDV replication is needed. Bulevirtide is a synthetic N-myristoylated 47-
amino-acid long lipopeptide derived from the preS1-domain of the large HBV surface
protein (Brancaccio et al., 2019; Zhang et al., 2021; Cheng et al., 2021). It is an entry
inhibitor that can compete with HBV for the sodium-taurocholate co-transporting
polypeptide (NTCP), which has been identified as the HBV and HDV receptor and
can block infection of hepatocytes by both viruses (Cheng et al., 2021). Two mg of
beluvirtide daily were associated in a clinical trial with 1.7- and 2.8-logicopies/mL
reduction of HDV RNA load at 24 and 48 weeks of treatment, respectively
(Bogomolov et al., 2018; Wedemeyer et al., 2020; Zhang et al., 2021). Here, we present
the case of a patient co-infected with HBV and HDV who was treated with beluvirtide

in addition to tenofovir and pegylated-interferon-alpha-2a.
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Case report

The patient is a 36-year-old male originating from Georgia who was presented in
February 2016 in our institution with liver cytolysis (alanine aminotransferase level
(ALT), 698 IU/L; aspartate aminotransferase level (AST), 339 IU/L), which led to
diagnose a co-infection with hepatitis B virus and the hepatitis delta virus (HDV).
Hepatitis C and HIV serologies were negative. The patient was at pre-cirrhosis stage
as transient elastography indicated fibrosis at Metavir stage 3 (12 kPa). HDV RNA
load performed using an in house real-time reverse transcription-PCR assay as
previously described (Petit et al., 2020) and HBV DNA load determined using the DxN
Veris assay (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) were 7.0 logicopies/mL and 1.8 IU/L,
respectively. The HDV genotype was determined as 1A by Sanger population
sequencing using in house procedures, as previously described (Petit et al., 2020). Due
to the very low HBV DNA level, HBV genotype could not be determined. Between
February 2016 and December 2019, the patient received pegylated-interferon alpha-2a
then TDF, since January 2018. In 2017, transient elastography indicated fibrosis at
Metavir stage 4 (20 kPa). In December 2019, HDV RNA load was 7.4 logicopies/mL,
HBV DNA load was 2.6 logilU/mL, and ALT was 81 IU/L (Figure 1). Treatment with
bulevirtide was started in January 2020 at a dosage of 2 mg, in addition to TDF (245
mg) and in combination with pegylated interferon-alpha-2a at a dosage of 180 ug.
Pegylated interferon dosage was reduced to 135 pg in February 2020 due to a decrease
in the platelet count from 117 to 57/mm?. Virological response was observed with a
decrease in HDV RNA load to 4.9 logicopies/mL (-2.5 logiw) at month three of
treatment, and to 4.4 logcopies/mL (-3.0 log) at month four. The dosage of pegylated
interferon-alpha was further reduced to 90 pg due to thrombocytopenia (43 G/L).
Thereafter, HDV RNA load re-increased to 5.5 logicopies/mL in July 2020 then
remained high until April 2021, fluctuating between 5.7 and 7.7 logicopies/mL.
Regarding HBV DNA, it reached undetectable levels in April 2020 then was

226



128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

Mémoire de these de Doctorat Biologie-Santé, spécialité en Maladies Infectieuses

persistently undetectable until April 2021 except once when detected at 1.1 logiIU/mL
in June. Besides, ALT fluctuated on bulevirtide between 36 and 81 IU/L. Mid-
September 2020, pegylated interferon-alpha was discontinued as the platelet count
remained low (44G/L), and this was associated with a rise of the platelet count above
90 G/L. In November 2020, liver ultrasound assessment showed a cirrhotic liver with
finely irregular contours, without focal lesions, and signs of portal hypertension with
dilation of the portal trunk. Clinical examination showed associated splenomegaly.
Also, transient elastography showed progression of fibrosis (39 kPa). In April 2021, on
TDF plus beluvirtide, HDV RNA load was 7.7 logucopies/mL while HBV DNA was
undetectable. ALT was 68 IU/L, and prothrombin index was 56%. No clinical side
effect was noted during beluvirtide treatment; thrombocytopenia that was attributed

to pegylated-interferon therapy.

