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Résumé :

Situé a égale distance évolutive des plantes et des animaux, le cilié Paramecium
tetraurelia est un mode¢le intéressant pour 1’étude de la diversité et de 1’évolution des voies
d'ARN interférence (ARNi) chez les eucaryotes. L’une des voies d’ARNi végétatives peut
étre induite en nourrissant les paramécies de bactéries E.coli produisant un ARN double-brin
(ARNdb) homologue a un géne donné, dont I’expression est alors inactivée de maniére post-
transcriptionnelle par la production de siRNAs (small interfering RNA) de 23 nt. Ceci suggére
que la cellule est capable de transférer I’ARNdb des bactéries qu’elle digere des vacuoles
digestives vers le cytoplasme. Un crible de mutagénese a permis d'obtenir des mutants
mendéliens déficients pour I'ARNI, dont les génomes ont été séquencés afin d'identifier sans a
priori des génes impliqués dans cette voie. Au total, 49 alléles ont ainsi été identifiés pour 6
genes : un Dicer (DCR1), deux RdRPs (RDR1 et RDR2), une nucléotidyl-transférase (CID1)
et deux nouveaux genes (PDS1 et PDS2). Certains de ces génes (RDR2 et DCR1) sont
également impliqués dans une autre voie d’ARNi (inductible par des transgénes); de maniére
intéressante, I’analyse de la diversité allélique obtenue indique que ceux-Ci sont essentiels,
tandis que les genes spécifiquement impliqués dans le traitement de ’ARNdb ingéré ne le
sont pas. Pour étudier le role de ces genes dans la biosyntheése ou 1’action des siRNAs, ces
derniers ont été séquencés a partir de cellules sauvages ou mutantes, préalablement nourries
d’un ARNdb homologue a un géne non essentiel. L'analyse bio-informatique a permis de
montrer que des SiRNAs dits ‘primaires’ sont produits a partir de ’ARNdb bactérien, tandis
que des siRNAs dits ‘secondaires’ sont produits a partir de la totalité de I’ARNm endogéne
ciblé, et sont majoritairement de polarité anti-sens. Alors que la production des siRNAs
primaires dépend de tous les genes trouvés dans le crible, celle des siRNAs secondaires
requiert seulement RDR2 et, comme chez C. elegans, semble indépendante de Dcrl. Une
fraction de ces siRNAs (10%) est modifiée par 1’addition d’une ou plusieurs uridines non
génomiques en 3'. Contrairement aux siRNAs secondaires non modifiés, les sSiRNAs uridylés
sont plus abondants sur le brin sens, ce qui suggere 1’existence de deux classes de SIRNAS
secondaires dépendant de mécanismes de biosynthese distincts. Enfin, on a montré que
certains clusters de siRNAs endogenes (non induits expérimentalement) dépendent de Rdrl et
de Cidl, tandis que d’autres dépendent de Rdr2.
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I. Préambule

A. Découverte de I'ARN interférence

L'effet de la répression homologie dépendante a été observé par le laboratoire de
Jorgensen en 1990. Dans l'optique de renforcer la couleur violette des fleurs de pétunia, les
auteurs ont injecté un transgene codant une enzyme (I'anthocyanine) de la voie de biosynthése
du pigment qui donne la couleur violette a la fleur : la chalcone synthétase (CHS).
Contrairement a l'effet souhaité, I'expression du gene endogene a été abolie et les fleurs sont
devenues totalement ou partiellement blanches (Figure 1). Cet effet étant totalement
réversible, les auteurs ont suggéré que l'inhibition du géne était di a une interaction directe ou
indirecte entre le géne endogéne et le transgéne (Napoli et al. 1990M). Des résultats similaires
ont été observés au méme moment dans le laboratoire de Stuitje (van der Krol et al. 1990'%).

, VA

A

Figure 1: Décoloration des fleurs de pétunia. L'injection d'un
transgene homologue a un géne de la voie de biosynthese du
pigment donnant la couleur violette a la fleur induit sa décoloration
partielle ou totale. a) fleur sauvage, b-d) fleurs aprés différentes
injections (Napoli et al. 1990™).

En 1995, Su Guo et Kenneth J. Kemphues ont découvert qu'une molécule d'ARN
pouvait éteindre spécifiquement un géne chez C. elegans (Guo & Kemphues 19958,
L'injection de I'ARN anti-sens au géne parl dans les gonades de C. elegans induit la
répression du gene endogene. Etonnement les auteurs ont observé le méme effet avec une



molécule d'’ARN sens. Chez les plantes, ce mécanisme fut observé a plusieurs reprises (dans
les pétunias, chez Arabidopsis ainsi que dans les plants de tabac, tomate et pommes de terre)
et fut appelé post-transcriptionnal gene silencing (PTGS). De plus, il a été montré que des
ARN viraux sont également capables d'éteindre spécifiquement des genes (Baulcombe
1996!). C'est seulement en 1998 que le mécanisme d'’ARN interférence induit par ARN
double-brin (ARNdb) fut décrit. Andrew Fire et Craig C. Mello ont étudié I'effet de I'injection
d'’ARN sens, d'ARN anti-sens ou d'un mélange des deux sur I'expression de plusieurs génes de
C. elegans. lls ont remarqué que I'extinction de I'expression du géne est bien plus efficace
avec le mélange des deux ARNSs et en ont déduit que c'est I'injection d'ARNdb qui induit
I'ARN interférence (Fire et al. 1998™)). Pour expliquer I'effet de I'injection d'ARN-sens ou
anti-sens seul, les auteurs suggerent que la transcription in vitro induit la contamination des
préparations d'ARN-sens par quelques molécules d'’ARN anti-sens (et inversement)
conduisant a la production de quelques molécules d'ARNdb suffisantes pour induire I'ARNI.
Le fait que la répression soit inductible par une quantité faible d’/ARNdb et qu'elle puisse étre
maintenue dans la descendance des organismes injectés suggére un mécanisme
d'amplification de I'ARN interférence (Fire et al. 1998"!). Cette découverte leur a valu le prix
Nobel de physiologie et de médecine en 2006.

B. Role essentiel de I'ARNi dans de nombreux processus biologiques

L'ARN interférence est un mécanisme biologique essentiel conservé dans I'immense
majorité des eucaryotes a l'exception de certaines especes tel que Saccharomyces cerevisiae,
Trypanosoma cruzi, Leishmania major (Excavata), Cyanidioschyzon merolae
(Archaeplastida) et Plasmodium falciparum (Chromalveolata) (Shabalina & Koonin 2008},
On pense généralement que la fonction premiére de 'ARN interférence, ¢’est-a-dire la raison
pour laquelle ce mécanisme a été conservé depuis le dernier ancétre commun aux eucaryotes,
est la défense contre les parasites moléculaires tel que les virus ou les transposons. Ce
mécanisme essentiel de défense antiviral a maintenant été démontré dans un grand nombre
d'especes (plantes et métazoaires notamment). Cependant ces mécanismes d'ARNi ont aussi
des réles essentiels dans de nombreuses fonctions cellulaires. Ainsi, des milliers de petits
ARN (sRNAs) sont maintenant référencés dans les bases de données et sont classés en 3
grandes catégories : les microRNAs (miRNAs), les short interfering RNA (SiRNAS) et les
piwi-interacting RNA (les piRNAs). Il est probable que les fonctions de ces SRNAs soient
apparues dans un second temps au cours de I'évolution des eucaryotes, suite au détournement
de la fonction de défense pour servir d'autres fonctions cellulaires. Par exemple, les miRNAS
sont absents dans un grand nombre d'eucaryotes et sont certainement apparus
indépendamment chez les plantes et les métazoaires, ils sont donc postérieurs au dernier
ancétre commun des eucaryotes. Au contraire, on peut imaginer que les piRNAs et scnRNAs,
spécifiguement impliqués dans la reproduction sexuelle des organismes, étaient présents chez
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le dernier ancétre commun (bien gu'ils soient absents chez les plantes par exemple). Toutes
ces fonctions nécessitent des mécanismes variés et plusieurs voies d'ARNi différentes qui
seront décrites dans la deuxieme partie de cette introduction.

C. De l'outil genétique au traitement thérapeutique

Depuis la découverte du fonctionnement de I'ARN interférence, de tres nombreuses études
scientifiques ont cherché a utiliser ce mécanisme comme outil d'analyse génétique. En effet,
théoriquement tous les génes d'un organisme peuvent étre éteints par ARN interférence a
I'unique condition que cette voie cellulaire existe chez I'organisme étudié. Pour utiliser cette
méthode il suffit de connaitre la séquence du gene que I'on souhaite éteindre, d'utiliser cette
séquence pour synthétiser I'ARNdb (in vitro ou en transformant une bactérie par un plasmide
d'expression) et d'avoir une méthode pour l'introduire dans les cellules de Il'organisme
(injection, alimentation,...). Cette méthode d'analyse fonctionnelle des génes est donc utilisée
tres régulierement dans la plupart des organismes modéles. Chez les mammiferes, les voies
d'ARNi existent, cependant l'injection de longs ARNdb induit immédiatement la réponse
interféron qui par l'activation de la protéine kinase R bloque globalement la synthése des
protéines et provoque la mort cellulaire (Gantier & Williams 2007™). Pour remédier a ce
probleme, des double-brin d'/ARN plus courts, entre 21 et 27 paires de base (pb) ont été
utilisés. Ces duplex de petits ARN, qui peuvent étre des duplex de siRNAs ou de shRNAs
(short hairpin RNASs), induisent 'ARNi mais pas la réponse interféron. Ces découvertes
ouvrent alors des perspectives trés importantes sur le traitement de toutes les pathologies qui
entrainent la surproduction de protéines, en particulier les oncogénes mais aussi
potentiellement toutes les maladies infectieuses virales !



Mécanismes d’ ARNi induits par ARNdb chez les eucaryotes

Dans la deuxieme partie de cette introduction, les mécanismes impliqués dans le
fonctionnement des voies d'ARN interférences induites par ARNdb chez les eucaryotes seront
détaillés. Au cours de ma these, mon attention s'est portée plus particulierement sur deux
points: 1) les mécanismes de biogénése des siRNAs et les protéines impliquées dans leur
synthese 2) l'amplification de I'ARN interférence induite par les ARN polymérases ARN
dépendantes (RdRPs). Ces mécanismes seront plus longuement détaillés. Enfin, dans la
troisieme partie de cette introduction (page 32), je détaillerai les voies d'ARNi végétatives
chez l'organisme modeéle que j'ai étudié au cours de ma thése : le cilié Paramecium
tetraurelia.

A. Origine des ARNdb

Les voies d'ARNi induites par I'ARNdb peuvent étre classées en fonction de I'origine des
ARNdb, endogénes ou exogenes. Les ARNdb d'origine endogéne sont souvent associés a la
régulation des génes de I'organisme et au controle de I'expression des transposons alors que
ceux d'origine exogéne sont associés a la défense de I'organisme contre les virus et autres
parasites moléculaires pouvant provenir de I'environnement.

1) ARNdb exogénes

Le nématode Caenorhabditis elegans a €té le premier animal pour lequel on a observé
I'activation des voies d’ARNi en réponse a des amorces exogenes et ou les voies d'’ARNi
activées ont été caractérisées (Fire et al. 1998 | Sarkies & Miska 2013™®)). Depuis, deux
sources d'ARNdb exogénes ont été mises en évidence chez plusieurs organismes. Les virus a
ARN d'une part et les ARNdb présents dans I'environnement (notamment produits par les
bactéries) d'autre part. Si les virus sont une source naturelle connue d’ARNdb, la production
d’ARNdb chez les bactéries est au contraire artificielle. 1l n'y a pour le moment aucune
évidence d'une prise en charge par la machinerie d'/ARNi des ARN double-brin ou simple brin
produits naturellement par les bactéries.

a. ARN des particules virales

La capacité a utiliser I'ARN d'origine virale pour activer les voies d'/ARNi a été montré
chez de nombreux eucaryotes, les plantes (Hohn & Vazquez 2011")), les nématodes (Sarkies



& Miska 2013®)) et méme jusqu'aux mammiféres récemment (notamment sur des lignées
cellulaires de souris et humaines) (Maillard et al. 20131%),

b. ARNdb importés de I'environnement

La capacité de certains organismes a activer les voies d'/ARNi a partir d'ARNdb présents
dans I'environnement suggere que des mécanismes de transport sont capables d'importer
I'ARNdDb de I'environnement vers le cytoplasme. Il est possible de nourrir les Caenorhabditis
elegans de bactéries E.coli transformées pour qu'elles expriment a partir d'un plasmide un
ARNdb (Tabara et al. 19981*3). Cette méthode appelée "feeding d’ARNdb" active I'ARN
interférence chez C. elegans. Afin de découvrir des genes impliqués dans I'ARNI, les auteurs
ont réalisé un crible de mutagénése au méthanesulfonate d'éthyle (EMS). Le principe est de
faire du feeding d'un ARNdb homologue a un gene essentiel du nématode. Ainsi, les
nématodes capables de faire de I'ARNIi vont éteindre leur propre gene essentiel et vont mourir.
Au contraire, les nématodes déficients pour I'ARNi vont résister au feeding d’/ARNdb et vont
survivre (Tabara et al. 19991*?)). Ce crible a notamment permis d'identifier un transporteur de
type ABC (ATP binding cassette), haf-6, comme impliqué dans I'ARNIi induite par ARNdb
(Sundaram et al. 2006!%)). Par la suite, parmi les 61 transporteurs ABC du génome de C.
elegans, 10 ont montré une certaine implication dans des voies d’ARNi et dans la répression
de transposons (Sundaram et al. 2008™%). Un autre transporteur, SID-2, a également été décrit
comme impliqué dans le traitement des ARNdb de I'environnement (Winston et al. 2007™°)).
La construction d'une protéine de fusion GFP a révélé que SID-2 permet I'import d'’ARNdb de
la lumiere intestine vers le cytoplasme. Etonnement, la sensibilitt aux ARNdb de
I'environnement est rare au sein des Caenorhabditis, seul 2 espéces sur 8 testées ont montré
cette sensibilité (Winston et al. 2007™)). De plus, I'injection de SID-2 dans C.remanei qui en
est dépourvu suffit a lui conférer la sensibilité aux ARNdb de I'environnement ce qui suggere
que cette fonction a été perdue chez certaines espéces au cours de I'évolution des nématodes
(Nuez & Felix 20121*)). Cette capacité & importer I'ARNdb présent dans les bactéries a pu
étre utilisée comme outil d'analyse génétique chez les nématodes mais aussi chez les ciliés
(Galvani & Sperling 20021,

D'autres part I'import direct d'ARNdb présents dans I'environnement est couramment
utilisé dans les lignées cellulaires de drosophiles (Zhou et al. 2014281 .

2) ARNdb endogénes

Il existe de nombreuses sources endogenes d’ARNdb. La nomenclature des sRNAs
peut étre associée a leur origine, leur fonction ou encore les protéines impliquées dans leur
biogenese. Par exemple, les noms des siRNAs endogenes chez A. thaliana sont donnés en
fonction de leurs origines : hc-RNA (hétérochromatique), NAT-siRNA (transcrits anti-sens
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naturels), rasiRNA (associé aux répetitions), ... (Figure 2). Ces sSRNAs ont souvent des
similitudes dans leurs caractéristiques et au niveau des protéines impliquées dans leur
biogénése.

Il semble alors plus simple de distinguer les SRNAs endogénes en deux classes. 1) les SRNAs
qui ont pour origine une molécule d’ARN qui a la capacité¢ intramoléculaire de former une
structure de type tige-boucle et 2) les sRNAs qui ont pour origine deux ARNS
complémentaires qui peuvent former un double brin (Figure 2). La premiére catégorie de
précurseur forme principalement des miRNAs alors que la seconde forme les siRNAs. Il
existe cependant des structures de type "épingle a cheveux™ plus grandes que la normale et qui
permettent la production de siRNAs (Dunoyer et al. 2010"%)). Dans la suite de cette
introduction, 1’accent sera mis sur les sSiRNAs (endogénes ou exogenes).

De nombreux ARNdb endogénes sont dépendants d'une RdARP (ARN polymérase ARN
dépendante) pour étre synthétisés. Les mécanismes de production d’ARNdb par les RdARPs
seront décrits dans la section correspondante (page 19).



Primary classifications

hpRNAs: small RNAs
whose precursor is
single-stranded hpRNA

siRNAs: small RNAs whose
precursor is dsRNA

Secondary classifications

miRNAs: precisely processed
precursor hairpins yielding
just one or a few functional
small RNAs |

Other hpRNAs: imprecisely
processed precursor hairpins
that do not qualify as miRNAs |

J

I
R e R 1
-« =

Heterochromatic siRNAs:
siRNAs produced chiefly from
intergenic and/or repetitive regions;
typically 23-24 nt in length and
associated with de novo deposition of
repressive chromatin marks

Secondary siRNAs:
siRNAs whose precursor dsRNA synthesis
depends on an upstream small RNA
trigger and subsequent RDR activity

|

NAT-siRNAs:
siRNAs whose precursor dsRNA is
formed by the hybridization of
complementary and independently
transcribed RNAs

J

Figure 2: Classification des ARNdb endogenes chez A. thaliana (Axtell
20132%). La nomenclature des SRNAs dépend de leur origine, un double-
brin mono-moléculaire (structure en épingle a cheveux) ou bi-moléculaire,
ainsi que des protéines impliquées dans leur biogénese.
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B. Clivage par une endonucléase Dicer.
1) Domaines de fonction et structure des protéines Dicer.

Les protéines de la famille Dicer ou Dicer-like sont des endonucléases de type RNase-III
capables de reconnaitre et cliver des ARNdb. Ces protéines produisent des duplex d’/ARN
courts (entre 21 et 28 nt) avec 2 nucléotides sortants en 3'. Les Dicer sont conservés chez tous
les eucaryotes pourvues de voies d'ARNi et possédent en général deux domaines
endonucléases (endoND1 et endoND2), un domaine de liaison & I'ARNdb et une grande
extension N-terminale qui contient un domaine hélicase et un domaine PAZ (Piwi Argonaute
Zwille) (Figure 3).

Arabidopsis DCL1  e{ie] ===
Arabidopsis DCL2
Arabidopsis DCL3
Arabidopsis DCL4

C. elegans Dicer
Drosophila Dicer-1
Drosophila Dicer-2

mouse Dicer

human Dicer

B dsRNA binding domain B RNase IIT domain

[C] DUF283 B PAZ domain
[ truncated helicase domain [ helicase domain

Figure 3: Domaines protéiques de I'endonucléase Dicer conservés chez
les eucaryotes. (Johanson et al. 20131?Y)

Le domaine hélicase est présent dans les Dicer de la plupart des eucaryotes
(mammiferes, diptéres, nématodes, plantes et levures), cependant certaines protéines Dicer ne
possedent pas ce domaine et restent fonctionnelles ce qui suggére que cette activité est
dispensable dans certains cas. La protéine Dicer du protozoaire Giardia intestinalis (Macrae
et al. 2006%?)) ou encore Dicer-1 de Drosophila melanogaster requise pour la synthése des
miRNAs (Kim et al. 2006!*®)) n'ont pas de domaine hélicase. Il a été montré que le domaine
hélicase peut étre requis pour la production de certains sSiRNAs mais pas pour d'autres.
Certains siRNAs endogénes de C. elegans requiérent le domaine hélicase contrairement aux



siRNAs exogénes et aux miRNAs (Welker et al. 2010%%). Les auteurs suggérent que
I'nélicase aiderait I'enzyme a se déplacer sur certains longs ARNdb permettant plusieurs
clivages successifs sans se dissocier de I'ARNdb. Cette processivité de Dicer serait
particulierement importante lorsque le nombre d'ARNdb est faible pour augmenter I'efficacité
de production des SRNAs.