Discussion

The number of case reports on HDV therapy with bulevirtide is currently very limited
in the real life. The present case shows virological failure of HDV treatment with
bulevirtide at 2 mg in combination with pegylated-interferon alpha-2a and TDF, with
an initial response at month 3 (-2.5 logicopies/mL) then a virologic rebound at month
6. This failure could be at least partly due to the reduction of pegylated-interferon
dosage as soon as at month four, before drug discontinuation at month 8 due to
thrombocytopenia. It is worthy to note that HBV DNA reached undetectability on
beluvirtide whereas it was systematically detectable between February 2016 and
December 2019, albeit at a low level (mean+standard deviation, 2.6+0.4 logilU/L
(range, 1.6-2.9)). In addition, mean ALT was 3184206 IU/L (78-714) between February
2016 and December 2019 then 60+15 IU/L (36-81). Recently, Loglio et al. reported that
48 weeks and high-dose (10 mg) administration of beluvirtide was safe and effective

in three patients (Loglio et al., 2021). HBV DNA was undetectable in the three cases
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and HDV RNA decreased until undetectability in two cases and from 6.8 to 2.7
logicopies/mL in the third case. These patients exhibited substantial increase of bile

acids, which is attributed to beluvirtide, but remained asymptomatic.

Overall, previous data indicate that hepatitis delta remains a disease difficult to cure,
and even control virologically with the currently proposed drug armamentarium.
Beluvirtide at a greater dosage (5 mg or 10 mg) may enhance virological response,
while knowledge on drug toxicity of this drug remains limited. Otherwise, other
pathways could be taken, including a strategy of drug repurposing that increasingly
proves its relevance in discovery new therapeutic tools (Trivedi et al., 2020). Besides,
it should be noted that although HDV was until recently the only known deltavirus,
others have been described since 2019 in various animals including some mammals
(Chang et al., 2019). This may indirectly contribute gaining a better knowledge of HDV

and drug susceptibility.
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Figure legends

Figure 1. Evolution of virological, biochemical and hematological parameters

between February 2016 and April 2021

ALT, alanine aminotransferase level; GGT, gammaglutamyl-transferase level; HDV,
hepatitis delta virus; HBV, hepatitis B virus; TDF, tenofovir disproxil fumarate; PEG-

IFN, pegylated-interferon

Figure 2. Phylogenetic tree based on the Delta antigen encoding gene.

The fragment of gene encoding for the hepatitis Delta virus (HDV) antigen was 275-
nucleotide long and corresponded to nucleotides 889-1,150 of the HDV genome
GenBank accession no. AM779577.1. HDV sequence obtained by Sanger population
from the case-patient’s plasma are indicated by a white bold font and a black
background. Nucleotide alignments were performed using the Muscle software
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Evolutionary history was inferred using
the MEGAX software (http://www.megasoftware.net/) using the neighbor-joining
method and the Kimura 2-parameter method. The percentage of replicate trees in
which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1,000 replicates) is
shown next to the branches. The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same
units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree; the
scale bars indicate the number of nucleotide substitutions per site. Bootstrap values >

50% are indicated on the tree.
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Figure 1
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Figure 2
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Mes travaux de these ont tenté d’apporter des éléments concernant la présence
chez I'homme ou I'exposition a 'homme de viroides, agents décrits uniquement a ce
jour chez les plantes, d’entités viroide-like, correspondant a des petits ARN nus a
structure tige-boucle, ou de virus de plantes. IIs sont hétérogenes par leurs approches.
Cependant ils ont en commun d’explorer différentes pistes pouvant indiquer la
présence chez ’homme ou une exposition de 'homme a des entités biologiques
décrites actuellement uniquement dans le monde végétal. Il s’agissait d'une
thématique a risque important de résultats négatifs compte-tenu de la quasi-absence
de données dans la littérature pour ce qui concerne les projets concernant les viroides
ou les ARN viroides-like chez ’homme, et la diversité des projets a permis d’alterner
des travaux complexes avec d’autres moins exploratoires. Et quoiqu’il en soit, ces
différents travaux ont tenté par différents chemins d’apporter des réponses aux
questions relatives a la perméabilité de la frontiere entre les mondes végétaux et
animaux, et notamment de répondre a des interrogations de T.O. Diener, le
découvreur des viroides, qui a souligné que tres peu d'efforts ont été faits pour trouver
un équivalent des viroides chez les humains et les mammiferes non humains (T. O.
Diener, 2016, p. 201) (Diener, 2020) . Ainsi, cette These a comporté des projets
originaux (du fait de la compartimentalisation marquée entre les domaines de la
virologie humaine et animale d’une part et de la virologie végétale d’autre part, tres
peu d’études ont exploré les champs abordés ici) qui ne s’inscrivent pas dans un