Le domaine PAZ est indispensable a la fonction de Dicer, il détermine la position des
2 nt sortants en 3' du duplex de siRNA. Ce serait donc la position de ce domaine dans la
protéine qui détermine la taille du siRNA (Cook & Conti 2006!®!). Ce domaine est lié aux
deux domaines endonucléase par un connecteur en hélice qui structure la protéine mais lui
donne aussi une certaine flexibilité (Figure 4).

Figure 4: Structure cristallographique de Dicer chez Giardia intestinalis (Ji 2008%°)).
Les deux domaines endonucléases (endoN1 et endoN2) forment une cavité qui peut recevoir
un ARNdb. Le domaine PAZ, lié aux endonucléases par un connecteur va fixer les deux
nucléotides 3' sortants et ainsi définir la taille du duplex de SRNAs.



Les deux domaines endonucléases portent I'activité RNase-111 de Dicer et sont les plus
conservés. lls forment un dimere intramoléculaire avec une cavité en son centre qui permet le
passage du double-brin d'’ARN (Figure 4). La signature du domaine RNase-I1l est formée par
8 résidus tres conservés (ERLEMLGD pour le domaine endoND1 de I'Homme). 4 acides
aminés (E D D E) sont responsables de l'activité catalytique (Figure 5). Les 8 acides aminés
responsables de I'activité catalytique sont situés aux deux extrémités de la cavité formée par
les 2 endonucléases.

Dcl2Ci 1018 [TENEESSAAREFASNYOR-IM FURILHTEION 1121
Dcr2Dm 1194 FUARNBIASSAADVFD IAS-P SELKINTNHA 1361
DcrlSp 914 ACQE ; SAESQLNFDY 13- IBVLGABITTY 1017 ¢
DcllCi 1046 RAQQ ElHFQRGM—GKN EREL EL WMATRTSI® 1115 12
DcrlCe 1326 MITINA TuNAAéGMoI E §GoSEL (IAT)LD 1503
DcrlHs 1287 i#ORN S LSNAS)H GFNI AP S ARGHATAT 1544
DcriDm 1682 i “é LEREL YA 1898
DcrOs 1050 ELISAT L 1179 i
Dcl3At 957 i L 1087 ¢
Dcl4At 1103 ) L 1230 i
DcllAt 1359 i 2 2 W 1497
Dcl2At 979 MELNNTKKCELQFH A2 -1 TIRERI JR (AVCOOIl 1092 2
DcrlTt 958 TWTERDLIQIFQKKQ#¥Y L Kngi,s'ITIN“ 1081
Dcr2Tt 1312 S T.;z‘?EYAVNNKEo.)h'— IKel (VIBSCLSEITOi 1466
DcrlPt 1310 CFQS gQFNQ -DEQTNYQV-{REFIReMANIBILLSE

i 1E 1438
Dcr2Pt 1101 DE%LFK LDLSSHKYN-ELLIEEHOI YIWIT.TA 1225
Dcr3Pt 1082 [INSIINVS----AYKIZD-{I-M# I 1195 MSDIDFKQFI!0QSIEQ-~~

Figure 5: Alignement des deux régions les plus conservées du premier domaine RNase-I11 de
Dicer chez les eucaryotes. Les acides aminés catalytiques sont indiqués en rouge. Pt = Paramecium
tetraurelia, Tt = Tetrahymena thermophila, At = Arabidopsis thaliana, Os = Oryza sativa, Dm =
Drosophila melanogaster, Hs = Homo sapiens, Ce = Caenorhabditis elegans, Ci = Coccidioides
immitis, Sp = Saccharomyces pombe. (Lepere et al. 2009

Enfin, le domaine de liaison a 'ARNdb comme le domaine hélicase semblent ne pas
étre requis pour l'activité de Dicer chez un certain nombre d'eucaryote. La fonction de liaison
a I'ARNdb est porté entre autre par le domaine DUF283 (Dlakic 2006%). La structure
minimale de Dicer est donc composée d'un dimere d'endonucléase et du domaine PAZ reliés
par un connecteur central.

2) Clivage précis et phasé des ARNdb par Dicer.

Dicer est une protéine capable de couper tres régulierement les ARNdb. Chez A. thaliana,
les 4 protéines Dicer-like sont impliquées dans des voies différentes et produisent des SRNAs
dont la taille est variable. Dcll est associée uniqguement aux miRNAs de 20-22 nt, Dcl2 aux
nat-siRNAs de 22 nt, Dcl3 aux siRNAs hétérochromatiques (casiRNA ou hsiRNA) de 24 nt et
enfin Dcl4 aux tasiRNAs (trans-acting) de 21 nt (Liu et al. 2009%°! | Xie & Qi 2008"%). De la
méme maniére, chez D. melanogaster, les protéines Dicer-1 et Dicer-2 sont respectivement
requises pour la synthése des miRNAs (22 nt) et des siRNAs (21 nt) (Lee et al. 20045Y). La
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taille du connecteur entre les domaines PAZ et RNase-I11 est a I'origine de cette spécialisation
des protéines Dicer qui semble donc essentielle a la diversité des voies d'/ARN interférence
identifiables notamment par la taille des SRNAs. Contrairement a la plupart des eucaryotes, il
n'y a qu'une seule protéine Dicer chez les mammiferes.

Chez certains organismes, la procéssivité de Dicer couplée a cette capacité de couper des
duplex de siRNAs de taille fixe génére des siRNAs phasés. Ce terme signifie qu'ils sont
produits réguliérement sans se chevaucher et sans espace entre eux. C'est le cas par exemple
des tasiRNAs de plantes (voir figure 13).

C. Mécanismes du chargement des ARNdb sur les complexes RISC

Malgré la diversité des voies de SRNAs chez les eucaryotes, tous les petits ARNs sont
finalement chargés sur un complexe RISC (RNA-induced silencing complex). La structure et
les protéines impliquées dans le complexe varient selon les voies et selon les espéces mais il
contient au minimum une protéine de type Argonaute (Kuhn & Joshua-Tor 20131%%). Le
SRNA va diriger Argonaute vers sa cible (un long ARN simple brin) ce qui va induire sa
dégradation ou le blocage de sa traduction. Les argonautes sont donc des protéines
essentielles a la fonction de I'ARN interference.

1) Diversité et structure des protéines Ago et Piwi

Les protéines de la famille Argonaute sont souvent en grand nombre dans les génomes
eucaryotes. On n'en dénombre pas moins de 26 chez C. elegans, 10 chez A. thaliana, 8 chez
I’homme (1 seule catalytique), 5 chez D. melanogaster et 1 seule chez S. pombe. Cette
diversité des protéines argonautes reflete la complexité des voies d’ARNi dans chaque
organisme.

Les argonautes sont caractérisées par 3 domaines principaux: un domaine PAZ, le
domaine MID (au milieu) et le domaine PIWI. Le domaine PAZ, de méme que dans la
protéine Dicer, a pour fonction de fixer I’extrémité 3’ de I'ARN, le domaine MID sert
d'ancrage au 5’ phosphate du brin guide et le domaine PIWI a une structure proche de la
RNase H et porte la fonction de clivage de I’ARN ciblé, appelée slicing. 3 acides amines
catalytiques formant le motif DDX (X étant D ou H) sont conservés dans la plupart des
domaines PIWI (Kuhn & Joshua-Tor 201322 (Figure 6).
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Figure 6: Structure de la protéine Ago2 humaine.
(Kuhn & Joshua-Tor 201352).

Les protéines argonautes peuvent étre divisees en deux sous-familles : les protéines de
type AGO (similaires en séquence a la protéine AGOL chez A. thaliana) et les protéines de
type PIWI (similaires aux protéines Piwi de D. melanogaster). Les mécanismes de
chargement des piRNAs dans les PIWI étant peu connus, seuls les mécanismes impliquant les
argonautes de la sous-famille AGO seront décrits plus précisément dans les paragraphes
suivants. Chez C. elegans, il existe une troisieme famille de protéines argonautes, aussi
distante des PIWI que des AGO et spécifique aux nématodes : les WAGO (worms argonaute)
(Meister 2013, Les WAGO forment une famille de 12 protéines et sont impliquées dans la
prise en charge des siRNAs secondaires (Yigit et al 2006, Gu et al 2009).

2) Chargement du duplex d'ARN sur la protéine Ago

Dicer produit un ARNdb de 21 a 28 nt et un des deux brins du duplexe va étre reconnu par
AGO. Le brin chargé dans la protéine sera alors le brin guide et I'autre brin, maintenu dans un
premier temps par I'appariement des bases sera le brin passager (les facteurs influant sur le
choix du brin guide seront discutés dans les paragraphes suivants). Les mismatches dans les
précurseurs de miRNAs vont induire leur chargement sur des argonautes spécialisées dans les
voies de miRNAs alors que les duplex sans mismatch seront chargés dans les argonautes des
voies de siRNAs. C'est par exemple le cas chez D. melanogaster ou Agol charge les miRNAs
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et Ago2 les siRNAs. De méme chez C. elegans, les duplex de miRNAs et de siRNAs sont
clivés par la méme protéine Dicer mais sont chargés dans des Ago différentes (RDE-1 pour
les sSiRNAs et ALG-1/ 2 pour les miRNAs). Cependant, ce critére de selection n'est pas strict
chez C. elegans. Plus le nombre de mismatch sur le duplex de sRNA diminue plus
I'interaction avec RDE-1 augmente. Certains miRNAs endogénes avec peu de mismatch (let-
7, miR-71) peuvent étre chargés sur les deux Ago (Steiner et al. 20075%). Cette observation
met en évidence une interaction possible entre les voies de SiRNAs et de miRNAs. Au sein
d'une méme classe de SRNAs, les AGO peuvent étre trés spécialisés. Chez A. thaliana, des
SiRNAs de 21 nt sont chargés dans AGO1 (les siRNAs viraux, siRNAs induits par transgéne
et les ta-sSiRNAS) et des siRNAs de 24nt sont chargés dans AGO4 (siRNAs impliqués dans la
maintenance de I'hétérochromatine) (Vaucheret 20085%)). Ces deux Ago vont ensuite induire
des voies d'ARNi différentes. Certaines Ago sont aussi spécifiques du nucléotide en 5' du brin
guide. Les nucléotides favorisés peuvent varier d'une espéce a l'autre. Chez Neurospora
crassa, I'argonaute QDE-2 charge préferentiellement les SRNAs qui portent une uridine en 5'
(Lee et al. 2009°%) alors que les WAGO des nématodes sont spécifiques des SiRNAs
commencants par une guanine (22G siRNAs) (Grishok 2013%™). Enfin, chez les plantes,
AGO2 et AGO4 recrutent majoritairement les sSiRNAs avec un A en 5, AGOL1 les miRNAs
avec un U et AGOS les siRNAs avec un C (Mi et al. 2008E2)).

3) Implication de Dicer dans le complexe RISC

Chez plusieurs organismes Dicer est associé au complexe RISC, qui ne le contient pas
dans la définition couramment admise. In vitro, chez I'homme, l'interaction forte entre les Ago
et les protéines Dicer a pu étre montré par purification d'affinité (Meister et al. 2005%). Cette
interaction entre Dicer et Ago chez certains organismes pourrait augmenter l'efficacité de
I'ARNI en réduisant le nombre d'étapes nécessaires a la production d'un sSRNA. En effet, le
couplage du clivage du long ARNdb et du chargement sur la protéine argonaute permettrait
d'éviter que des duplex de SRNAs ne soient perdus ou dégradés avant leur chargement sur le
complexe RISC.

4) Les autres protéines du complexe RISC
a. Les HSP

Chez les plantes, les HSP90 sont nécessaires in vitro au fonctionnement des complexes
RISC. Un dimére d'HSP90 pourrait se lier a Agol (étape 1) pour induire un changement de
conformation et permettre la fixation de I'ARNdb (étape 2). Une fois Agol chargé, I'hydrolyse
de I'ATP induirait le relargage des HSP90 (étape 3) et le retour a la configuration initiale de
Agol pourrait déclencher le clivage du brin passager (étape 4) (1ki et al. 2010 (Figure 7).
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Figure 7: Mécanisme possible pour la formation d'un complexe RISC actif chez A. thaliana
(1ki et al. 20101

Un mécanisme tout a fait similaire a été décrit chez D. melanogaster (Iwasaki et al.
2010, Enfin, dans des lignées cellulaires humaines, les protéines chaperonnes HSP90 sont
aussi essentielles a la stabilité du complexe RISC avant le chargement d'un siRNA. Apres
traitement & la geldanamycine, inhibiteur de HSP90, I'abondance des miRNAs est maintenue
mais le chargement des siRNAs dans Ago2 est fortement affectée (Johnston et al. 201012).

b. Les protéines de liaison aux ARNdb

Les interactions entre Dicer et Ago nécessitent tres souvent la présence d'autres facteurs.
Dans des lignées cellulaires humaines, TRBP qui contient 3 domaines de liaison a I'ARNdb
est capable de se lier a Dicer lorsque qu'un duplex de sRNAs vient d'étre clivé, puis de
recruter la protéine Ago (Chendrimada et al. 2005!*%l). Cette protéine a donc la capacité de
coupler les deux premieres étapes de I'ARNi : le clivage par Dicer et le chargement sur le
complexe RISC (Figure 8).
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Figure 8: Modéle pour le chargement des ARNdb dans les protéines Ago. La protéine TRBP de
liaison & I'ARNdb oriente la molécule d'’ARN et participe & son chargement dans Ago (Meister
201303,

Un rble similaire a été prédit pour la protéine R2D2 chez D. melanogaster (Liu et al.
20034, Deux autres fonctions essentielles ont été décrites pour cette protéine : 1) Ce facteur
permet la localisation de Dcr2 dans des loci cytoplasmiques qui contiennent les protéines
Ago?2 et limiterait ainsi le chargement des siRNAs dans Agol (normalement utilisé pour les
miRNAs) (Nishida et al. 2013*)). 2) La fixation de R2D2 d'un c6té ou de l'autre de 'ARNdb
serait déterminante pour le choix du brin passager et du brin guide (Tomari et al. 2004®)).
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D. Sélection et élimination du brin passager

Le principal critére de sélection du brin guide (qu'il s'agisse des miRNAs ou des SiRNAS)
est thermodynamique. Le brin du duplex avec I’extrémité 5’ la moins stable est
préférentiellement chargé dans les protéines Ago. Une simple liaison hydrogene
supplémentaire sur un brin peut suffire a en faire le brin guide (Schwarz et al. 20031™). De
plus, le chargement dans Ago requiert que le brin guide soit phosphorylé (Nykanen et al.
20018, Dans les voies de siRNAs, la séparation des deux brins du duplex est dépendante du
clivage endonucléolytique du brin passager. Les domaines Piwi sont capables de couper la
liaison phosphodiester du brin passager des duplex de siRNAs ce qui réduit considérablement
la stabilité thermodynamique du duplex et facilite sa séparation (Kwak & Tomari 2012[4).
Au contraire, dans les voies de synthése des miRNAS, les mismatches entre les deux brins
empéchent la coupure et le brin passager est séparé du brin guide sans étre clivé. Dans les
deux cas, le domaine N terminal d'Ago est particulierement important dans la séparation des
deux brins (Kwak & Tomari 20121 (Figure 9).

RISC assembly—active wedging

siRNA duplex miRNA duplex
M
W
‘ ﬂa ATP
«(( ) g Loading
"
@ Wedging
E ; Unwinding
4 A:'L

Figure 9 : Modéle pour I'assemblage de RISC chez I'hnomme (Kwak & Tomari
2012, Aprés chargement du duplex de siRNAs ou de miRNAs dans Ago, le
domaine N de la protéine initie l'ouverture du duplex. Dans le cas d'un duplex de
siRNAs, l'ouverture nécessite le clivage du brin passager contrairement aux
duplex de miRNAs qui peuvent étre séparés sans clivage.
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Chez D. melanogaster, Ago2 est capable de cliver le brin passager en fragments de 9 et 12
nt qui sont ensuite retirés du complexe RISC par une protéine de liaison a I'ARN simple brin:
C3PO (Liu et al. 2009™%). Les hélicases (RHA, MOV10 ou Armitage) faisant partie du
complexe RISC sont aussi impliquées dans I'ouverture des deux brins du duplex (Meister
2013, De maniére trés similaire, chez Neurospora, 1’ago QDE-2 et son activité de clivage
sont requises pour produire des siRNAs ce qui indique que QDE-2 est capable de cliver le
brin passager. QDE-2 agit avec la protéine QIP qui retire le brin passager clivé (Maiti et al.
20075y,

Enfin, chez C. elgans, I'ago RDE-1 est nécessaire au chargement de 'ARNdb et au clivage
du brin passager mais n'a pas de rdle majeur dans le clivage de 'ARNm ciblé. En effet, RDE-
1 va induire le recrutement des RARPs pour la production de siRNAs secondaires mais sera
tres peu efficace dans la dégradation directe des ARNm. L'activité de clivage de RDE-1 est
donc spécifiquement impliquée dans I'élimination du brin passager (Steiner et al. 200952 |
Pak et al. 2012%%)),

E. Répression de 'ARNm.

1) Clivage du messager (siRNA) ou inhibition de la traduction (miRNA)

Lorsque le complexe RISC et notamment l'activité slicer de I'argonaute sont fonctionnels,
I'interaction entre un siRNA et sa cible induit généralement le clivage de I'ARNm alors qu'un
miRNA va inhiber la traduction en séquestrant les ARNm dans des foci cytoplasmiques
(Bartel 2009, La complémentarité entre le SRNA et sa cible pourrait étre a l'origine de la
distinction entre ces deux mécanismes. Dans le cas d'une interaction parfaite (au moins pour
la moitié 5' du sSRNA), I'ARNm serait clivé par I'argonaute alors qu'une interaction imparfaite
inhiberait la traduction. Dans les cas ou le miRNA s'aligne parfaitement sur sa cible,
I'argonaute est alors capable de cliver 'ARNm.
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2) Autres fonctions des protéines Ago dans I'ARN interférence.

En plus de la répression de la traduction des ARNm dans le cytoplasme, les protéines Ago
peuvent étre nucléaires et étre impliquées dans différents processus (Figure 10).

=2 e Cytoplasm

E | Exon [—| Exon \r—-]/ Exon |
% \ / Alternative splicing

Nucleus

Figure 10: Les fonctions nucléaires d'argonaute (Meister 2013, Les protéines
argonautes peuvent étre localisées dans le noyau. En plus de la répression classique des
ARNmM, les Ago sont impliquées dans I'épissage alternatif, la réparation des cassures
double-brin et les modifications de la chromatine

a. Reépression transcriptionnelle

Chez S. pombe, Agol cible les transcrits naissants des régions répétées centromeériques
pour induire la répression transcriptionnelle. Le complexe RITS (transcripional gene silencing
complex) recrute alors les méthyl-transférases qui vont méthyler la lysine 9 de I'histone H3 ce
qui construit un site de liaison pour les protéines a chromodomaines de la famille HP1 (Chpl,
Chp2 et Swi6) qui vont empécher toute transcription de I'hétérochromatine (Grewal 20105%).

Des mécanismes similaires ont été montrés chez les plantes (voir figure 13 page 22) et
chez C. elegans ou I'ARNI protége I'organisme contre la multiplication des transposons en les
réprimant au niveau transcriptionnel. Ces marques déposées sur la chromatine peuvent étre
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conservées sur plusieurs générations. En particulier, I'argonaute HRDE-1 (heritable RNAI-
defective 1), qui induit la tri-méthylation de H3K9, est nécessaire a la transmission
épigénétique de l'information (Meister 20131%).

b. Epissage alternatif

L'ARN interférence a aussi un r6le dans I'épissage alternatif des introns chez les
mammifeéres. Certains siRNAs ciblent spécifiquement les séquences introniques et influent sur
leur épissage. Chez I'hnomme, cet effet est dépendant d'’AGO1 qui est capable d'interagir avec
les composants de la machinerie d'épissage. Récemment, ce méme mécanisme a été découvert
chez D. melanogaster (Taliaferro et al. 2013"°°)).

c. Réparation des cassures double-brin

Chez A. thaliana, des SRNAs sont produits spécifiquement autour des cassures double-
brin du génome (diRNAs). Ces diRNAs s'associent & Ago2 et sont nécessaires pour la
réparation (Wei et al. 201257 (Figure 11).

\/\ Tc:z/\\ diRNAS
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Figure 11: modéle pour la réparation des cassures double-brin chez A. thaliana (Wei et al.
2012P7). Des transcrits sont générés par la polymérase IV (NRPD1 et NRDP2) & proximité des
cassures double-brin. Des RARPs convertissent les transcrits en double-brin qui vont ensuite étre
clivés en diRNAs par l'action des 3 Dicer DCL2/3/4. AGO2 charge ces diRNAs et cible les
transcrits générés par la polymérase V (NRPE1 et NRPE2). AGO?2 serait alors capable de modifier
la chromatine localement (A) ou directement d'interagir avec la machinerie de réparation de
I'ADN(B).

19



Ce mécanisme a aussi eté identifie chez Neurospora Crassa ou les cassures double-brin de
I’ADN provoquent la production de transcrits aberrants (entre 200 pb et 2 kb) qui sont
probablement générés puis convertis en ARNdb par QDE-1. En effet, QDE-1 peut avoir a la
fois une activité RARP et DARP (voir paragraphe page 27). Ces ARNdb endogenes induisent
la transcription de l'argonaute QDE-2. Les sSRNAs associes a QDE-2 (qiRNASs), quelques
nucléotides plus courts que les siRNAs de 25 nt de N. crassa, vont étre impliqués dans la
réparation des cassures double-brin en recrutant les complexes de réparation de I'ADN au
niveau des cassures (Lee et al. 200911,

F. Fonctions essentielles des RARPs dans I'ARNI

Les ARN polymérases ARN dépendantes (RARPs) sont conservées dans la plupart des
eucaryotes mais absentes de nombreux métazoaires (les insectes et les vertébrés notamment).
L'implication de ces protéines dans I'ARNi a été découvert chez N.crassa avec QDE-1
(Cogoni & Macino 19998 puis chez C. elegans avec la protéine EGO-1 (Smardon et al.
2000P%) et enfin chez A. thaliana avec la RARP sdel (Dalmay et al. 2000°%). Depuis, de
nombreuses RARPs ont été étudiées avec des fonctions et des mécanismes d'action divers.

1) Conservation des RdRPs au sein des eucaryotes

Des analyses phylogénétiques ont permis de retracer I'histoire évolutive des RdRPs. 161
RARPs putatives dans 51 genomes eucaryotes, des protistes aux organismes pluricellulaires,
ont été classés en 3 groupes: les RDRa, B et y (Zong et al. 2009%Y). Ces trois groupes
distincts de RARPs sont conservés chez les chromalvéolés et les champignons. Deux de ces
trois groupes sont conservés chez les animaux et les plantes ce qui suggére qu'il existe des
fonctions spécifiques a ces 3 types de RdRPs (Figure 12). Il est intéressant de remarquer que
les groupes perdus chez les plantes et les animaux ne sont pas les mémes. Le groupe RDR a
¢été perdu chez les plantes et groupe RDRy a été perdu chez les animaux. Si les RdRPs du
groupe a sont trés bien caractérisés, les fonctions des RARPs des deux autres groupes sont
moins connues.
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Figure 12 : Modéle de I'évolution des RARPs chez les eucaryotes.(Zong et al. 2009).
L'eucaryote ancestral aurait possédé 3 RdRPs avant la séparation des grands groupes
d'eucaryotes. Les points d'interrogations indiquent les incertitudes sur les positions des génes
chez les protistes

2) Role dans I'amplification du signal de répression

Il a été montré que le signal de répression peut étre trés fort malgré la faible quantité
d'’ARNdb introduit (Fire et al. 19985)). Ce résultat suggére que le nombre de SRNA est bien
supérieur a la quantitt d’ARNm dans I’organisme. A I'exception du mécanisme
d'amplification des piRNAs (décrit ci-dessous), I'amplification du signal d'ARNi passe par la
production de siRNAs secondaires. Les siRNAs secondaires sont des siRNAs produits a partir
d'un ARNm ciblé par un siRNA primaire a lI'aide notamment des RdRPs. Les modéles
expliquant le fonctionnement des RdRP dans la synthese de siRNAs secondaires different
selon les organismes. Les modéles plantes, animaux et champignons sont présentés ci-
dessous.

a. Le modéle plante

Il existe 6 protéines RARPs chez A. thaliana. 3 d'entre elles sont du groupe o (RDR1, 2 et
6), elles possédent les 6 résidus catalytigues DLDGD et sont trés bien caractérisées. Les 3
autres RARPs (RDR3, 4 et 5), de type v, ont un motif catalytique atypique : DFDGD et n’ont
pour le moment pas de fonction connue (Willmann et al. 2011%%). RDR2, nécessaire a la
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production des hc-siRNAs (hétérochromatiques siRNA), est impliqué dans la répression
transcriptionnelle. RDR1 et RDR6 sont les deux RARPs impliquées dans la synthese de
SIRNA secondaires. Si RDR6 a de nombreuses fonctions dans plusieurs voies, RDR1 est plus
specialisée dans la production et I'amplification des siRNAs d'origine virale (Figure 13).

Class Origin Precursor Excision Target

miRNA Polll  individual MIR genes small hairpin precise excision mRNA (cytoplasm)

IYAYINY/E
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7 ] = ) = pcl1  mweem RSO
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21 nt MRV WA : ==—= — 5 Ao’
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i convergent genes
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21 or 24 nt AUV AV AV ANV ZAV AV AU 2R, —— 5" n 3’
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Figure 13 : Les voies de SRNA chez A. thaliana (Wang et al. 2011%%)). Les 4 classes de SRNAs chez
A. thaliana (miRNA, tasiRNA, natsiRNA, casiRNA/hc-siRNA) sont prises en charge par 4 Dicer
différentes (DCL1-4). Les voies tasiRNA et casiRNA nécessitent une RARP pour synthétiser I'ARNdb
avant le clivage par Dicer. RDR6 prend en charge les tasiRNAs et induit la production de siRNAs
secondaires phasés qui vont cibler des ARNm cytoplasmiques alors que RDR2 induit la production de
siRNAs primaires et non phases qui vont agir sur les ARNSs naissants dans le noyau.

Les siRNA secondaires des plantes, appelés tasiRNASs (trans-acting siRNAs), sont de 21
ntet ont un U en 5'. lls sont caractérisés par une disposition particuliére sur leur cible: ils sont
phasés. Cette disposition est typique d'un clivage processif par Dicer a condition que les
bornes du double-brin initial soient fixes. Les tasiRNAs sont induits par le clivage d'un ARN,
provenant de la transcription d'un géne TAS (ta-siRNA-generating loci), par un miRNA. Il y a
deux mécanismes possibles pour la production des tasiRNAs (Figure 14) (Fei et al. 2013%).
Dans le modéle "one hit", un miRNA de 22 nt est chargé dans AGOL et clive le transcrit ce
qui induit le recrutement de RDR6 et SGS3 (protéine dont la fonction n'est pas caractérisée).
La RARP est ensuite capable de synthétiser un ARNdb a partir du fragment 3' (en aval). Le
second modeéle "two hit" démarre d'un transcrit ciblé par deux miRNAs de 21 nt chargés dans
AGO7. Le clivage ne se fait que sur le miRNA le plus en 3' ce qui va permettre le recrutement
de RDR6 et SGS3 sur le fragment en 5'. Ce modele ou un seul site est clivé sur les deux n'a pu
&tre montré que sur un transcrit chez A. thaliana (Axtell et al. 2006°®). Il existe d'autres loci
dans d'autres génomes de plantes ou les deux miRNAs sont charges dans Agol et clivent le
transcrit aux deux positions. Les longs ARNdb synthétisés par les RARPs sont ensuite clives
par DCL4 pour former les siRNAs secondaires. Ils sont ensuite capables d'éteindre le transcrit
d'ou ils proviennent (cis-acting sSiRNAS) ou d'autres cibles (trans-acting siRNAS).
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Figure 14: Modéle de Eroduction des siRNA secondaires chez A.
thaliana.(Fei et al. 2013[°).

Les siRNAs de 21 nt phasés ont été recherchés globalement dans le génome
d'Arabidopsis afin d’identifier les ARNm capables d’agir comme substrat pour la production
de siRNAs secondaires. Des prédictions bio-informatiques suivies par des validations
expérimentales ont montré que des tasiRNAS peuvent eux-mémes induire la production de
tasiRNAs (Chen et al. 2007, La production de SiRNAs secondaires peut donc se faire en
cascade chez A. thaliana au sein de plusieurs familles de génes avec des séquences
nucléotidiques proches (Figure 15). Ce mécanisme permet la répression globale d’une famille
de geénes.
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Figure 15: Production de siRNAs secondaires en cascade. Le siRNA secondaire initial (violet) peut
cibler 5 transcrits différents qui vont produire des siRNAs tertiaires. Ces siRNAs tertiaires vont a leur
tour induire la production de siRNAs quaternaires, ... (Axtell 2013,

b. Le modéle animal

Le modele de production des siRNAs secondaires des animaux est trés différent de celui
des plantes. Le génome de C. elegans posséde 4 RdRPs putatives du groupe RDRa (RRF-1, 2
et 3 et EGO-1). RRF-1 et EGO-1 sont impliquées dans la production de siRNAs secondaires
respectivement dans le soma et dans la lignée germinale. RRF-3 est impliquée dans la
répression transcriptionnelle et la modification de la chromatine et la fonction de RRF-2 n'a
pas encore été découverte (Smardon et al. 2000°%). Les secondaires sont de 22nt et ont un
fort biais 5'G (22G-siRNAs). lls peuvent étre synthétisés indépendamment de Dicer in vitro
(Aoki et al. 2007 et in vivo (Pak & Fire 2007 (Figure 16 A). Les RdRPs de C. elegans
sont capables de synthétiser directement des siRNAs fonctionnels a partir d'un transcrit sans
qu'ils aient besoin d'étre recoupés par Dicer. Trois conséquences majeures sur les
caractéristiques des siRNAs secondaires en découlent. 1) Chaque siRNA secondaire
synthétisé étant un démarrage de transcription, ils portent nécessairement un 5' triphosphate.
IIs sont ainsi distinguables des siRNAs primaires qui sont 5° mono-phosphate en conséquence
du clivage par Dicer. 2) Ces siRNAs sont tous anti-sens a 'ARNm dont ils proviennent. En
effet, pour produire un siRNA sens a partir d'un transcrit sens, il faut nécessairement un
double-brin d'/ARN clivé par Dicer ou bien un transcrit anti-sens. 3) Ils ne sont pas phasés
contrairement aux SiRNAs secondaires des plantes. Une étude biochimique récente a montré
que RRF-1 et EGO-1 sont en complexe avec I'hélicase DRH-3 et la protéine tudor EKL-1
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(Thivierge et al. 2012%%) dans la production de certains siRNAs endogénes. Les siRNAs
secondaires sont ensuite pris en charge par les argonautes de la famille WAGO pour réprimer
leur cible.

Dans I'étude de (Pak et al. 2012"%) | une méthode est développée pour distinguer les
siRNAs primaires des siRNAs secondaires. Des nématodes ont été soumis au feeding d'un
ARNdb homologue a un gene endogéne mais possedant une substitution tous les 25
nucléotides. Ainsi, aprés séquencage haut-débit, les sSiRNAs qui portent les substitutions sont
identifiés comme des siRNAs primaires car synthétisés a partir de I'ARNdDb initiateur et les
siRNAs qui ne les portent pas sont donc des secondaires synthétisés a partir de 'ARNmM.
Etonnement, les siRNAs primaires sont en faible quantité (5%) en comparaison aux SiRNAs
secondaires 22G (95%) (Figure 16 B et C). Avec des RdRPs aussi efficaces chez C. elegans,
le systtme d'amplification des siRNAs pourrait théoriquement fonctionner indéfiniment et
provoquer une dissemination du signal d'’ARNi a d'autres ARNm par simple homologie de
séquence. Cependant, les auteurs observent que deux facteurs limitent I'amplification du
signal d'ARNi. 1) L'ARNdb et les produits de clivage par Dicer ne peuvent pas servir de
matrice aux RdRPs 2) Seul les siRNAs primaires sont capables de recruter les RARPs pour
amplifier le signal d'’ARNi. En effet, les siRNAs secondaires 22G sont tres efficaces et
suffisants pour éteindre I’expression d'un ARNmM mais tres peu efficaces pour produire des
siRNAs tertiaires. Ces deux limitations seraient suffisantes pour avoir une réponse ARNi a la
fois efficace et trés sélective.
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Figure 16: Production des siRNAs secondaires chez C. elegans (Pak et al. 20125%)). A) Les longs ARNdb
sont clives par Dcr-1 puis la protéine de liaison a I'ARNdb RDE-4 aide au chargement du duplex de siRNAs
sur l'argonaute RDE-1. Aprés élimination du brin passager, RDE-1 est dirigé vers 'ARNm complémentaire
au siRNA et recrute une RdRP (RRF-1 ou Ego-1) sur I'ARN ciblé. La RARP induit la production de siRNAs
secondaires 22G qui vont étre chargés sur les argonautes de type WAGO pour induire le clivage de la cible.
B) Représentation schématique des siRNAs primaires (rouge) ou secondaires (bleu) alignés sur le géne sel-1
apres induction de I'ARNi avec un ARNdb homologue a la partie centrale du géne (en vert). C) Pourcentage

de siRNAs primaires (trigger-matched) ou secondaires (target-matched) ou non définis (both).
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c. Le modéle champignon

Les fonctions des RARPs de champignons dans I'amplification de I'ARNi sont moins bien
décrites. In vitro la RARP QDE-1 (du groupe RDRy) de Neurospora crassa est capable de
produire de longs ARN double-brin mais aussi de synthétiser des ARN courts de 9 a 21nt ce
qui pourrait indiquer que cette RARP est capable de produire plusieurs types de siRNAs
(Makeyev & Bamford 20021, Cependant in vivo, QDE-1 n'est pas requis dans I'ARNi induit
par ARNdb ce qui suggeére que QDE-1 n'est pas impliqué dans la production de siRNAs
secondaires mais seulement dans la synthése d'’ARNdb a partir de transcrits aberrants (Lee et
al. 2009°%)). L'implication d'une RARP dans la production de siRNAs secondaires a été
montrée chez Mucor circinelloides, distant phylogénétiquement des autres organismes
modeéles champignons (Calo et al. 2012I"). Chez M. circinelloides, RDR-1 (du groupe
RDRy) est impliqué dans la production de siRNAs induits par injections de transgenes mais
n'a pas de role évident sur la production des siRNAs secondaires. Au contraire, RDR-2 (du
groupe RDRa) est impliqué a la fois dans la répression induite par des transgenes et par
ARN(dbD et serait a I'origine de la synthese de siRNAs secondaires de 21nt. RDR-2 serait donc
impliqué dans I'accumulation des siRNAs primaires de 25nt en synthétisant de longs ARNdb
et dans la production directe de SiRNA secondaires de 21nt (Calo et al. 2012l"™). La
différence majeure entre les séquences RDDR-1 et RDR-2 est l'interruption du domaine RARP
de RDR-1 par 53 acides aminés (Calo et al. 2012!").

d. Amplification indépendante des RARPs : le cycle ping-pong

Le cycle ping-pong est le seul mécanisme damplification de sSRNAs indépendant des
RdRPs. Cette voie de production essentielle au fonctionnement des piRNAs a d'abord été
caractérisée dans les lignées germinales de drosophiles puis chez les poissons et les
mammiféres. Le mécanisme d'amplification commence par la prise en charge des piRNAs
matures par le complexe RISC contenant les argonautes de type PIWI (Ago3 et Aubergine
chez D. melanogaster). L'activité de coupure de PIWI permet le clivage du transcrit ciblé (en
général un transposon) et génere ainsi une extrémité 5'. Cette extrémité est chargée dans une
autre PIWI et I'extrémité 3' du transcrit est coupée par un mécanisme inconnu jusqu'a générer
un piRNA sens mature. Le piRNA sens cible alors un transcrit anti-sens qui va produire par le
méme mécanisme de nouveaux PiRNAs anti-sens (Figure 17) (Meister 20135,
Contrairement a ce que le schéma suggere, la production de piRNAs sens et anti-sens par le
cycle ping-pong n'est pas symétrique. Chez D. melanogaster, un mécanisme permet d'assurer
que la quantité de piRNAs anti-sens, donc capables de cliver les transcrits sens, va toujours
étre plus importante que la quantité de piRNAs sens. Ce cycle ping-pong hétérotypique
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nécessite la protéine Qin (qui contient 5 domaines Tudor et une E3 ligase) mais le mécanisme
induisant ce biais reste a étre élucidé (Zhang et al. 2011["%).
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Figure 17: Le cycle ping-pong. Représentation schématique du cycle
d'amplification des piRNAs chez D. melanogaster. (SEILA & SHARP 2008

3) Les autres fonctions des RARPs

Les RdRPs ne sont pas seulement impliquées dans l'amplification de I'ARNi par
production de siRNAs secondaires mais ont aussi des fonctions essentielles dans la production
d’ARNdb qui vont étre pris en charge par Dicer pour former des siRNAs primaires. Il existe
de nombreuses voies d'’ARNi qui sont dépendantes des RARPs pour les sSiRNAs primaires. La
production des siRNAs hétérochromatiques chez A. thaliana en est un exemple. Les siRNAs
hétérochromatiques sont dérivés des régions répétées intergéniques du génome des plantes. Ils
sont déterminants pour certaines modifications de la chromatine notamment la méthylation de
I'nistone H3K9. Chez les plantes, les transcrits naissants générés par la polymérase 1V dans
ces régions vont étre pris en charge par la RDR2 pour synthétiser de long ARNdb qui sont
ensuite clivés par Dcl3 pour former des siRNAs de 23-24nt (Figure 18). lls sont ensuite
chargés sur AGO4 et ciblent les transcrits naissants générés par la polymérase V. Cette
fixation des hc-siRNA sur les transcrits naissants induit le recrutement des protéines qui vont
modifier la chromatine.
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Figure 18 : Modele pour la biogénése et la fonction des siRNAs hétérochromatiques chez
les plantes (Axtell 2013,

Plus généralement, les RARPs ont un rdle essentiel dans la synthese de siRNAs primaires a
chaque fois que I'ARN initiateur est sous forme simple-brin et non double-brin.