courant majeur actuel.

Au décours de cette these, nous avons décrit pour la premiere fois des
correspondances entre plusieurs séquences de viroides et la région « seed »
correspondant au tres court domaine conservé des extrémités des miRNAs humains.
Ces correspondances atteignent fréquemment 100% d’identité. Nous avons par

exemple identifié une telle similarité pour le miRNA humain Hsa-MiR-4286, un
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médiateur de la prolifération et de I'apoptose des cellules de mélanome associé a des
maladies cancéreuses chez ’homme. L’hypothese d’une interaction entre les viroides
et divers miRNAs ou ARN messagers humains par le mécanisme d’ARN interférence
est ainsi suggérée. Via de telles similarités de séquence, des fragments de viroides
pourraient s’hybrider a des miRNAs humains avec pour effet daltérer la fonction de
ces miRNAs. Des études ont ainsi suggéré l'existence d’interactions entre des
séquences virales et des miRNAs cellulaires (Glazov et al., 2010; Kumar et al., 2009;
Rebolledo-Mendez et al., 2013). En effet, les miRNAs cellulaires peuvent réguler a la
baisse I'activité des ARNm cellulaires par des interactions avec appariements de bases
complémentaires. Dans notre, la correspondance des résultats BLASTn filtrés
impliquait une identité a 100% entre la région « seed » de plusieurs séquences de
miARN-humain matures et les séquences viroides ou, comme controle, des séquences
générées aléatoirement. Il faut considérer que ces résultats de similarités portent sur
une trés courte région, au minimum la longueur de la région « seed », et il n’est par
conséquent pas étonnant d’obtenir des similarités de 100%, ce qui est ici observé pour
les séquences générées de maniere aléatoire, et I'’a été précédemment également pour
plusieurs virus de plantes (Rebolledo-Mendez et al., 2013). Nous avons de méme
observé des similarités avec les régions « seed » de beaucoup d’autres miRNA que des
miRNA humains. Néanmoins, il est intéressant de mettre en évidence que de telles
similarités avec des miRNA humains existent in silico pour les viroides bien que les
séquences de ces entités soient elles-mémes courtes (<450 nucléotides) et que le
nombre de génomes de viroides soit de 15,924 comprenant de nombreuses séquences
tres redondantes. Ces données suggerent qu'une présence de viroides chez ’homme
par exemple apportés par la consommation de végétaux pourraient conduire a ce que
leurs séquences interférentes avec les interactions entre des microRNAs humains et
des ARN messagers. De plus, nous avons déterminé que la robustesse de '’hybridation
entre les brins d’acides nucléiques pouvait étre augmentée par des longueurs de
similarité de 100% dépassant la longueur de la région « seed » des microRNAs. Ainsi,
méme en I'absence de spécificité élevée d’interactions entre des fragments de viroides
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et la région « seed » de microRNA humains, il nous semble d’intérét de montrer in

silico que des tels interactions seraient possibles.