G. Modifications des SRNAs

Plusieurs exemples dans la littérature montrent que les modifications des petits ARNs sont
essentielles au fonctionnement des voies de d’/ARNi. Cependant les fonctions moléculaires de
ces modifications restent méconnues dans beaucoup d'organismes (Ji & Chen 2012 | Kim
et al. 20101,

1) Méthylation en 3’

Les 3 types de sRNAs (mi- pi- si-ARNSs) requiérent parfois la méthylation 2'-O sur le
ribose du nucléotide 3'. Le rdle de la méthylation dans I'ARNI a été étudié pour la premiére
fois dans le mutant henl (HUA Enhancer 1) chez A. thaliana qui est incapable d'accumuler
les miRNAs et les siRNAs (Park et al. 20021®)). Henl posséde un domaine N-terminal de
liaison a 'ARNdb et un domaine C-terminal conservé des bactéries aux métazoaires contenant
le domaine de liaison au donneur de méthyl SAM (S-adénosylmethionine). Henl est capable
de méthyler les duplex de miRNAs (Yu et al. 2005!"") et de siRNAs (Yang et al. 2006!"®!).
Cette méthylation est dépendante de la taille des duplex (21-24 nt) mais aussi de la présence
des 2 nucléotides sortants issus du clivage par Dicer (Yang et al. 2006!"®)).

Chez les animaux, les homologues de Henl ne possédent pas le domaine N terminal de liaison
a I'ARNdb. Ces Henl agissent sur les piRNAs simple brin déja chargés dans les Ago et non
sur les duplex. Leur absence entraine l'activation de certains transposons (Horwich et al.
2007")). Chez C. elegans, Hen-1 agit sur les ARNs 26G de classe ERGO et stabilise les
siRNAs (Billi et al. 2012%%). En absence de HEN1, I’uridylation des SRNASs est fréquemment
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observée aussi bien chez les plantes que chez les animaux (Kamminga et al. 201004 |
Kamminga et al. 2012[%%)). La 2'-O méthylation serait donc une modification essentielle a la
stabilité des SRNAs en empéchant leur uridylation qui entrainerait leur dégradation par une
exonucléase 3'-5' (Figure 19).
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Figure 19 : La méthylation protege les SRNAs de I'uridylation et de la
dégradation. (Ji & Chen 20121"4)

Par exemple, chez le poisson zébre, le séquencage des SRNAs a révélé que le pourcentage de
PiRNAs uridylés augmente dans un mutant Henl (Kamminga et al. 2010%Y). De plus, le
pourcentage de piRNAs uridylés est plus important sur les transposons actifs que sur les
transposons inactifs. Plus généralement, la méthylation des SRNAs des plantes, des piRNAs
des animaux et des siRNAs des drosophiles protegent contre I'addition de nucléotides en 3.

2) Uridylation ou adénylation en 3'

L'uridylation, ou dans une moindre mesure I'adénylation des SRNAs, a été observée dans
la plupart des especes. Elle concerne tous les types de sRNAs (si- mi- et piRNAs) et
principalement en absence de henl. Cette uridylation a d'abord été interprétée comme un
signal de dégradation des sRNAs cependant plusieurs études ont aussi montré que
l'uridylation pouvait aussi étre essentielle a leur stabilité et avoir des réles biologiques
essentiels.

e. Modifications des miRNAs

De nombreuses études traitent des modifications des miRNAs appelés "isomiRs". Ces
modifications peuvent étre des raccourcissements en 5' ou 3' ou bien I'addition de nucléotides
en 3' (Wyman et al. 2011%%). Ces isomiRs peuvent avoir une activité et une stabilité
différente des miRNAs non modifiés. Pour certain miRNAs, la fréquence des modifications
est variable selon le tissu ou le stade de développement indiquant qu'il s'agit d'un processus
régulé biologiquement.
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L'identification des protéines responsables de lI'addition des nucléotides en 3' des miRNAs
a permis de mieux comprendre leur role. Par exemple, chez I'nomme et la souris, miR-122 est
adénylé par la nucléotidyl-transférase PAPD4 (GLD-2) ce qui augmente sa stabilité et miR-
26a est uridylé par ZCCHC11 ce qui diminue son efficacité a éteindre sa cible (Katoh et al.
2009 | Jones et al. 2009[%).
Chez les metazoaires, les additions 3' sur les miRNAs sont principalement des adénylations
ou des uridylations.

f. Modifications 3' des sSiRNAs et piRNAS

Chez l'algue verte Chlamydomonas reinhardtii, I'absence de la nucléotidyl-transférase
Mut-68 induit une augmentation de la quantité de siRNAs et une diminution de la quantité de
siRNAs uridylés (Ibrahim et al. 2010%%). La sous-unité RRP6 de I'exosome est impliquée
dans la dégradation des siRNAs uridylés. Chez C. elegans, I’abondance des endo-SiRNAS
(22G-RNA associés a I'argonaute CSR-1) est dépendante de la nucléotidyl-transférase CDE-1.
Dans un mutant nul cde-1, la quantité de siRNAs de la lignée germinale de la voie CSR-1
augmente, entrainant des problemes de ségrégation de chromosomes a la mitose et a la méiose
(Wedeles et al. 2013"")). Contrairement a S. pombe oU les complexes RITS-RDRC ciblent
I'nétérochromatine, les siRNAs de la voie CSR-1 de C. elegans se fixent majoritairement sur
I'euchromatine notamment au niveau des variants d'histones impliqués dans la formation des
nucléosomes centromériques chez les eucaryotes (HCP-3/CENP-A). Les chromosomes de C.
elegans étant holocentriques (kinétochores répartis sur la totalit¢ du chromosome), il est
possible que le ciblage de la chromatine par les siRNAs chargés dans CSR-1 influence
directement la formation des holocentroméres (Wedeles et al. 2013, L'uridylation dans ce
cas permet de déstabiliser les siRNAs ce qui est indispensable a leur fonction sur la
chromatine. Une hypothese est que le chargement de siRNAs sur I'argonaute CSR-1 aurait
besoin d'étre tres temporaire pour qu'il y ait toujours des argonautes libres capable de charger
les nouveaux siRNAs. Si c'est le cas, la nucléotidyl transférase permettrait de réduire le temps
de demi-vie du complexe siRNA/CSR-1. Au contraire, MUT-2(RDE-3) est une uridyl-
transférase nécessaire pour lI'accumulation des siRNAs. En absence de MUT-2, Dicer est
toujours capable de cliver les longs ARNdb ingérés mais I'argonaute RDE-1 n'est plus capable
de dissocier les duplex de siRNAs (Jose et al. 2011, Cette nucléotidyl transférase pourrait
donc avoir un role essentiel de modification des duplex de siRNAs.

Enfin, chez le cilié T. thermophila les sSiRNAs de 23-24nt sont pour 50% d'entre eux modifies
avec une uridine non génomique (Lee & Collins 2006, La purification par affinité des
protéines associées a Rdrl et Dcrl a permis d'identifier deux nucléotidyl-transférase (RDN1
et RDN2). RDNL1 (essentielle et exprimée a un niveau constant au cours du cycle de vie) et
RDN2 (non essentielle et particulierement exprimée a la conjugaison) semblent agir dans
deux complexes RDRC différents (Lee et al. 2009°%). In vitro, ces deux nucléotidyl-
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transférases ajoutent spécifiqguement des uridines sur les sSiRNAs. Une hypothése sur le rdle de
ces uridyl-transférases dans la stabilité des siRNAs a été proposé dans I'étude de (Talsky &
Collins 2010°™). Des expériences biochimiques montrent qu'en présence d'un complexe
RDRC muté pour RDN2, un ARN spécifique induira la production de siRNAs avec une
diversité moins importante qu'avec un complexe RDRC sauvage. Les auteurs suggerent que
les uridines ajoutés en 3' permettent la formation d'une boucle qui servirait de matrice a la
RARP pour synthétiser le brin complémentaire. En absence de ces uridines, c'est I'extrémité de
I'ARN lui-méme qui formerait une boucle pour permettre la synthése d’/ARNdb ce qui la
rendrait inaccessible au clivage par Dicer. (Figure 20) (Talsky & Collins 2010°™).

A WT Rdn*

24nt— S Mid probe

24nt— . 3’ probe

WT Rdn*

" T RDRC
3'------------Q ” 3'---------3 prOdUCtS
--- -- - --- --- Dcr2
ST e o — X products
Mid 3 Mid 3 Probes

Figure 20: Modele du role de I'uridylation pour la syntheése d'un ARNdb. A.
Northern blot des siRNAs de 24nt avec deux sondes différentes : au milieu du transcrit
ou a l'extrémité 3' dans un contexte sauvage (gauche) ou muté pour la nucléotidyl-
transférase Rdn (droite) B Dans le cas sauvage (a gauche), I'ARN est uridylé par Rdn
puis le complexe RDRC synthétise le brin complémentaire (ligne pointillée) en
utilisant comme matrice la queue polyU repliée pour former une boucle. Dans le
mutant nul pour Rdn (a droite), le complexe RDRC utilise I'extrémité 3' de I'ARN pour
former la boucle et synthétiser le brin complémentaire. Aprés clivage par Dicer, les
siRNAs a l'extrémité 3' sont présents dans le sauvage mais pas dans le mutant. (Talsky
& Collins 2010

32



I11. Les voies d'ARNi chez Paramecium tetraurelia.

A. Les ciliés comme organismes modeles.

Les protozoaires ciliés constituent un groupe monophylétique d'eucaryotes unicellulaires
appartenant a la division des Alveolata (Figure 21) (Adl et al. 2012°?). Ce groupe formé par
plus de 8000 espéces possede deux caractéristiques communes: la présence de cils a la surface
qui leur servent & nager et a capter leur nourriture ainsi qu'un dimorphisme nucléaire. Ces
organismes sont phylogénétiquement légérement plus proches des plantes que des animaux ou
des champignons, ils sont cependant susceptibles d’avoir des caractéristiques moléculaires
communes avec les uns ou avec les autres.
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Figure 21 : Arbre phylogénétique des eucaryotes. (Adl et al. 20121%%)
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1) Le dimorphisme nucléaire

Tous les ciliés sont caractérisés par un dimorphisme nucléaire. Les fonctions
somatiques et germinales de 1’organisme sont séparées dans deux types de noyaux qui
coexistent au sein de la méme cellule. Le macronoyau (MAC) somatique et le (ou les)
micronoyaux diploides germinaux (mic) (Figure 22). Le macronoyau des ciliés est hautement
polyploide ; la ploidie peut varier selon les especes (environ 45n chez Tetrahymena
thermophila et 800n chez Paramecium tetraurelia). En croissance végétative il n'y a
apparemment pas de mécanisme de ségrégation précise des copies d’ADN dupliquées pendant
la réplication, le mac se divise donc par division amitotique. La grande ploidie permet de
retarder la survenue d’hétérogénéité marquée du nombre de copies des chromosomes. Le mac
somatique est responsable de la transcription génique au cours de la croissance végétative, il
est donc responsable du phénotype de la cellule. A l'inverse, les mic dont le nhombre peut
varier selon les especes (1 chez Tetrahymena, 2 chez P.aurelia par exemple) sont inactifs en
croissance végétative. En effet, des cellules générées sans mic sont capables de survivre
normalement en croissance végétative mais sont incapables de donner une progéniture viable.
Les mic sont diploides et réalisent une mitose a chaque division cellulaire. Chez la paramécie,
chaque cycle cellulaire dure environ 6h a la température optimale de croissance : 27°C. Leur
durée de vie est d'environ 200 divisions. Passé cette limite, les clones végétatifs deviennent
sénescents et finissent par mourir s’ils ne passent pas par la reproduction sexuelle pour former
un nouveau mac.

micronoyaux (mic)

macronoyaux (MAC)

cils

Figure 22: Photo de Paramecium tetraurelia. Les deux noyaux germinaux
(mic) et le noyau somatique (MAC) sont marqués au DAPI. Les cils sont
marqués par un anticorps anti-tubuline et sont colorés en vert.
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2) Les éveénements sexuels

Chez les ciliés, les événements sexuels sont généralement induits par la privation de
nourriture (starvation). Le ou les mic réalisent les deux divisions meiotiques, un seul noyau
haploide est conservé aléatoirement alors que tous les autres sont dégradés, un seul des deux
alleles parentaux est donc conservé. Le noyau restant subit alors une mitose conduisant a la
production de deux noyaux haploides génétiquement identiques (Figure 23).
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Figure 23 : Les cycles sexuels de P. tetraurelia. Les micronoyaux (mic) et macronoyaux
(mac) de la paramécie sont symbolisés par des ronds rouge ou noirs lorsqu'ils sont en cours de
dégradation.

Au cours de la conjugaison, deux individus de types sexuels différents échangent
réciproquement un noyau haploide ce qui conduit a la génération de deux organismes
hétérozygotes et génétiquement identiques (Figure 24). Le macronoyau somatique est quant a
lui dégradé et un nouveau macronoyau se développe par endoréplication a partir d'une copie
du noyau zygotique (Coyne et al. 2012[%%). Ces processus généraux sont communs & la
plupart des ciliés cependant certaines caractéristiques sont spécifiques de certaines espéces.
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Figure 24: Photo en microscopie confocale de deux
paramécies en conjugaison. Les cils des paramécies des
deux types sexuels sont marqués avec un anticorps anti
tubuline (rouge). Les cils de la paramécie de type sexuel E
est également marquée a la GFP (protéine BBS2), ce qui
permet de les distinguer. (Singh et al. 20141°4)

Chez les espéces du complexe P.aurelia, le noyau zygotique subit deux divisions
mitotiques qui vont former respectivement deux nouveaux micronoyaux et deux nouveaux
macronoyaux. Lors de la premiere division végétative, les deux mic se divisent par mitose et
les deux nouveaux macronoyaux sont répartis dans les deux cellules filles appelées
caryonides. Les caryonides possedent donc deux mic et un mac (Figure 23).

De nombreux ciliés dont les paramécies ont la capacité d'entrer dans un processus
d'autogamie. L’autogamie est une auto-fertilisation conduisant a la fusion des deux noyaux
haploides pour former un noyau zygotique diploide. L’individu devient donc entiérement
homozygote. L'autogamie se déclenche sous deux conditions: La cellule doit étre agée d'un
minimum de 20 divisions végétatives pour P. tetraurelia (5 jours a la vitesse de croissance
optimale) et doit étre en carence alimentaire (dans un milieu de culture épuisé en bactéries et
nutriments).

Ces deux modes de reproduction sexuelle permettent donc d'obtenir soit une cellule
entierement homozygote (autogamie) soit deux cellules hétérozygotes mais généetiqguement
identiques (conjugaison). P. tetraurelia est donc un modeéle eucaryote idéal pour realiser des
croisements et des études genétiques.
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3) Les réarrangements génomiques au cours du developpement du MAC

Lorsque le nouveau mac se développe a partir du noyau zygotique, deux types de
réarrangements génomiques essentiels ont lieu. Premiérement, I'excision imprécise de
séquences répeétees tel que les séquences mini-satellite et les transposons ce qui conduit
souvent a la fragmentation du génome. Des télomeéres sont ajoutés a la plupart de ces
fragments pour former les nombreux chromosomes mac (Le Mouel et al. 2003%).
Deuxiemement, I'excision précise d'environ 45 000 séquences uniques et courtes appelées IES
(internal eliminated sequences) (Duharcourt et al. 1998[°?)). 98% de ces IES sont en copie
unique dans le genome et 93% font entre 26 et 150 paires de bases (pb). Ces IES peuvent étre
aléatoirement intergéniques ou présentes dans les séquences codantes (il y a en moyenne 1
IES par géne) (Arnaiz et al. 20127). Leur excision précise est donc indispensable a la
reconstitution de genes fonctionnels dans le macronoyau. Ces éléments sont derivés de la
famille de transposons TC1/mariner. Les IES sont toutes bornées par deux di-nucléotides 5'-
TA-3' qui recombinent en un seul TA pendant I'excision. De nombreuses protéines dont
piggyMac (Pgm), une transposase domestiquée de type piggyBac, sont impliquées dans leur
excision. La répression de Pgm par ARN interférence empéche les coupures double-brin de
I'ADN ce qui affecte drastiqguement I'excision des IES. Pgm pourrait donc porter la fonction
endonucléase nécessaire & leur excision (Baudry et al. 2009%1).

4) Le génome de P. tetraurelia

Un grand nombre de particularités propres aux génomes Paramecium ont pu étre révélées
grace au séquencage du génome mac de l'espéce Paramecium tetraurelia (Aury et al.
20061, Le génome somatique est relativement petit (environ 72Mb). 1l a pu étre assemblé
en 697 scaffolds dont 188 font plus de 45kb. La présence de séquences télomériques aux
extrémités pour plus de la moitié des scaffolds suggére qu'il y a au moins une centaine de
chromosomes dans le génome MAC. Le génome mac est tres compact (78% de séquences
codantes) avec environ 40 000 geénes prédits. En conséquence, les séquences non codantes
sont de tres petite taille : en moyenne 352pb pour les régions intergéniques et 25pb pour les
introns (2,9 introns par gene épissé en moyenne). Enfin, 3 duplications globales du génome
(WGD) ont affecté le génome de P. tetraurelia. En effet, plus de la moitié des genes ont au
moins un paralogue (Figure 25). Par absence de pression de sélection, un grand nombre de ces
paralogues (environ 50% de la derniére duplication) ont degénéres et sont maintenant des
pseudogénes mais certains sont encore fonctionnels et source d'une redondance génétique tres
importante. La derniére duplication du génome pourrait étre a l'origine de la spéciation du
groupe Paramecium aurelia en 15 espéces physiologiquement indistinguables mais
incapables de conjuguer entre elles (Coleman 20052
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Figure 25: Comparaison de deux scaffolds chez P. tetraurelia. Les fleches représentent les génes
qui possédent un paralogue (en marron) ou qui n'en n'ont pas (en rose). Les relations de paralogie sont
indiquées par des barres obliques.