Apres ingestion de végétaux contaminés (plantes légumieres ou fruitieres), la
grande stabilité des viroides et des petits ARNs qui en sont dérivés pourrait leur
permettre de résister chez 'homme, notamment au processus de digestion lors du
passage dans le tractus intestinal. Des études complémentaires pourraient étre
envisagées pour étudier les similarités entre les séquences de viroides et les miRNAs
décrits chez d’autres vertébrés. Surtout, 1'étape suivante serait I'étude de I'interaction
des viroides avec les cellules humaines in vitro, mais elle n’a pu étre réalisée au cours
de ma derniére année de theése en 2020. T.O. Diener, le découvreur des viroides, a
souligné que trés peu d'efforts ont été faits pour trouver un équivalent de viroides
chez les humains et les mammiferes non humains (« On the Existence of Animal
Viroids ») (T. O. Diener, 2016). Il a cité un travail publié¢ en 1997 par Roy et al. dans
lequel des extraits d’ARN de tissus intestinaux d'individus atteints de la maladie de
Crohn ou de rectocolite hémorragique avait été analysé par électrophorese
bidimensionnelle sur gel (Roy et al., 1997). Aucun ARN de type viroide circulaire
n'avait été détecté mais il avait été rapporté la mise en évidence de trois petits ARN
linéaires, incluant de I' ARN ribosomal et un fragment homologue de transcrits d'flots
CpG. De maniére intéressante, il a été démontré que des viroides de la famille
Pospiviroidae pouvaient se répliquer dans certaines conditions et selon un mode
adaptatif dans des plantes hotes non conventionnelles, telles que Nicotiana sp. et
Arabidopsis sp. (Daros & Flores, 2004; Feldstein et al., 1998). De plus, il a été montré
que des viroides pouvaient étre propagés chez la levure Saccharomyces cerevisiae et la
cyanobactérie Nostoc (Delan-Forino et al., 2011; Latifi & Bernard, 2016). L’ARN du
Potato spindle tuber viroid (PSTVd), un membre des Pospiviroidae de la pomme de terre,
est par exemple capable de produire des génomes de viroides chez Saccharomyces
cerevisine (Friday, 2017). Par ailleurs, Daros et al. (2018) ont récemment co-exprimé
chez Escherichia coli 'Eggplant latent viroid (ELVd), un membre des Avsunviroidae
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présent chez les aubergines, avec une ARNt ligase chloroplastique. Ils ont démontré
que des précurseurs de I'ELVd étaient auto-clivés par des ribozymes en téte de
marteau générant des quantités importantes de formes précurseurs de viroides
(monomeres) s’accumulant dans les bactéries. Ces données expérimentales
d’interactions entre des viroides et des organismes éloignés du regne des plantes
suggerent que le spectre d’hote des viroides pourrait étre plus large qu’actuellement
admis. Les approches utilisées dans ces travaux pourraient étre adaptées a d’autres
cellules eucaryotes, et en particulier a des cellules d’animaux vertébrés dont des
cellules humaines. Ceci permettrait d’une part d’évaluer la réplication éventuelle des
viroides et leur effet dans les cellules testées, et d’autre part d’étudier le processus de
détournement de la machinerie moléculaire des lignées cellulaires humaines par les
viroides.