B. Les voies d'ARN interférence chez la paramécie

1) Les genes candidats

Les genes appartenant aux 3 grandes familles Dicer, Argonaute et RARPs ont été
recherchés par similarité de séquences dans le genome de P. tetraurelia

a. Les génes de type Dicer ou Dicer-like

Le génome de Paramecium tetraurelia contient 8 génes codants pour des domaines

RNaselll (Lepere et al. 2009%” | Sandoval et al. 2014°Y). Trois d'entre eux (Dcr1-3)
posseédent un sous-domaine hélicase DExH suivis par le domaine DUF283 et deux domaines
RNaselll a I'extrémité C terminale. Ces trois protéines Dicer d'environ 1600 acides aminés ont
donc une structure trés proche des Dicer de S. pombe, C. elegans ou A. thaliana. DCR2 et
DCR3 sont mutés sur les 4 acides aminés catalytiques des deux domaines RNaselll ce qui
suggere que seul DCR1 est actif. Les 5 autres protéines Dicer-like 1-5 sont plus courtes, entre
600 et 800 acides aminés (aa) et ne possedent que les deux domaines RNaselll (Figure 26).
La méme analyse chez un autre cilié Tetrahymena thermophila a révélé des résultats
similaires : deux Dicer possédent les domaines hélicases et RNaselll mais les deux domaines
catalytiques sont mutés pour une des deux protéines et une seule protéine Dicer-like
structurellement similaire aux Dcl1-5 de P. tetraurelia (Mochizuki & Gorovsky 20051%21),
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Figure 26: Structure des protéines Dicer et Dicer-like chez P. tetraurelia (Lepere et al. 2009
Sandoval et al. 20141%4),
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b. Les génes Piwi.

Il'y a 17 génes du sous-clade PIWI de la famille argonaute chez P. tetraurelia. Ces genes
ont été nommés PTIWIO1-PTIWI15 (PTIWIO4 étant un pseudogéne) (Bouhouche et al.
20111%% . Aucun géne du sous clade Ago n'a été trouvé (Figure 27). Il en est de méme chez T.
thermophila ou 12 génes PIWI ont été trouvés mais aucun appartenant au sous-clade Ago. 11
des 17 protéines Ptiwi portent la triade d’acides aminés DDH essentiels a 1’activité de slicing
(capacité de clivage d'un ARN). Ces résidus sont différents pour Ptiwi07 (IDQ) et pour les
deux paralogues Ptiwil2 et Ptiwil5 (EDH). Ces 15 génes ont souvent un ou deux paralogues
issus des 3 derniéres duplications du génome et peuvent étre regroupés en 6 familles (Figure
28).
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Figure 27: Arbre phylogénique des argonautes du sous clade Piwi. Les valeurs de
bootstrap sont indiquées en rouge. PTIWI = Paramecium tetraurelia piwi, Tt
Tetrahymena thermophila, Dm = Drosophila melanogaster, Mm = Mus musculus, Ce
Caenorhabditis elegans (Bouhouche et al. 20111%%)
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Figure 28 : Arbre phylogénique PTIWI. Les 6 familles de
Piwi chez P. tetraurelia sont représentées par des couleurs
différentes. Les 3 résidus catalytiques de chaque Ptiwi sont
indiqués a droite (Bouhouche et al. 20111%%)

c. Les RdRPs

Il'y a 4 genes codants potentiellement des RARPs chez la paramécie (RDRP1-4). RdARP4
est le paralogue WGD2 de RdRP1 et porte de nombreuses mutations dans sa séquence
(notamment une délétion de 7 acides aminés dans la région catalytique). De plus, alors que
RARP1 2 et 3 sont homologues a la RARP (Rdrl) de Tetrahymena, RdRP4 a largement
divergé suggérant que cette RARP est un pseudogene non fonctionnel. Seules RARP1 et
RARP2 semblent pouvoir étre catalytiquement actives chez Paramecium tetraurelia et
possedent les résidus DLDGD du domaine catalytique (résidus tres conservés au sein des
eucaryotes). Ces mémes résidus sont mutés dans RARP3 (DEFDD) (Figure 29) (Marker et al.
20101104y,
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Figure 29 : Alignement MUSCLE du domaine catalytiqgue des RARPs chez P. tetraurelia et
d'autres eucaryotes. Les acides aminés conservés sont indiqué en gris et noir, l'astérisque indique
I'acide aspartique nécessaire a l'activité catalytique de QDE-1 (Neurospora crassa). Pt = Paramecium
tetraurelia, Tt = Tetrahymena thermophila, At = Arabidopsis thaliana, Ce = Caenorhabditis elegans,
Sp =[§O§]ccharomyces pombe, Dd = Dictyostelium discoideum, Nc = Neurospora crassa. (Marker et al.
20104)

Les RARPs 1 et 2 appartiennent au groupe  des RDR d'apres I'étude phylogénétique de (Zong
et al. 2009%M) et seraient donc plus proches de certains métazoaires, comme l'anémone
marine Nematostella vectensis et le céphalocordé Branchiostoma florida que des plantes.
Cependant les mécanismes d'action des RARPs chez ces deux espéces n‘ont pas été étudiés.
Les RARPs impliguées dans les voies d'’ARN interférence chez C. elegans appartiennent au
groupe a. Le géne RDR3 n'a pas été analysé dans cette méme étude.

d. Expression des génes d'’ARNi

Il est possible de trier ces genes (Dicer Piwi et RARP) en deux groupes en fonction de leur

profil d'expression au cours du cycle de la paramécie. 1 Dicer-like et 3 Dicer, 7 (PTIWI2, 4, 5,
12, 13, 14, 15) et les 3 RdRPs présentent un niveau d'expression constant au cours du cycle
aussi bien en croissance végétative qu'a I'autogamie.
Au contraire, 2 Dicer-like (DCL2, DCL3) et 8 Ptiwi (PTIWI 1, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11) sont
fortement exprimés au cours des événements sexuels (a l'autogamie ou a la conjugaison). Le
pic d'expression de chacun de ces genes peut varier, certains sont tres exprimés en début de
méiose alors que d'autres s'expriment pendant le développement du nouveau MAC. Ces
différents profils suggérent des fonctions différentes pour chacun de ces génes (Figure 30).
(Lepere et al. 2009%" | Bouhouche et al. 20112%1 | Marker et al. 201014,

42



Expression a 'autogamie

Expression constante

100 1~

()]
°
>
7]
100
o
w
(@) 50
o
(=]
0
400
350
300
250
200
150
50
§ 0
£
400
350 +
300 +
250 +
200 +
150 1
o
o
-]
o

o2 (o) 2o
o

9\ %5\ (@

098¢/ 1092G/ | o350

L) 9 %o

0 0 ©0°

=&-DCL2 -#DCL3 -®-PGM

“*-PTIWI06 ~®PTIWI10 ~®PTIWI11

/./‘

“*-PTIWIO3 -®PTIWIO1 ~®PTIWIO9

100 +——
50 +

OOk

50

(o y°

sz (@

Q085S \eee
0 %0°

—®—DCR1 —®—DCR2 —®—DCR3

besspue momag

g

—

i

“®-PTIWI12 -*PTIWI15

50

=g .

~®-PTIWI02 ~*PTIWI04 -®PTIWI0OS

50

~—®—RDR1 —®—RDR2 —*—RDR3 —®—RDR4

50

0+

Figure 30: Profil d'expression des génes impliqués dans I'ARNi au cours de I'autogamie.
Les quantités relatives d’/ARNm pour chaque géne ont été déterminées a l'aide de microarray
(unité arbitraire). Les génes présentant un pic d'expression & l'autogamie (& gauche) ou
constamment exprimés au cours du cycle (a droite) sont représentés.

2)

Les voies de siRNAs

Il existe au moins deux voies de siRNAs chez la paramécie qui se distinguent entre
autre par leur méthode d'induction. La voie inductible par transgéne d'une part et la voie
inductible par feeding d'’ARNdb d'autre part. Ces deux voies sont représentées
schématiquement dans la figure 31 et sont détaillées dans les deux paragraphes suivants.
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Figure 31: Représentation schématique des deux voies de siRNAs chez la paramécie. La voie
d'’ARNi induite par feeding d’/ARNdb utilise les capacités de P. tetraurelia a ingérer des bactéries par
phagocytose puis a extraire les longs ARNdb des vacuoles digestives (par un mécanisme inconnu).
Les longs double-brin sont pris en charge par Dcrl et nécessitent les deux RdRPs Rdrl et Rdr2 pour
produire des siRNAs primaires de 23nt. Les études réalisées jusque-la n'apportaient aucune évidence
sur la production de siRNAs secondaires. 3 génes PTIWI sont impliqués dans cette voie (PTIWI12, 13
et 15). La voie ARNi induite par injection de transgénes dans le macronoyau implique des protéines en
commun avec la voie par feeding : Dicerl et Ptiwil3 ainsi que des protéines spécifiques : Ptiwi8,
Ptiwil4 et RAR3.

a. Lavoie inductible par transgéne

Depuis 1998, on sait que l'injection d'un transgene dans le mac de la paramécie peut
induire la répression du géne endogéne homologue (Ruiz et al. 19981 %)). La répression
induite par un transgene est maintenue pendant toute la croissance végétative de la paramécie
mais est perdue a l'autogamie ou a la conjugaison. En effet, I'ancien mac étant dégradé et
remplacé par un nouveau formé a partir du mic, tout I'ADN injecté est perdu a ce moment.
Dans cette premiére étude, les auteurs montrent que l'efficacité de la répression est
dépendante d'au moins deux critéres: la similarit¢ de séquence et le nombre de copies
stablement maintenues dans le mac. L'injection de la séquence codante de la famille
multigénique TMP composée d'environ 100 genes a révélé que seuls les ARNm des
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paralogues avec plus de 85% d'identité en séquence nucléotidique étaient réprimés. Les autres
génes de la famille, plus divergents, n'étaient pas affectés. Cette découverte montre que le
signal d'extinction est transmis par homologie de séquence et qu'en conséquence il est difficile
par cette méthode d'éteindre spécifiquement un gene lorsqu'il posséde des paralogues proches
(et c'est tres souvent le cas chez la paramécie suite a la derniére duplication du génome). Le
nombre de copies du transgene injecté dans le mac a aussi une influence sur I'efficacité de la
répression. 1l n'est pas possible de contrdler le nombre de copies injectées et maintenues dans
le mac cependant les auteurs ont montré qu'il faut au minimum 25 copies par génome
haploide donc environ 20 000 copies dans le mac pour induire I'extinction. De plus, alors que
I'injection du gene entier (avec le promoteur et le 3'UTR) et quel que soit le nombre de copies
n’affecte habituellement pas I'expression du géne, l'injection de la sequence codante peut
suffire a le réprimer. Ce résultat montre que I'absence des séquences régulatrices du géne et
un grand nombre de copies suffisent a déclencher la répression et suggere donc un mécanisme
de répression post-transcriptionnel (Ruiz et al. 19981},

Cette hypothese fut confirmée trois ans
plus tard par A.Galvani et L.Sperling. Les
l———— T —— || auteurs ont montré dune part que seul
‘ o I'absence du 3'UTR est requise pour
\ induire la répression et d'autre part que
I'injection d'un transgéne avec ou sans
dsRNA. ‘Sass [ARAAAA RNA promoteur conduit a la production d'ARN
formation Z 770 - AWiiprocessing  de taille aberrante dans les  deux
\ orientations. Cette observation indique que
\\ Iinjection d'un transgéne induit la
Y répression du géne par PTGS et suggere la
- P production d'un long ARN double-brin &

o BRI N !'origine de I'activati.on de Ia.voie d'’ARN
S interférence (Galvani & Sperling 20012

Figure 32: Conséquences de [Iinjection de (Figure 32).

transgenes dans le MAC. Les transgenes avec (en

bas) ou sans la séquence 3' non codante (en haut)

sont représentés. En absence du 3', l'injection du  Enfin, les genes codants pour des protéines
transgéne dans le mac induit majoritairement la . - P
production d'ARNdb (fléche large). En présence du de type Dicer, Piwi et RdRP (voir ci-
3' I'injection induit majoritairement la production  dessus) ont été testés pour leur implication

d'un ARNm normal et empéche sa prise en charge  4ans I'ARNI induite par transgéne. Les
par I'ARNi.

génes testés sont éteints par feeding
d'’ARNdb (voir paragraphe suivant) dans
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des paramécies injectées avec un transgene. Si I'expression du gene homologue au transgéene
est maintenue alors le gene éteint par feeding d'’ARNdb est impliqué dans la voie d’ARNI
induite par transgéne.

Parmi les génes de type Dicer et Dicer-like, seul DCR1 a pu étre impliqué dans I'ARNi
induite par transgéne (Lepere et al. 2009*™). D'autre part, trois génes Piwi (PTIWI08, 14, 13)
semblent nécessaires a cette voie ainsi que la RARP RDR3 (Bouhouche et al. 20111%% |

Marker et al. 2010%4).
b. La voie inductible par feeding dARNdb

La méthode pour éteindre un géne par "feeding d'’ARNdb" a été établie en 2002 chez la
paramécie. (Galvani & Sperling 2002™™). Les paramécies sont nourries avec la souche HT115
d'E.coli, déficiente pour la RNaselll et possédant une ARN polymérase T7 inductible a
I'IPTG. Cette souche est transformée avec un plasmide (L4440) contenant une séquence
particuliere flanquée de deux promoteurs T7 convergents. Aprées induction a I'IPTG, les
bactéries produisent de I'ARNdb complémentaire a cette séquence. Si la séquence entre les
deux promoteurs T7 est homologue a une portion de gene de la paramécie ce gene est alors
réprimé par ARNi. Cette méthode a d'abord été testée sur des genes non essentiels impliqués
dans la formation ou la décharge des trichocystes (TMP4a et ND7). Les trichocystes sont des
organites éjectiles, entourés d'une membrane et placés sous la surface des paramécies. En cas
de stress, les trichocystes sont éjectés violement de la cellule ce qui lui permettrait de se
déplacer rapidement et d'échapper a un éventuel prédateur (Figure 33). Il est possible d'induire
I'exocytose des trichocystes a l'aide d'acide picrique (phénotype tric+) (Galvani & Sperling
2000M°™). Aprés feeding d'une portion de géne de TMP4a ou ND7 et dans un délai de 48h, les
paramécies deviennent incapables d'éjecter les trichocystes (phénotype tric-). Le phénotype
est maintenu tant que les paramécies sont nourries avec les bactéries E.coli produisant de
I'ARNdb.
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tric + (WT) tric - (mutant)

Figure 33 : Phénotypes tric+ et tric- dans de I'acide picrique. A gauche, une
paramécie sauvage capable d'éjecter ses trichocystes en présence d'acide picrique.
A droite, une cellule mutante ou inactivé pour ND7 et donc incapable d'éjecter ses
trichocystes.

Les effets de la répression du gene sont rapidement abolis lorsque les paramécies sont

transférées dans un milieu avec des bactéries ne produisant pas d'/ARNdb, il n'y a donc a
priori aucun maintien de la répression. Cette observation suggéere qu'il faut un apport continu
en ARNdb pour maintenir la répression et donc que les ARNdb dans le cytoplasme
deviennent rapidement en quantité insuffisante soit parce qu'ils sont dilués par la croissance
végétative soit parce qu'ils sont rapidement dégradés ou encore utilisés pour I'ARN
interférence. Pour maintenir la répression en absence d'apport extérieur d’/ARNdb, il faudrait
qu'ils soient amplifiés ce qui ne semble pas étre le cas. Cette voie d'ARNi induite par feeding
est utilisée trés régulierement comme outil de génétique inverse chez la paramécie. Elle est en
effet plus facile a mettre en place et a contrdler que I'injection de transgenes.
Les genes nécessaires au fonctionnement de cette voie ont été étudiés par ARNi récursif. Des
expériences de "double-feeding" ont été réalisées avec le gene candidat a tester pour son
implication dans I'ARNi et le gene rapporteur (en général ND7). Si le gene rapporteur ne peut
plus étre réprimé alors le géne testé est certainement impliqué dans le mécanisme de
répression par feeding. Par cette méthode, DCR1, RDR1, RDR2 et PTIWI13 semblent
impliqués dans la voie d'’ARNi induite par feeding (Lepere et al. 2009%%”) | Bouhouche et al.
20110%1 Marker et al. 2010™% . La co-répression PTIWI12-PTIWI15 semble aussi affecter
I'ARNI par feeding cependant I'effet est plus faible (phénotype partiel) et met plus de temps a
apparaitre (3 jours) (Bouhouche et al. 20111%1),

Il est a noter que les analyses par ARNi récursif ne permettent pas de conclure que sur
des résultats positifs aussi bien pour la voie d'’ARNi induite par transgene que celle induite par
feeding d'/ARNdb. En effet, le fait que la répression d'un gene par feeding d’ARNdb n'affecte
pas le fonctionnement de la voie peut étre la conséquence de deux phénomeénes : le géne testé
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n'est pas impliqué dans la voie ou bien le feeding n'est pas assez efficace pour réprimer le
gene testé (entre autre parce qu'il est lui-méme nécessaire au fonctionnement de la voie). Il est
donc tout a fait possible que d'autres genes soient impliqués dans ces voies d’ARN
interférence méme s'ils n'ont pas été trouvés par ARNi récursif.

Ces deux méthodes d'induction de I'ARNiI (par transgéne ou par feeding) activent donc deux
voies de production de siRNAs différentes puisque certains genes impliqués sont spécifiques
d'une voie ou de l'autre. C'est par exemple le cas des RdRPs : Rdrl et Rdr2 ne semblent
impliqués que dans la voie par feeding alors qu'au contraire Rdr3 est uniquement nécessaire a
la voie par transgéne (Marker et al. 2010M%4).

c. Caractéristiques des siRNAs chez la paramécie

Les siRNAs de P. tetraurelia sont majoritairement de 23 nt et sont de ce fait distinguables des
scnRNAs de 25 nt (voir paragraphe p 51) (Garnier et al. 200411%),

Un petit nombre de SRNAs issu de I'extraction d'’ARN total de paramécies en conjugaison et
soumises au feeding ND7 ont été clonés puis séquencés dans I'étude de Lepére et al en 20009.
Les auteurs ont montré que le feeding d'ARNdb entraine la production de siRNAs primaires
sur la totalité de I'ARNdb.