La présence de viroides ou d’entités viroide-like chez I'homme n’a pas été
montrée au cours de mes travaux. Ce type particulier d’acide nucléique et d’agent
infectieux pourrait possiblement en cas de présence chez ’homme interagir avec les
acides nucléiques humains, notamment les ARN messagers, étant donné qu’il semble
que leur mécanisme de pathogénicité chez les plantes soit lié a un phénomene
d’interférence, et que des petits fragments d’ARN semblables a des miRNAs soient
produits au cours d’infections (Hammann & Steger, 2012; Navarro et al., 2012). Tres
peu d'efforts ont été faits pour trouver un équivalent de viroides chez les humains et
les mammiferes non humains. En fait, depuis la découverte des viroides il y a environ
50 ans (T. O. Diener, 1971), quasiment aucune étude n’a recherché I'équivalent des
viroides chez les animaux dont ’homme (T. Diener, 2016). La nature des viroides, de
courts ARN nus, rend cette quéte difficile. Comme T.O. Diener, nous nous sommes
demandé si les viroides, les entités viroides ou leurs dérivés d'ARN courts pouvaient
interagir avec les cellules humaines. En fait, il serait surprenant que des entités telles
que les viroides soient restreints au regne végétal. Nous avons réalisé du séquengage
de nouvelle génération d’extraits ARN d’échantillons végétaux et humains apres
sélection des ARN de tres petite taille. Nous n’avons pas mis en évidence de séquences
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similaires a celles de viroides connus, tandis que celles de séquences viroide-like
parmi les séquences « ORFan » est par définition limitée par I"absence de séquences
de marteau. Nous avons effectué un séquengage d'ARN spécifique a l'aide de la
technologie de séquengage de deuxieme génération Illumina pour l'identification de
petits ARN a partir d'échantillons de plasma humain et de feuilles de plantes. Le but
de cette expérience était de détecter et de générer de courtes séquences pour détecter
des fragments de viroides, de microARN ou d'ARN courts connus dans des
échantillons de plasma humain et des échantillons dérivés de plantes.
Malheureusement, tous les échantillons d'ADNc amplifiés indexés préparés a partir
d'échantillons végétaux et cliniques sélectionnés n'ont pas passé les étapes de controle
de qualité. De plus, aucune des séquences générées ne correspondait a des séquences
viroides connues, y compris le viroide présent dans 1'un des échantillons. De plus,
I'analyse des similitudes avec les séquences de la base de données GenBank n'a pas
identifié de cohérence entre les résultats et la nature des échantillons biologiques
testés. Pour résumer, notre présente étude n'a pas confirmé la détection de viroides a
partir d'échantillons de controle de plantes viroides et n'a pas révélé la présence
d'ARN court d'intérét potentiel, ou que nous avons pu reconnaitre comme d'intérét
potentiel, dans des échantillons de plasma humain. Par conséquent, une réévaluation
complete du protocole de séquencage a haut débit et son optimisation pour les
échantillons cliniques et végétaux seront nécessaires. Il serait notamment important
de sélectionner rigoureusement les contrdles les plus appropriés. Ils doivent contenir
une plus grande quantité d'acide nucléique connue d’ARN de taille attendue. Avec
une expérience plus récente acquise sur le terrain NGS, nous pensons que passer plus
de temps a optimiser le protocole peut permettre de mener de meilleures expériences
NGS. Les efforts pour détecter les viroides ou les entités de type viroide chez 'homme
ou d'autres animaux devraient étre intensifiés dans les études futures. La technologie
CRISPR-Cas a déja été utilisée pour la détection rapide de viroides dans le domaine

du diagnostic végétal en les combinant a des protocoles de séquengage a haut débit
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(Jiao et al., n.d.)(Hadidi, 2019). Ces protocoles pourraient étre appliqués a la recherche

de viroides chez I’"humain.

Un autre aspect de mon travail a porté sur I'analyse phylogénétique de
séquences codant pour l’antigene de l’agent Delta, qui cause une hépatite chez
I’'homme et dont j'ai participé a la description de deux cas d’infection par des agents
Delta de génotype 1, le génotype majoritaire (Colson et al., 2021). L’agent Delta
possede certaines caractéristiques des viroides avec une région ribozyme, et pourrait
étre le résultat d'une fusion ou recombinaison avec une séquence codante (Gilbert,
1986). Tres récemment d’autres séquences similaires a celles de l'agent Delta,
notamment a sa partie ribozyme, ont été détectées chez des canards, serpents et des

rongeurs (Paraskevopoulou et al., 2020).

Dans un autre travail moins exploratoire, j'ai recherché la présence de
tobamovirus, d’autres pathogenes de plantes, dans des tomates et produits dérivés
alimentaires, dans la continuité de travaux précédemment réalisés dans le laboratoire.
Des travaux précurseurs réalisés dans le laboratoire avaient montré la présence chez
I'homme de virus du piment dans les selles, et de virus de la mosaique du tabac dans
les selles et dans la salive (Colson et al., 2010; Daros et al., 2018; Jiao et al., n.d.). Par
ailleurs, ces tobamovirus avaient été retrouvés respectivement dans les sauces a base
de piment et dans les cigarettes, indiquant que les humains y sont directement exposés
(Balique et al., 2012; Colson et al., 2010). De plus, des anticorps anti-TMV ont été
décrits chez des fumeurs aux Etats-Unis (Liu et al., 2013) et I’analyse par séquengage
de nouvelle génération d’échantillons d’oropharynx et de matieres fécales chez trois
enfants sains de moins de 1 an dans une communauté semi-rurale au Mexique a
retrouvé au moins un virus de plante dans 100% des échantillons de matieres fécales
et dans 65 % des échantillons d'oropharynx (Aguado-Garcia et al., 2020); les
tobamovirus étaient les virus de plantes les plus fréquemment détectés. L’auteur
également a été montré que le Cowpea mosaic virus, un autre virus de plante
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appartenant au genre Comovirus, pouvait se lier et pénétrer dans des cellules de
mammiferes y compris les cellules endothéliales, particulierement 1'endothélium
néovasculaire tumoral, et que cette liaison aux cellules endothéliales faisait intervenir
une protéine de surface cellulaire, la vimentine (Koudelka et al., 2009).

Les tomates utilisées pour la production de sauces, coulis et condiments comme
le ketchup, sont cultivées presqu’exclusivement en plein champs. La plupart de ces
variétés de tomates sont dépourvues de genes de résistance aux tobamovirus et sont
donc susceptibles d’étre infectées par ces virus présents dans I’environnement. Leur
infection et les symptdmes qu’elles développent ne limitent pas forcément leur
utilisation dans le processus de transformation agroalimentaire conduisant a la
production d’aliments a base de tomate. Ce n’est pas le cas des plants de tomate dont
les fruits de consommation sont directement commercialisés et qui doivent, pour leur
commercialisation, étre dénués de signes visibles d’infection. Les variétés produisant
des fruits de consommation, qui en Europe sont principalement cultivées sous abri
(serre et tunnels) possedent tres majoritairement quant a elles des génes de résistance
aux tobamovirus. Ici, nous avons pu détecter la présence du ToMV et du PMMoV
dans des produits dérivés des tomates mais pas dans des fruits de tomates destinés a
leur consommation directe. L'idée principale derriere cette étude était de trouver la
présence de tobamovirus dans les produits alimentaires dérivés de la tomate. Ceci est
conforme au fait que les tomates infectées par le tobamovirus peuvent étre utilisées
pour fabriquer des produits dérivés de la tomate. La détection des tobamovirus dans
les sauces tomates n'a pas été confirmée par inoculation sur des échantillons de plantes
sensibles. Une limite de la présente étude est le faible nombre d'échantillons analysés.
L'interaction des tobamovirus, trés résistants avec les mammiferes dont 1'homme,
mérite ainsi d'étre explorée. Les tobamovirus qui provoquent des symptomes liés a la
mosaique ont un large éventail de plantes hotes, notamment des solanacées (poivre,
tabac, tomate), des cucurbitacées (melon, concombre) et plus de 150 autres hotes dans
le monde. Récemment, les productions de cultures de solanacées ont été sérieusement
affectées par deux membres du genre Tobamovirus, le tres stable Tomato mottle
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mosaic virus (ToMMYV) et surtout Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) (Smith
et al., 2018, Webster et al., 2014). Par ailleurs, il serait intéressant de collecter
différentes variétés de tomates porteuses et non porteuses de genes de résistance
comme les tomates anciennes pour détecter, par exemple, la présence du virus tomate
brown rugose fruit (ToBRFV), un nouveau virus émergent qui infecte tous les cultivars
de tomates. De maniére intéressante, suite aux résultats d’études suggérant que le
tabagisme pourrait protéger contre l'infection par le SARS-CoV-2 sur la base que la
prévalence du tabagisme chez les patients hospitalisés pour COVID-19 était plus faible
que dans la population générale, il a été proposé que, aux cotés de la nicotine et
d'autres produits chimiques contenus dans la fumée de tabac, le virus de la mosaique

du tabac puisse étre impliqué dans cet effet (de Bernardis & Busa, 2020).