Sur 58 siRNAs qui ont pu étre alignés sur I'ARNdb, deux classes ont été identifiées. La
premiere classe de siRNAs (environ la moitié) sont majoritairement de 23 nt, non modifiés et
s'alignent en quantité équivalente sur les deux brins de 'ARNdb. Certains de ces siRNAs se
situent aux extrémités de I'ARNdb inducteur, sur des séquences qui n'ont aucune similarité
avec ND7 (séquences appelées polylinkers). Ces siRNAs sont donc synthétisés a partir de
I'ARNdb et sont clairement identifiables comme siRNAs primaires. La seconde classe de
SiRNAs est composée de siRNAs modifiés avec une ou plusieurs adénines non génomiques et
sont donc plus longs (24,25 nt). Etonnement, ces siRNAs modifiés sont tous anti-sens au
transcrit ND7 et montrent un fort biais 5'U. Enfin, un unique siRNA adénylé a été aligné sur
ND?7 en dehors de la région complémentaire a I'ARNdb pouvant suggérer une production de
siRNAs secondaires par transitivité (Figure 34).
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Figure 34: Distribution des siRNAs sur ND7. La fléche noire représente le géne ND7
complet et le rectangle blanc, la position du fragment cloné dans le vecteur feeding afin de
produire I'ARNdb. La ligne du dessous représente I'ARNdb produite dans E.coli. Les
extensions en vert de chaque c6té de ND7 sont les séquences du vecteur entre les deux
promoteurs T7 convergents (régions polylinker). Les siRNAs sens et anti-sens sont alignés au-
dessus et au-dessous de cette ligne respectivement. Les siRNAs primaires sont en vert, les
siRNAs non modifiés sont en bleu et les siRNAs polyadénylés sont en rouge. Un seul siRNA a
pu étre trouvé sur la séquence ND7 en amont du fragment feeding (Garnier et al. 2004"%®)).

Ces résultats doivent étre interprétés pour le contexte particulier de la conjugaison ou
la machinerie d'’ARNiI est principalement utilisée pour synthétiser des schnRNAs et ou le
nombre de siRNAs induit par 'ARNdb devient donc trés faible en proportion. De plus,
I'unique siRNA sur ND7 observeé en dehors de la région complémentaire a I'ARNdb ne permet
pas de conclure d'un point de vue statistique quant a la production de siRNAs secondaires.
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La synthese de sSiRNAs secondaires a également été suggérée dans I'étude de (Marker
et al. 20101%). Dans cette étude les siRNAs sont étudiés par Northern Blot et I'orientation
des siRNAs est spécifiquement révélée par une sonde sens (détection des siRNAs anti-sens)
ou une sonde anti-sens (détection des siRNAs sens). Deux tailles différentes pour les sSIRNAs
ont été observées dans cette étude. D'une part une grande quantité de SiRNAs de 22 nt
principalement anti-sens pouvant étre des siRNAs secondaires et d'autre part des siRNAs
primaires de 23 nt, répartis sur les deux brins (Figure 35).

probe: ND169 probe: polylinker
A51T ND A5 ND

- Ladder
. 4 25nt

probe:
antisense

21 nt

25 nt

probe:
sense

21 nt

Figure 35 : Caractéristiques des siRNAs induits par ARNdb. Les genes
ND169 (ND) ou A (géne contrdle) sont éteints par feeding d'’ARNdb. Les
siRNAs produits sont détectés avec une sonde sens (en bas) ou anti-sens (en
haut) homologue au géne ND169 (& gauche) ou au polylinker présent dans les
deux feeding d'ARNdb (a droite). Les fleches indiquent les deux tailles de
SiRNAs observés. Les siRNAs primaires hybridés au polylinker sont en quantité
équivalente sur les deux brins et sont de 23 nt. Deux classes de siRNAs sont
hybridés sur ND169 : des siRNAs de 22 nt essentiellement anti-sens et des
SiRNAs de 23 nt répartis sur les deux brins. (Marker et al. 20101°4)

Cette faible différence de taille reste a étre confirmée car différents facteurs peuvent
influencer la migration des SRNAs sur blot tel que le taux de purine, I'état de phosphorylation,
la méthylation,... Des tests biochimiques ont été réalisés pour répondre a ces questions. Apres
traitement des siRNAs avec une exonucléase spécifique des ARN 5'-monophosphate, tous les
siRNAs semblent étre dégradés ce qui suggére que les siRNAs sont tous 5' monophosphate.
De méme, le traitement au periodate suivi par la B-élimination permet de retirer le dernier
nucléotide en 3' seulement s'il est 2'-OH et 3'-OH. Apres ce traitement les sSiRNAs migrent 1,5
nt plus loin dans le gel montrant qu'ils ne sont pas résistants au traitement et donc non-
méthylés en 3'. Au contraire les siRNAs induits par transgene sont résistants et sont donc
méthylés en 2' ou en 3' du ribose 3' terminal (Marker et al. 20101%4).
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d. Les siRNAs endogenes

Trés peu de siRNAs produits par le génome de la paramécie ont été caractérisés jusqu'a

présent. Le seul locus de SRNAs endogene identifié (cluster22) est un locus intergenique de
200 pb situé sur le scaffold 22 entre deux génes convergents (Lepere et al. 20092™). Il a été
identifié apres clonage et sequencage de 1024 sRNAs au cours d'un feeding du gene ND7 a la
conjugaison parmi lesquels 9 SRNAs de 23 nt ont pu étre alignés sur le cluster22. 5 d'entre
eux ont une queue poly A et 7 commencent avec un U. Ces 9 sSRNAs sont sur le méme brin
suggerant que ce sont bien des siRNAs endogénes produits par le méme meécanisme que les
siRNAs adénylés alignés sur le gene ND7 ciblé par 'ARNdb.
De plus, les antigenes de surface chez P. tetraurelia semblent étre régulés par des voies
d’ARNi. Au moins 11 antigénes de surface peuvent étre exprimés de maniére mutuellement
exclusive. Le géne exprimé défini le sérotype du clone. Malgré de nombreuses études traitant
du sérotype des paramécies, la fonction de ces antigenes de surface reste inconnue. Il a été
montré que l'expression des antigénes de surface est régulée de maniere post-
transcriptionnelle (Simon et al. 20061°) et que cette régulation est dépendante de RDR3
(Marker et al. 20101, L'analyse des siRNAs homologues aux antigénes de surface
permettrait la compréhension de ces mécanismes de régulation.

3) Lavoie des scnRNAs

Une voie d'ARN interférence exprimée uniquement au cours de la reproduction de la
paramécie a également été identifiée (Lepere et al. 2009%™). Cette voie produit des scanRNAs
d'environ 25 nt avec une signature 5'UNG qui sont requis pour I'élimination d'un grand
nombre d'IES du génome mac (environ 1/3 des 45000 identifiés) au cours des événements
sexuels. Les scnRNAs ont de fortes similitudes avec les piRNAs. Structurellement, ces deux
classes de SRNAs produisent des molécules de plus grande taille que les siRNAs et portent un
U en 5'. De plus, les piRNAs et les scnRNAs sont nécessaires a la reproduction sexuelle et
sont impliqués dans le contrdle des éléments transposables (les IES étant certainement dérivés
de transposons). Les scnRNAs sont produits a partir du génome mic pendant la méiose. Le
mic est transcriptionnellement inactif en phase végétative mais il est actif en début de méiose
et transcrit dans les deux orientations, probablement sur la totalité de sa séquence (Figure 36).
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Les double-brin formés requiérent Dcl2 et Dcl3 (Lepere et al. 2009%™) pour étre
clivés en scnRNAs. Ces scnRNAs sont donc homologues aux séquences, exoniques,
introniques et intergéniques des deux brins du génome germinal. L'extinction par feeding des
génes Dcl2 et 3 induit des défauts majeurs de réarrangements a l'autogamie et a la
conjugaison et provogue la mort de la progéniture sexuelle (Lepere et al. 2009™). PTIWI01
et PTIWI09 sont également requis pour le fonctionnement des scnRNAs (Bouhouche et al.
2011"%1  Un modéle a pu étre construit pour expliquer comment les scnRNAs vont aller
cibler spécifiquement les IES du macronoyau en développement pour induire leur élimination
(Figure 36). Les scnRNAs sont transportés du micronoyau vers le macronoyau parental pour
cibler les transcrits des séquences mac par homologie de sequence. Le genome MAC est
probablement transcrit sur la totalité de sa séquence et sur les deux brins au cours des
événements sexuels (Lepere et al. 2008™%)). Les scnRNAs qui n'ont pas de cible dans I'ancien
macronoyau vont finalement étre diriges vers le nouveau macronoyau en développement et
cibler les transcrits naissants qui étaient donc absents dans I'ancien MAC (Coyne et al.
2012 (Figure 36). L'élimination ARN-dépendante des IES permet & chaque génération de
reproduire un génome mac identique au génome mac parental.
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Figure 36 : Modeéle des scnRNAs chez P. tetraurelia.(Coyne et al. 2012%%)
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Un mécanisme d'amplification des scnRNAs a récemment été caractérise. A un stade
tardif au cours du développement du nouveau mac, des iesRNAs légérement plus grands que
les scnRNAs (25-28 nt) et dépendants de Dcl5 apparaissent. Ces iesRNAs sont présents
uniquement sur les séquences des IES ce qui suggere qu'ils sont produits a partir des
scnRNAs une fois qu'ils ont été sélectionnés dans I'ancien mac. Cependant les mécanismes
contrélant I'amplification et le role de ces scnRNAs secondaires restent a étre découverts
(Sandoval et al. 2014°Y).

Cette voie des scnRNAs est également essentielle & la détermination du type sexuel des
paramécies. En effet, le type sexuel E est dépendant de I'expression de la protéine
transmembranaire mtA et le type sexuel O est exprimé lorsque le promoteur et le début de la
séquence codante de mtA est excisé par la voie des scnRNAs de la méme maniére qu'une IES
(Singh et al. 2014°%) (Figure 37). Le type sexuel des paramécies est donc hérité
épigenétiquement, il est indépendant de la séquence germinale mais dépend de la rétention ou
non du promoteur de mtA dans le macronoyau somatique parental. Cette découverte démontre
la capacité d'exaptation de cette voie d'ARN interférence médiée par les scnRNA en faveur du
contrdle de I'expression des génes cellulaires (Singh et al. 2014°),

f:v 7

MAC O
—{ [ I ). - 2

Figure 37: Représentation schématique du géne mtA dans le micronoyau
germinal et dans les macronoyaux de type sexuel E ou O. Les rectangles noirs
indiquent la position des IES, le rectangle gris la séquence contenant le promoteur de
mtA excisé dans les paramécies de type sexuel O.
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V.

Présentation du sujet

Les études précédentes ont permis d'identifier clairement deux voies d'ARN interférence
végétatives chez la paramécie : la voie inductible par transgéne et la voie induite par feeding
d’ARNdb. Par ARN interférence récursive, un certain nombre de gene Dicer, Piwi et RdRP
ont été impliqués dans ces voies. Mon travail de these a consisté a étudier la voie d’ARNi
induite par feeding d'ARNdb afin d'essayer d'en comprendre les mécanismes moléculaires
mais aussi la fonction endogéne. 3 grandes questions sur cette voie d'’ARNiI ont orienté mes
recherches.

Les génes impliqués dans la voie d'ARNi par feeding :

L'identification de genes par ARN interférence récursif est une méthode qui nécessite
d'avoir un a priori sur les genes impliqués dans la voie. De plus, les résultats sont parfois
partiels et un résultat négatif ne signifie pas que le géne testé n'est pas impliqué. De ce fait, il
est tres probable que d'autres génes soient impliqués dans ces voies. Par exemple, la
paramécie est capable d'extraire les longs ARN double-brin des vacuoles digestives pour
initier 'ARNI. Il pourrait exister un mécanisme actif mettant en jeu une ou plusieurs protéines
membranaire pour permettre le transport de ces ARNSs. L'identification de ces génes semble
alors essentielle pour comprendre le fonctionnement de cette voie.

La fonction des RARPs dans la voie d'/ARNi :

Le fait que deux RARPs soient impliquées dans la synthése de siRNAs primaires pose
au moins deux questions. La premiere concerne le role de ces RdARPs. RdR1 et RAR2 sont
nécessaires a la synthése des siRNAs primaires dans une voie d'ARNi qui a priori ne
nécessite par la synthése d'un ARNdb puisqu'il est déja sous cette forme dans les bactéries
ingérées par la paramécie. La seconde question est de comprendre pourquoi les deux RARPs
sont nécessaires. Elles semblent non redondantes puisque l'inhibition d'une seule RARP suffit
a rendre la cellule déficiente pour I'ARNI, cependant, la quantité de protéine restante de l'autre
RARP pourrait ne pas étre suffisante pour une répression efficace. Enfin, ces deux RdRPs
pourraient aussi étre impliquées dans la synthese d'éventuels siRNAs secondaires.

Mécanismes de production de sSiRNAs secondaires :

La production de siRNAs secondaires chez la paramécie n'a pas pu étre montrée
clairement dans les études précédentes, cependant l'existence de 3 RdARPs dans les voies
végétatives de siRNAs et le biais anti-sens des sSiRNAs le suggére fortement. Les mécanismes
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conduisant a la synthése de siRNAs secondaires et plus généralement les caractéristiques
moléculaires des siRNAs chez la paramécie restent a étre étudies.

Pour répondre a ces questions, deux approches trés différentes mais complémentaires
ont été mises en ceuvre dans le laboratoire. La premicre approche a été de réaliser d'un crible
génetique direct afin d'obtenir des mutants mendéliens déficients pour I'ARNi et d'identifier
de novo des genes impliqués dans la voie. Les résultats obtenus sont présentés dans la
premiere partie de la section suivante et répondent au moins partiellement & la premiere
question. La seconde approche a été de séquencer les petits ARN produits aprés induction de
I'ARNI par feeding dans des paramécies sauvages ou dans les mutants obtenus par le crible
précédent. Cette analyse a été réalisée pour comprendre le r6le de chacun des génes dans la
voie mais aussi pour analyser les caractéristiques des siRNAs primaires et secondaires et donc
pour répondre aux deux autres questions.
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Premiére partie : ldentification et caractérisation des genes
impliqués dans I'ARNI induite par ARNdb

A. A forward genetic screen reveals essential and non-essential RNAI
factors in P. tetraurelia

Un crible de mutagénése a permis d'obtenir des mutants mendéliens déficients pour
I'ARNI, dont les génomes ont été séquenceés afin d'identifier sans a priori des génes impliqués
dans la voie d'ARN interférence induite par ARNdb. Au total, 49 alleles ont ainsi été
identifiés pour 6 génes : un Dicer (DCR1), deux RdRPs (RDR1 et RDR2), une nucléotidyl-
transférase (CID1) et deux nouveaux genes (PDS1 et PDS?2). Certains de ces genes (RDR2 et
DCRI1) sont également impliqués dans une autre voie d’ARNIi (inductible par des transgénes).
De maniére intéressante, 1’analyse de la diversité allélique obtenue indique que ces derniers
sont essentiels, tandis que les génes spécifiquement impliqués dans le traitement de I’ARNdb
ingéré ne le sont pas. Les résultats de ce crible de génétique direct ont été publiés dans
Nucleic Acid Research en janvier 2014. L'article complet est présenté dans les pages qui
suivent et les documents supplémentaires se trouvent dans |'annexe |
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ABSTRACT

In most eukaryotes, small RNA-mediated gene si-
lencing pathways form complex interacting net-
works. In the ciliate Paramecium tetraurelia, at least
two RNA interference (RNAiI) mechanisms coexist,
involving distinct but overlapping sets of protein fac-
tors and producing different types of short interfering
RNAs (siRNAs). One is specifically triggered by high-
copy transgenes, and the other by feeding cells with
double-stranded RNA (dsRNA)-producing bacteria.
In this study, we designed a forward genetic screen
for mutants deficient in dsRNA-induced silencing,
and a powerful method to identify the relevant muta-
tions by whole-genome sequencing. We present a set
of 47 mutant alleles for five genes, revealing two pre-
viously unknown RNAI factors: a novel Paramecium-
specific protein and a Cidl-like nucleotidyl trans-
ferase. Analyses of allelic diversity distinguish non-
essential and essential genes and suggest that the
screen is saturated for non-essential, single-copy
genes. We show that non-essential genes are specif-
ically involved in dsRNA-induced RNAi while es-
sential ones are also involved in transgene-induced
RNAI. One of the latter, the RNA-dependent RNA poly-
merase RDR2, is further shown to be required for
all known types of siRNAs, as well as for sexual re-
production. These results open the way for the dis-
section of the genetic complexity, interconnection,
mechanisms and natural functions of RNAIi pathways
in P. tetraurelia.

INTRODUCTION

Small RNA pathways have greatly diversified in function
during the evolution of eukaryotes (1,2) but generally rely
on the production of 21-28nt short RNAs (sSRNAs) from
single- or double-stranded RNA precursors. Once loaded
onto Argonaute-containing effector complexes, SRNAs can
target complementary transcripts and silence homologous
sequences by diverse mechanisms, such as posttranscrip-
tional or transcriptional inhibition or even DNA elimi-
nation (1,3). In RNA interference (RNAI), short interfer- ing
RNAs (siRNAs) are produced by endonucleases of the
Dicer family from long double-stranded RNA (dsRNA)
(4,5). The initial dsSRNA triggers may be products of RNA-
dependent RNA polymerases (RdRPs), enzymes that also act
at downstream steps in some organisms to amplify the
silencing response through the synthesis of secondary siR-
NAs (6,7).

Different small RNA pathways often coexist in a single
organism, involving distinct types of SRNAs. In plants, an-
imals and fungi, miRNAs and endogenous SiRNAs regu-
late the expression of somatic and germline-specific genes,
and specific endogenous siRNAs control transposons in so-
matic cells (2,3). Various organisms can also respond to en-
vironmental dsRNA, for instance some nematode and in-
sect species that process dsRNA ingested within food bac-
teria or entering cells by endocytosis (8). Exogenously in-
duced RNAI pathways were shown in several species to me-
diate antiviral defense (9-12). Despite the diversity of trig-
ger molecules and SRNA responses, the different pathways
involved can be interconnected by sharing some protein fac-
tors (3).

In ciliates, a phylum characterized by nuclear dimor-
phism, a meiosis-specific class of small RNAs (scnRNAS)
targets the elimination of specific sequences during de-
velopment of the somatic macronucleus (MAC) from the
germline micronucleus (MIC) (13-17). As a result, the
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MAC genome is cleared of transposable elements and
derived single-copy internal eliminated sequences (IESS)
(18,19). In addition, siRNA pathways are active through-
out the life cycle, as shown in Tetrahymena thermophila
(20,21) and Paramecium tetraurelia (15,22). In P. tetraure-
lia, experimental induction of gene silencing revealed that
different trigger molecules recruit different RNAI factors and
produce different classes of SRNAs. It was first dis- covered
that transformation of the MAC with high-copy transgenes
lacking the 3 UTR results in aberrant tran- scripts on both
strands (22,23) and silencing of homolo- gous endogenous
genes (23,24). Transgene-induced silenc- ing requires the
Dicer protein Dcrl (15), the Piwi pro- teins Ptiwil3 and
Ptiwil4 (25), and the RdRP Rdr3. Al- though Rdr3 appears
to be catalytically inactive, it was im- plicated in the
regulation of surface antigen gene expres- sion and in the
accumulation of endogenous siRNAs of unknown function
(22). Transgene-induced siRNAs are 5 monophosphate and
modified at the 3 end, presumably by

2 -O-methylation (22).