Pour conclure, la présence d’entités viroide-like, de viroides et de virus de
plantes chez 'homme, et leurs effets, bénéfiques ou déléteres, restent un champ tres
insuffisamment exploré. L’analyse massive de séquences produites de maniere
exponentielle a haut débit est une voie possible d’investigation, mais il faut aussi se
tourner vers la mise en place d’expérimentation ou tests biologiques afin d’avancer
dans ce domaine. Une piste particuliérement d’intérét est celle des ribozymes en téte
de marteau. Ce sont des endonucléases ARN qui conferent des propriétés d’auto-
clivage. Ils ont été décrits dans les viroides de la famille des Avsunviroidae et dans les
ARN satellites de virus végétaux. Cependant, ils sont tres communs dans la biosphere,
et composent notamment des parties actives du ribosome. Ils ont ainsi été détectés
dans de nombreux mammiferes, dont I'homme, ainsi que dans des bactéries et des

archées.
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Résumé

Du fait de la compartimentation marquée entre les domaines de la virologie humaine et animale d’une
part et de la virologie végétale d’autre part, trés peu d’études ont exploré ce champ. Ces travaux ont
tenté d’apporter des éléments concernant la présence chez I’lhomme d’entités viroide-like et des virus
de plantes notamment les tobamovirus. Les viroides sont des entités uniques constituées d'un ARN
nu, palindromique non codant court. Les viroides ou les éléments de type viroide n'ont pas été décrits
dans d'autres organismes que les plantes, ce qui suggere qu'ils ont été négligés. Ce type particulier
d’acide nucléique infectieux pourrait possiblement en cas de présence chez ’lhomme interagir avec
les acides nucléiques humains, notamment les ARN messagers, étant donné qu’il semble que leur
mécanisme de pathogénicité chez les plantes soit lié a un phénomene d’interférence. D’un autre c6té,
le virus de la mosaique de la tomate (ToMV) et le virus de la marbrure douce du poivron (PPMoV) sont
des virus végétaux a ARN nu, en forme de batonnet qui ont été décrits chez les plantes, dans les
produits alimentaires a base de piments et chez I’homme. L'interaction des tobamovirus, qui sont trés
résistants, avec les mammiféres dont ’lhomme reste Ia encore un champ a explorer. Chez I'homme,
I'agent delta, qui cause I'hépatite, contient un fragment de type viroide dont on soupgonnerait d'étre
dérivé des viroides. Nous visons a détecter les éléments de type viroide et des tobamovirus dans les
échantillons cliniques et dans les sauces tomates. Des approches in silico et moléculaires comme le
séquengage de nouvelle génération sont utilisées afin d'étudier leurs interactions chez I’humain.

Abstract

Due to the significant compartmentalisation between the fields of human and animal virology on the
one hand and plant virology on the other, very few studies have explored this field. This work has
attempted to provide evidence for the presence in humans of viroid-like entities and plant viruses,
notably tobamoviruses. Viroids are unique entities consisting of a short, naked, palindromic, non-
coding RNA. Viroids or viroid-like entities have not been described in organisms other than plants,
suggesting that they have been overlooked. This infectious nucleic acid could possibly, if present in
humans, interact with human nucleic acids, especially messenger RNAs, as their mechanism of
pathogenicity in plants seems to be related to an interference phenomenon. On the other hand,
Tomato Mosaic Virus (ToMV) and Pepper Mild Mottle Virus (PPMoV) are non-enveloped, rod-shaped
RNA plant viruses that have been described in plants, chilli-based food products and humans (saliva
of smokers and faeces of some patients). The interaction of tobamoviruses, which are highly resistant,
with mammals, including humans, is still a field of study to be explored. In humans, the delta agent,
which causes hepatitis, contains a viroid-like fragment suspected to be derived from viroids. Our aim
is to detect viroids, viroid-like elements and tobamoviruses in clinical samples and in commercial
tomato-based sauces. In silico approaches as well as molecular approaches including next generation
sequencing are used to study their interactions in humans.
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