A second pathway, which allows Paramecium to pro- cess
exogenous dsRNA, was found to involve a distinct but
overlapping set of RNAI factors. Feeding cells with
Escherichia coli bacteria engineered to produce dsRNA,
equivalent to the ‘feeding’ technique in Caenorhabditis ele-
gans (26,27), induces silencing of endogenous genes homol-
ogous to the dsRNA (28). In this pathway, Dcrl (15) and
the two RdRPs Rdrl and Rdr2 (22) are required for accu-
mulation of two types of siRNAs: primary siRNAs, pre-
dominantly 23 nt in length and produced from the orig-
inal dsRNA trigger, and secondary siRNAs, presumably
produced from the target mMRNA (15,22). In contrast to the
primer-independent, 5 triphosphate secondary SiRNAS
produced by direct RARP activity in C. elegans (29-31), P.
tetraurelia dSRNA-induced siRNAs are 5 monophosphate.
Three Piwi proteins (Ptiwil3, Ptiwil2 and Ptiwil5) appear
to be involved in this pathway (25).

The MIC genome of P. tetraurelia has undergone at least
three whole genome duplications (WGDs), resulting in
~40,000 genes in the MAC genome, which isresponsible for
all gene expression. 68% of genes still retain their duplicates
from the most recent WGD (WGD1), and the conservation
of protein sequences suggests that most duplicate pairs are
functionally redundant (19). WGDs may explain in part the

large number of genes encoding core RNAI factors: eight
Dicer- and Dicer-like genes (including one WGD1 duplicate

pair), 17 Piwi genes (two unpublished) (six WGDL1 pairs)
and four RARP genes (no WGD1 duplicate). Only a few of
these genes have been assigned any function, making P.
tetraurelia a very interesting model to study the genetic and
mechanistic complexity of small RNA-mediated pathways.
Due to the lack of an established method to transform the
MIC genome, however, reverse genetics approaches have
been restricted to RNAI thus far, providing only limited
possibilities for the functional analysis of genes involved in
RNAI. Targeting a gene involved in its own silencing (recur-
sive RNAI (32)) is a self-defeating process which cannot be
completed, and is not conclusive when no effect is observed.
In this study, we describe the outcome of a forward ge-
netic screen for mutants deficient in dSRNA-induced silenc-
ing, based on lethal dsRNA ‘feeding’, which was expected

to yield loss-of-function alleles for genes that do not have
functionally redundant paralogs. A combined strategy, in-
cluding the development of a powerful method to identify
mutations by whole-genome resequencing, allowed us to
characterize 71 RNAi-deficient mutants and yielded a total
of 47 alleles for three known and two previously unknown
genes. Analyses of allelic diversity revealed a non-essential
dsRNA processing machinery but provided evidence for an
essential RNAI function during the life cycle, and suggested
that the screen is saturated for non-essential, single-copy
genes. The dsRNA- and transgene-induced RNAI pathways
are further shown to share essential protein factors.

MATERIALS AND METHODS
Paramecium strains, cultivation and genetic analyses

Mutagenesis and other experiments were carried out with
wild-type strain 51 of P. tetraurelia, mating type E. RNAI
mutants were back-crossed either with strain 51 or with
strains carrying the nd7-1 mutation (33) as a genetic marker
(after three rounds of back-cross into strain 51). Unless oth-
erwise specified, cells were grown at 27°C in wheat grass
powder (Pines International Co., Lawrence, KS, USA) in-
fusion ////medium bacterized with Klebsiella pneumoniae
the day before use and supplemented with 0.8 mg/ml -
sitosterol. Genetic analyses of mutants were carried out ac-
cording to standard procedures (34). F1 phenotypes were
recorded for each of the two Kkaryonides resulting from the
two exconjugants of at least two conjugating pairs, and at
least 30 F2 clones resulting from autogamy of F1 heterozy-
gotes were studied.

Random mutagenesis and screening for RNAi-deficient mu-
tants

UV mutagenesis (254 nm) was carried out on several inde-
pendent batches of 200,000 pre-autogamous cells, accord-
ing to Cohen (35), with a modified dose of 650 J/m?2. Cells
were allowed to undergo two divisions before autogamy was
triggered by starvation to make MIC mutations homozy-
gous in the MICs and MACs of progeny. Three batches in
which autogamy reached >90% of the cells, and showing a
post-autogamous survival rate of 75-80%, were selected for
screening. To isolate mutants deficient in dsRNA-induced
RNAI, post-autogamous cells were first fed with three vol-
umes of Klebsiella medium (~1-2 vegetative divisions) and
starved again to eliminate fragments of the old MAC (mon-
itored by DAPI staining), which would otherwise comple-
ment mutations in the new MAC. Cells were then washed
and transferred to three volumes of NSF “feeding medium*
(E. coli producing NSF dsRNA, see below) and grown un-
til mass lethality (~ 36 hours, four divisions). Surviving
cells were isolated and grown in standard K. pneumoniae-
bacterized medium. Each clone was replicated for storage
and further experiments. RNAI deficiency was verified by
feeding each clone with dsRNAs from the unrelated genes
ND7 and ND169 (33), both required for trichocyst dis-
charge, a quantitative phenotype that allows to distinguish
full and partial RNAi deficiencies (see below).
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Figure 1. Mutagenesis screen and identification of unknown RNAI fac- tors.
(A) UV irradiated cell cultures were starved to induce autogamy, a self-
fertilization process that leads to complete homozygocity of the MIC
genome. Re-feeding cells with Klebsiella pneumoniae medium allowed
development of the new MACs from the resulting homozygous zygote
within two cell divisions, leading to expression of the mutated genes. Trans-
fer of cells into NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) dsRNA feeding
medium allowed isolation of potential rnai mutants, as silencing of the es-
sential NSF gene leads to lethality only in wild type cells (28,40,41). (B) To
identify mutations in unknown RNAI factors, silencing deficient mutants
were crossed with the wild type, resulting in heterozygous F1 progeny. After
autogamy, F2 clones become homozygous for the rnai- (grey) or wild type
(black) allele. Most other (UV-induced) mutations (grey) are not linked
with the target mutation (rnai-) and segregate independently. F2 clones
carrying the rnai- allele were pooled for MAC DNA extraction and whole
genome-sequencing. In this data set only the rnai- mutation is covered by
100% of SNP-containing reads, whereas all other mutations are ideally cov-
ered by 50% SNP-containing and 50% wild type reads.

Induction of RNAI and phenotypic analyses

Production of dsRNA in E.coli strain HT115DE3, feeding
to Paramecium cells, transgene-induced silencing of ND169,
and monitoring of trichocyst discharge phenotypes were
carried out as described previously (22,36). Nsf-depleted
cells were checked for viability after 36 hours, the time at
which typically all cells were dead or dying in a success-
ful silencing. To reveal partial loss-of-function phenotypes,
ND169 dsRNA producing E. coli were typically mixed in
1:5 ratio with ICL7a dsRNA producing bacteria.

Plasmid constructs and re-sequencing of known genes

To induce silencing of NSF and of ND169 by dsRNA feed-
ing or by transgene (pTI-) plasmid constructs produced pre-

viously (22,28) (Supplementary Table S1). For silencing of
PDS1 and CID1-like genes fragments of the coding region
were cloned into the plasmid L4440 (Supplementary Ta-
ble S1) and dsRNA was synthesized in E. coli HT115 DE3
(Supplementary Figure S1). Complementation of mutants
was achieved by microinjection of the entire open reading
frame and flanking sequences, including the endogenous
promotor, cloned into the pUC18 plasmid vector (Supple-
mentary Table S1). For re-sequencing of known genes, cod-
ing sequences including flanking regions were amplified by
PCR using a proof reading polymerase (Phusion® High
Fidelity, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Products were purified by phenole extraction and PEG
precipitation (7,5% PEG 8000 final) and sequenced with
marginal and internal primers (oligonucleotide sequences on
request).

Purification of MAC DNA, whole-genome sequencing and
identification of SNPs

RNAI mutants carrying an unknown mutation were back-
crossed to wild type and one karyonide of each exconju-
gant F1 clone was brought to F2 by autogamy. 30 F2 clones
were isolated and tested for RNAI deficiency by feeding of
ND169 or NSF dsRNA. Mutant clones showing silencing
deficiency were raised to large cultures. Immediately prior
to DNA extraction, vegetative mutant cultures of both mat-
ing types were fused and MAC DNA was extracted from
this pool (~ 3 mio cells) according to the protocol used for
DNA purification from developing MACs (18). Briefly, cells
were concentrated, washed, supplemented with 3 volumes
of lysis buffer (0.25 M sucrose, 10 mM MgCl,, 10 mM Tris
pH 6.8, 0.2% Nonidet P-40) and lysed at 4°C with a Potter-
Elvehjem homogenizer, allowing cell- but not MAC lysis.
MACs were collected and purified from bacteria and cell
debris by ultracentrifugation through a 2.1M sucrose cush-
ion. Recovered MACs were lysed and DNA was extracted
as described (37). 5 g of RNaseA-treated genomic DNA
were used for library construction. DNA was sequenced by
single-end (75 bp lead length) or paired-end (50 or 100 bp
read length) strategies using Illumina GAIl and HiSeq
next-generation sequencers (overview of sequence output
for each mutant F2 pool see Supplementary Table S2). The
reads were mapped to the reference P. tetraurelia strain 51
genome (18,19) using BWA (38) with default parameters
and the mapping indexed with samtools (39). Custom Perl
scripts and the SAMtools mpileup function were used to
identify positions where at least 80% of the calls differed
from the reference genome, at positions with at least 10-X
coverage and less than 300-X coverage. The list of SNPs was
then curated to identify candidate mutations for experimen-
tal validation.

Small RNA analysis by northern blot

Total RNA extraction and small RNA northern blots were
carried out as described (22). As previously, two adjacent

50nt sense oligonucleotide probes matching to the dsRNA
region were used to detect ND169 siRNAs, as most of the
produced siRNAs are antisense to the target transcript.
Similarly, endogenous cluster22 siRNAs were detected with
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Figure 2. Alleles identified from a screen for mutants deficient in dsRNA-inducible RNAi. Unambiguous null alleles (purple, as defined in the text)
were obtained only for RDR1 and PDS1. The location of premature stop codons resulting from frameshifting mutations is shown by grey dots. The 5 TA
boundary of the only IES (76 bp) in the RDR2 gene is mutated to AA in the rdr2-1.24 allele, leading to complete retention of the IES in the MAC
(Supplementary Figure S8B). Hypomorphic alleles are shown in blue. Gene accession numbers are available in supplementary data (Supplementary Table
S1). Co-segregation of the phenotype with the mutation in F2 was verified for alleles labelled with an asterisk (*). Alleles complemented by injection of
linear DNA encoding the wild-type gene with its natural flanking regions are labelled with two asterisks (**).

two adjacent 50nt oligonucleotide probes, complementary to
the top strand (relative to transcription of the 5’-marginal
ORF).

RESULTS

Lethal dsRNA feeding allows isolation of Mendelian mutants
fully or partially deficient in RNAI

To isolate mutants of the dsRNA-induced silencing path-
way, we first treated wild-type cells with UV light to induce
random mutations in the MIC genome. Cell populations
were then allowed to undergo autogamy, a self-fertilization
sexual process in which only one of the parental MIC al-
leles is retained, and made homozygous in the MICs and
MACs of progeny (Figure 1A). Cultures were then screened
by feeding them an E. coli strain producing dsRNA ho-
mologous to NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor), an
essential gene involved in exocytosis and membrane traf-
fic (28,40,41). NSF dsRNA feeding rapidly Kills the wild
type, so that only mutant cells deficient in dsSRNA-induced

RNAI would be able to survive. 150 surviving cells were iso-
lated, and the RNAi-deficient phenotypes were confirmed
by dsRNA feeding targeting different genes (NSF; ND7 and
ND169, two single-copy, unrelated genes involved in the ex-
ocytosis of secretory granules called trichocysts (33,42), for
details see below, Figure7B). After sorting out non-viable,
false positive or strongly hypomorphic clones (detailed out-
come of the screen in Supplementary Table S3), a set of 79
RNAI-deficient cell lines was established.

71 lines were further analyzed. Of these, 64 were fully defi-
cient in RNAI, showing normal growth rates in NSF feeding
medium and wild-type levels of trichocyst discharge upon
ND7 and ND169 feeding. 7 lines were only partially com-
promised in RNAI, suggesting hypomorphic mutations. We
reasoned that feeding cells with a smaller amount of dsSRNA
would be more sensitive to partial defects in the RNAI
machinery. Consistently, diluting the silencing trigger (e.g.
ND169 dsRNA bacteria in a 1:5 ratio with bacteria pro-
ducing dsRNA from ICL7a, which encodes a non-essential
centrin (24)) revealed stronger phenotypes in hypomorphic
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mutants, comparable to the full RNAI deficiency, although
this still led to complete silencing in wild-type cells.

Back-crossing selected lines to the wild type confirmed
that RNAI phenotypes were due to Mendelian and reces-
sive loss-of-function mutations: F1 heterozygotes showed a
wild-type phenotype, and F2 homozygotes obtained by
autogamy of the F1s showed the expected 1:1 segregation
of wild-type and mutant phenotypes upon dsRNA feed- ing
(Supplementary Table S4A). Although these segrega- tion
analyses would not be sufficient to dissociate closely linked
mutations, the total number of UV-induced muta- tions in
the genome was later estimated to be ~30 per irradi- ated
cell on average after autogamy (Supplementary Table S5A;
mutations see Supplementary Table S5B), indicating that
in most cell lines the RNAI deficiency is due to a single
mutation.

The mutant screen reveals known and new genes involved in
dsRNA-induced RNAI

To identify the mutations in RNAi-deficient lines, we de-
veloped a whole-genome sequencing procedure to distin-
guish the mutation causing the phenotype from other, irrel-
evant UV-induced mutations, after a single round of back-
cross to the wild type (Figure 1B). Briefly, F1 heterozygotes
were taken through autogamy, and sets of ~30 homozy-
gous F2 clones were tested for their capacity to respond to
dsRNA feeding. Deep sequencing of MAC DNA from
pools of =15 independent RNAi-deficient F2s will iden- tify
the RNAI mutation as being present in 100% of reads,
while other, unlinked mutations show up only in 50% of
reads on average. This strategy was used in combination
with complementation tests and resequencing of genes pre-
viously implicated in the pathway to identify candidate mu-
tations in all 71 lines. 45 of them contained mutations in
RDR1, RDR2 or DCR1 (Table 1), confirming the role of
these genes in dsSRNA-induced RNA.I.

The remaining 26 lines were found to carry muta- tions in
either of two new genes, for which one allele was initially
identified by the whole-genome sequencing procedure. The
missense mutation 1.8 (Figure 2; Sup- plementary Table S6)
is located in the predicted gene PTETG9100013001
(ParameciumDB), encoding a protein of the nucleotidyl
transferase family (also referred to as non- canonical
polyA/U RNA polymerases (43)) (Figure 3A). It is related
to the first described non-canonical polyA poly- merase,
Cidl of S. pombe, as well as to S. pombe’s Cid12
(Supplementary Figure S2), the first protein among others
of that family shown to be involved in small RNA medi-
ated silencing (44). The gene was therefore named CID1.
Cidl is closely related to Rdn2 of T. thermophila (Supple-
mentary Figure S2; Figure 6A), which physically interacts
with the RARP Rdrl in an ‘RARC’ complex (45,46). CID1 is
expressed at constant levels throughout the life cycle (Sup-
plementary Figure S3).

Mutation 3.18 lies in a 2-kb single-copy gene on MAC
scaffold 6 (PTETG600032001) (Figure 2; Supplementary
Table S6), expressed throughout the life cycle (Supplemen-
tary Figure S3). Blast and conserved domain searches did
not reveal any significant hit, even in other available cili-
ate genomes (Tetrahymena thermophila, T. borealis, T. el-

A Pt-Cidl
Pt-Cid2
Tt-Rdnl
Tt-Rdn2
sp-cidl
sp-cidlz - --
Ce-Rde3
Ce-Cdel
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Figure 3. Two newly identified proteins involved in dSRNA-induced RNA..
Protein alignments were performed using the MUSCLE v4 soft- ware (77).
(A) Cidl is a nucleotidyl transferase. Aspartic-acid residues of the
predicted catalytic triad (*) required for nucleotidyl transferase activ- ity
of A. thaliana Heso-1 (51) and T. thermophila Rdnl and Rdn2 (46) are
mutated in cid1-1.6 and cid1-3.4. Pt, Paramecium tetraurelia; Tt, Tetrahy-
mena thermophila; Sp, Schizosaccharomyces pombe; Ce, Caenorhabditis el-
egans; At, Arabidopsis thaliana; Hs, Homo sapiens. (B) Pds1 is conserved
in Paramecium species. Examples of missense alleles obtained for Pt-Pdsl
in the RNAI mutant screen are indicated with black arrowheads (substi-
tuting amino acids see Supplementary Table S6). Pt, P. tetraurelia; Ppr, P.
primaurelia; Pb, P. biaurelia; Ppe, P. pentaurelia; Ps, P. sexaurelia; Pm, P.
multimicronucleatum, Pc, P. caudatum.

liotti, T. malaccensis (Oligohymenophora) and Oxytricha
trifallax (Hypotricha). In contrast, the gene is present in
all sequenced species of the Paramecium genus, allowing
identification of conserved amino acids (Figure 3A; Sup-
plementary Figure S4). Deduced from its specificity for
dsRNA-induced RNAI (see below), we named this gene
PDS1 (Paramecium dsRNA-induced RNAiI-specific protein
1).

These candidate mutations were shown to co-segregate
with the RNAi-deficient phenotype in each of the F2 clones
included in the genome-sequencing pools, and microinjec-
tion of the cloned wild-type genes into the MAC of mu-
tants (cid1-3.19 and pdsl-3.17) rescued the RNAI defi-
ciency (data not shown). In addition, depletion of these pro-
teins by recursive RNAI experiments (see below, Figure 7D)
resulted in an RNAi-deficient phenotype. We conclude that
CID1 and PDS1 are required for dsSRNA-induced silencing.

The RNAI response to dsRNA from food bacteria is not es-
sential for viability

Our screen for RNAi-deficient mutants was unlikely to re-
veal genes with functionally redundant WGD1 ohnologs,
unless disruption of one copy led to a dosage effect. For
single-copy genes, we could expect null alleles of non-
essential genes and hypomorphic alleles of essential genes.
Unambiguous null alleles were here defined as those con-
taining nonsense mutations or frameshifts resulting in pre-
mature stop codons, due to indels or mutations in intron
splice sites (47), except in cases where the best part of the
protein is conserved and where there is experimental ev-
idence for a partial RNAI deficiency. An allele was cate-
gorized as hypomorphic if the RNAI deficient phenotype
was only partial and/or dsRNA feeding-induced siRNAs
were reduced, but still detectable on northern blots. Indeed,
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Table 1. Mutants obtained in a screen for dsSRNA-induced RNAI deficiency.

mutants alleles function homologs
RDR1 41 26 RdRP Tt, At, Ce, Sp
RDR2 2 2 RdRP Tt, At, Ce, Sp
DCR1 2 2 RNase Il Dicer Tt, At, Ce, Sp, Dm, Mm, Hs
CID1* 16 7 nucleotidyl transferase Tt, At, Ce, Sp, Dm, Mm, Hs
PDS1* 10 10 unknown Paramecium

Mutants in six different genes, each represented by several alleles, were obtained. The first alleles to be discovered for the two new genes (*) CID1 and
PDS1 were identified by whole-genome sequencing of pooled F2 clones (see Figure 1).
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Figure 4. Abolished siRNA accumulation in RNAI mutants. (A) Northern blot analysis of ND169 siRNAs revealed failure or strong reduction of accu-
mulation of exogenously-induced siRNAs in all mutants, consistent with previous findings from depletion of Dcrl, Rdrl and Rdr2 by RNAI (15,22,25).
This suggests a role of these RNAI factors upstream or within siRNA biosynthesis or stabilization. It is of note that silencing efficiencies can vary from
one dsRNA feeding experiment to another, possibly due to contamination by traces of the standard food bacterium Klebsiella (showing partial Ampicillin
resistance) which overgrows dsRNA-producing E.coli. This may explain differences in the total level of dsRNA-induced siRNAs in different wild type
cultures. The ND169 probe corresponds to a 100 bp region of the dsRNA and is sense oriented, as antisense siRNAs represent the predominant fraction
of siRNAs in the dsRNA region (22). (B) Detection of endogenous siRNAs from an intergenic region of scaffold 22 (cluster22) revealed that rdr2 mutants
are unable to accumulate these siRNAs. The probe is complementary to the predominant fraction of siRNAs (top strand) of this region. The lower panel

shows hybridization to glutamine tRNA as a loading control.
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Figure 5. Saturation of the screen for non-essential single copy genes in-
volved in dsRNA-induced RNAI. Gene sizes of non-essential RNAI fac-
tors (A) plotted against the number identified mutant alleles obtained (B).
Extrapolation by linear regression determined the mutation frequency to
1in 172 bp of coding sequence.

the diversity of alleles obtained for each of the genes hit
appeared to reflect their importance for cellular viability
(Figure 2): 41 rdrl mutants were found, representing 26
different alleles. Among these were 8 putative null alleles
(e.g. rdr1-5.28 or rdr1-5.7). Missense alleles were mostly
non-conservative substitutions in conserved residues, two
of which in the putative catalytic core region (rdr1-1.4

D1021IN and rdr1-3.16 D1021Y) (48-50) (Supplementary
Table S6). Similarly, the 10 alleles obtained for PDS1 in-
cluded null alleles, suggesting that this gene, like RDRL1, is
not required for viability. Although no unambiguous null
allele was found among the 7 cidl alleles, some of the mu-
tations changed highly conserved amino acids (cid1-3.4

D68N and cid1-1.6 D70N) shown to be required for uridy-
lyl transferase activity (46,51). In all putative null mutants
tested, a complete loss of dsRNA-induced siRNAs was ob-
served on northern blots (Figure 4A and Supplementary
Figure S6). RNAi-deficient rdrl, pdsl and cidl null mutants
are fully viable throughout the life cycle (vegetative growth
and sexual events), and no other phenotypic anomaly was
observed. Furthermore, the F2 (Supplementary Table S4B)
and F3 generations of an rdrl-3.1/cid1-1.8 double ho-
mozygote showed normal vegetative growth in standard
conditions and at high temperature (34°C). We conclude
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Figure 6. Cid2 is also involved in dsRNA-induced silencing. (A) Phylo-
genetic relationship of the Cidl-like proteins clustering with Pt-Cidl (all
Cidl-like genes identified in the P. tetraurelia MAC genome and gener-
ation of phylogenetic trees see Supplementary Figure S2 and Table S7).
(B) Double knock down experiment of Pt-Cidl-like genes and ND169 by
dsRNA feeding. ND169 was used as a reporter for silencing; the gene was
considered as silenced when cells showed complete deficiency of trichocyst
discharge (tric-) and inhibition of silencing was measured as proportion of
cells in the culture showing partial (tric+/-) or complete (tric+) rever-
sion of silencing. Silencing was significantly inhibited upon knockdown of
CID1 and CID2 (P-values <0.03 (*), Mann-Whitney U test, significance
level 0.05; n = 3; standard deviation is shown). Phenotypes were recorded
72 hours after the first feeding. Bacteria were fed in equal amounts. Triple
knock down experiments (CID3+CID4+ND169; CID3+CID5+ND169;
CID4+CID5+ND169) did not show inhibition of ND169 reporter silenc-
ing (data not shown). Cross-silencing between CID1 and CID2 genes is un-
likely, as the maximum length of perfect homology is 12nt, and 18nt with
one central mismatch. (C) Northern blot analysis of associated ND169 siR-
NAs. The ND169 probe corresponds to a 100 bp region of the dsRNA and
is sense oriented. The lower panel shows hybridization to glutamine tRNA
as a loading control.

that the capacity to synthesize siRNAs from dsRNA in-
gested with food is not essential in laboratory conditions.
Nevertheless, the dsRNA-induced RNAIi pathway ap-
pears to be highly conserved in the Paramecium genus, since
tblastn searches identified at least one copy of the RDR1,
CID1 and PDS1 genes in all sequenced species of the P.
aurelia complex, as well as in P. multimicronucleatum and
P. caudatum (Supplementary Figure S5). Essential factors
playing a role in this pathway in P. tetraurelia (see below)

are also highly conserved (not shown). This suggests that
the pathway may fulfill an important function required for
long-term survival of these species in their natural environ-
ment.

The screen is saturated for non-essential single-copy genes

The large numbers of alleles obtained for 3 non-essential,
single-copy genes suggests that the screen is saturated for
this category of genes. For RDR1, PDS1 and CID1, the
number of alleles is roughly proportional to the length of
the gene; the relationship indicates that, with the number
of mutant lines analyzed here, one mutation was obtained
for every 172 bp of coding sequence on average (Figure 5).
Thus, there may not be any other non-essential, single-copy
gene involved in the dsRNA-induced RNAI pathway.

Essential genes may be involved in dsRNA-induced RNAI

In contrast to RDR1, CID1 and PDS1, only two alleles of
RDR2 were identified. rdr2—-3.7 is an amino acid substitu-
tion (E859K) within a less conserved region of the RARP
domain, and rdr2-1.24 retains an intragenic IES (MIC-
specific IES) located downstream of the conserved RARP
domain region, due to a T-to-A mutation in one of the TA
boundaries that are required for excision during macronu-
clear development (52) (Supplementary Figure S8B). Both
alleles are hypomorphic, as indicated by partial RNAI de-
ficiency and by partial loss of siRNAs upon dsRNA feed-
ing (Figure 4A and Supplementary Figure S6). The greater
reduction in siRNA levels in rdr2-1.24 was paralleled by a
weaker silencing of the ND169 target using dilute dsRNA
trigger (not shown). Similarly, for DCR1 only two hypomor-
phic missense alleles were identified. Interestingly, the mu-
tations are located within the N-terminal helicase (dcr1-5.5
E87K) or helicase C domains (dcrl-5.27 H622D). Dcrl1-5.5
shows a stronger RNAI deficiency than dcrl-5.27, judging
from both phenotypes and siRNA levels (Figure 4A and
Supplementary Figure S6). These findings suggest that the
helicase and helicase C domains play a role in the biosynthe-
sis of dsSRNA-derived siRNAs, unlike the helicase domain
of C. elegans’ Dcr-1, which is only required for a subset of
endo-siRNAs (53). The fact that RDR2 and DCR1 are only
represented in the mutant collection by a small number of
hypomorphic alleles suggests that they are essential genes
for which null alleles would lead to lethality. Thus, RNAI
may fulfill essential functions in P. tetraurelia.

Another, putatively essential nucleotidyl transferase is in-
volved in dsRNA-induced silencing

Whereas no other PDS1-related gene could be identified in
the P. tetraurelia genome, 22 Cidl-like non-canonical
poly(A)-polymerases were found (Supplementary Table S7).
According to phylogenetic analyses (Supplementary Figure
S2), 5 of them, including Cidl, fall in a common branch
with Rdnl and Rdn2 of T. thermophila (Figure

6A). None of them is an ohnolog to another. To analyze
their function in dsRNA-induced RNAI, we used a recur-
sive RNAI approach (22), i.e. we silenced each of them by
dsRNA feeding, simultaneously with ND169 as a reporter.
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Apart from CID1, targeting CID2 also prevented silencing
of ND169 by dsRNA feeding (Figure 6B). This was corre-
lated with a reduced accumulation of ND169 siRNAs (Fig-
ure 6C). It is of note that silencing of a gene involved in its
own silencing has only limited efficiency, explaining the par-
tial impairment of ND169 silencing and siRNA accumula-
tion. The results indicate that, like CID1, CID2 is involved
in dsRNA-induced RNAI. Although it is a single-copy gene,
our screen did not yield a mutant allele, raising the hypoth-
esis that CID2 is essential for viability.

Putatively essential RNAIi factors are shared with the
transgene-induced silencing pathway

Although transgene-induced siRNAs are biochemically dif-
ferent from dsRNA-induced siRNAs, Dcrl and Ptiwil3 are
shared between these two pathways. Like DCR1, PTIWI13
is possibly an essential gene, as mutants were not obtained
in our screen, probably due to inefficient recovery of hy-
pomorphic mutants. Rdr3, a factor specifically involved in
transgene-induced silencing, also seems to be essential, as
its silencing results in a reduced vegetative growth rate
(22). To test whether the newly identified genes are also in-
volved in transgene-induced silencing, we induced silencing
of ND169 by injecting a transgene construct (pTI-) trun-
cated at the 3’end of the coding sequence (Figure 7A), as
previously described (22). Candidate genes were then si-
lenced in injected clones by dsRNA (recursive RNAI, as
described previously (15,22,25)), and the ND169 silencing
phenotype was monitored. To increase the sensitivity of the
silencing response to depletion of potentially involved
factors, we used injected clones that showed only moder-
ate ND169 silencing efficiency (tric+/-) (Figure 7B). Cells
showed a strong decrease in silencing efficiency upon CID2
silencing and, as expected, upon RDR3 and PTIWI13 si-
lencing (Figure 7C). Surprisingly, using this experimen- tal
setup we were also able to detect a significant reduc- tion
of transgene-induced silencing efficiency when RDR2 was
co-silenced, which had not been observed previously on
strongly silenced clones using the same RDR2 silenc- ing
construct (22). In contrast, targeting CID1, PDS1 or RDR1
did not result in reduced silencing of the ND169 transgene,
although dsRNA-induced RNAIi was inhibited in control
experiments (Figure 7D). This suggests that these genes are
not involved in the transgene-induced RNAI path- way. The
involvement of the putative essential gene DCRL1 in
silencing induced by the ND169 transgene construct (as well
as ND169 dsRNA) could also be confirmed (not shown),
as previously shown for a promotor-less transgene (15). We
conclude that RDR1, CID1 and PDS1 are spe- cific for the
dsRNA-induced pathway, while genes hypothe- sized to be
essential according to the above criteria (RDR2, CID2,
DCR1, PTIWI13) are involved in both dsRNA- and
transgene-induced RNAIi pathways.

Rdr2 mutants are compromised in endogenous siRNA accu-
mulation and show reduced viability after sexual reproduction

Factors of the transgene-induced RNAIi pathway may have
essential functions in any phase of the life cycle, includ- ing
vegetative growth, sexual events, and development. We

checked whether mutants are impaired in the accumula- tion
of a cluster of endogenous siRNAs of unknown func- tion
(cluster22) which are produced throughout the life cycle
from an intergenic locus (15). Northern blot analy- sis
revealed that their accumulation was completely sup-
pressed in the rdr2-1.24 mutant (Figure 4B). Signal quan-
tification (Supplementary Figure S6) showed only a slight,
if any, reduction for the rdr2-3.7 allele, consistent with its
strongly hypomorphic nature. Tested mutations in RDR1,
CID1 and PDS1 had little or no effect. Surprisingly, dcrl
mutants showed only slight (if any) reduction in cluster22
SiRNA levels as well, as also observed after targeting DCR1
by dsRNA-induced RNAI (not shown). Similarly, target-
ing CID2 did not result in any detectable reduction (Figure
6C), though this may be due to inefficient depletion by re-
cursive RNAI. Despite the molecular phenotype evidenced
here, the rdr2 mutants did not differ from the wild type in
viability or growth rate during vegetative growth.

In contrast, rdr2 mutants showed a range of defects dur-
ing sexual reproduction. Survival of homozygotes for the
stronger allele rdr2—1.24 was found to be affected by a long
starvation period (=3 days), but only when this immediately
followed autogamy, and not when the same starvation was
experienced by vegetative clones that had already under-
gone 7-8 divisions (Supplementary Figure S7). New MAC
development nevertheless appeared to be cytologically nor-
mal, as judged from DAPI staining, and the reason for this
post-autogamous defect remains unknown.

Conjugation was also impaired in both rdr2 mutants. Af-
ter a cross to the wild type, the F1 clones derived from one
or both parents were unviable for 35% (18/51) of conju-
gating pairs and the frequency of proper formation of het-
erozygous new MACs seemed reduced (Supplementary Fig-
ure S8A, Table S4A). The most striking effect was that au-
togamy of the viable, heterozygous F1s most often (9/10; p
= 0.01) gave rise to F2 progeny in which close to 100% of
clones were unviable or showed regeneration of the F1
MAC (Supplementary Figure S8, Table S4A). This was ob-
served for F1s deriving from both parents and suggests a
dominant-negative maternal effect of the heterozygous F1
MAC with incomplete penetrance, because the rare cases
where the F2 progeny survived gave the expected 1:1 seg-
regation of rdr2 and wild-type F2 homozygotes, and both
types of clones survived equally well. The reason why post-
autogamous lethality is much stronger for heterozygotes
than for rdr2 homozygotes, and the nature of the cellular
process affected, remain unclear. Testing excision of some
IESs in post-autogamous, newly developed MACs (rdr2—
1.24) did not reveal any DNA rearrangement defect for ma-
ternally controlled (scnRNA-dependent) or non-maternally
controlled IESs (data not shown). Nevertheless, our obser-
vations indicate that RDR2 has essential functions during
sexual reproduction. A similar phenotype was not observed
in any other RNAI mutant.

DISCUSSION

A whole-genome sequencing method to identify mutations po-
tentiates a powerful screen

In this study, we have used a powerful and straightforward
mutagenesis screen to identify genes required for the RNAI
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Figure 7. dsRNA-induced RNAI factors sharing functions with the transgene-induced silencing pathway. (A)ND169 transgene construct pTI- carrying a 3¢
truncated version of the ND169 coding sequence driven by a bidirectional constitutive promotor. GFP fluorescence was monitored as control for injection
and expression (not shown). (B) Nd169 is involved in the exocytosis of secretory granules (trichocysts) docked at the plasma membrane. Wild-type cells
expell trichocysts upon treatment with picric acid (tric+). By microinjection of pTI- into the MAC strongly silenced clones showing complete trichocyst
discharge defects were obtained (tric -) (not shown), as well as three clones with moderate silencing effect (tric +/-), c2, ¢5, and c7. Note that clone c2
showed up to 18% of cells with tric+ phenotypes in control cultures (ICL7a feeding). (C) Knock down of RNAI factor genes by dsRNA feeding in clones
with moderate transgene-induced silencing phenotypes. De-repression of ND169 silencing was measured as the percentage of cells showing a complete wild
type phenotype (tric +). A significant difference to the ICL7a control was detected upon silencing of CID2, RDR2, RDR3 and PTIWI13 (P-values
<0.00001 (***), one-way ANOVA, significance level 0.005). Phenotypes recorded 120 hours after the first feeding are shown. Note that pTI- induced
silencing efficiencies varied slightly in different cultures of the same injected clone. (D) The effect of RNAI factor depletion on dsRNA-induced silencing
was verified in parallel as a positive control by double knock down, mixing RNAI factor and ND169 dsRNA-producing bacteria in equal amounts. The
percentage of tric+ cells, i.e. the degree of inhibition of ND169 silencing, is shown (mean of two replicates for CID1 and PDS1). ICL7a control dsSRNA
feeding does neither inhibit dSRNA- nor transgene-induced silencing; PTIWI13 is involved in both pathways, whereas RDR3 is specific for transgene- and
RDR1 for dsRNA-induced silencing, as previously described (22,25).

response to dsRNA feeding in P. tetraurelia: dsRNA ho-
mologous to the essential gene NSF efficiently kills the wild
type, and can be fed to large populations of cells. Muta-
tional studies have long benefited from the easy genetics
and short generation time of this organism (54-58), but the
identification of mutations relied on functional comple-
mentation and sib-selection sorting of an indexed library
(59,60), a time-consuming method ill-suited for large mu-
tant collections. We have designed an efficient procedure to
identify phenotype-causing mutations after a single round
of back-cross to the wild type. Other, unlinked mutations
segregate independently among F2 homozygotes, so that
whole-genome sequencing of pools of phenotypically mu-
tant and wild-type F2s will show the RNAI mutation in
100% and 0% of reads, respectively, while most irrelevant
mutations should be present in 50% of reads from both
pools. In practice, sequencing of the wild-type pool was
found to be unnecessary; 15-X coverage of pools of ~20
mutant clones, with 75-bp single reads, was often sufficient
to narrow down the list of candidate mutations to a single

one, although 100-bp paired-end sequencing proved more
efficient. Distinguishing closely linked mutations would re-
quire more F2s and a higher coverage, but the standard mu-
tagenesis conditions used (~20% lethality in homozygous
progeny of irradiated cells) were shown to result in an aver-
age of ~30 mutations in the 72-Mb MAC genome of viable
progeny, making cases of tight linkage infrequent. Similar
approaches have been used in C. elegans and A. thaliana
(61,62), but here the possibility to generate large numbers of
entirely homozygous recombinant F2s by autogamy makes
the method faster and simpler, dispensing with the need for
extensive back-crossing or pre-mapping.

Mutations causing full or partial RNAI deficiency identify
known and new genes

Mutations were identified in 71 RNAi-deficient cell lines,
yielding a total of 47 different alleles for only 5 genes (Fig-
ure 8). Three of them (RDR1, RDR2 and DCR1) were pre-
viously implicated in dsSRNA-induced RNAI on the basis of
recursive RNAI experiments. The 2 new genes included the
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Figure 8. Sharing of RNAI core factors by non-essential exogenously and
essential endogenously triggered RNAI pathways in P. tetraurelia. In this
study, mutants were obtained for genes labelled with an asterisk, and genes
shared between the transgene-induced (dark grey) and the dsRNA-
induced pathway (blue) were found to be essential. Brackets connecting
two genes symbolize WGD1 duplicate genes. CID2 was identified by recur-
sive RNAI in this study. Other genes were identified previously (15,22,25).
The RDR2 gene is required for the accumulation of endogenous siRNAs
(purple) of the cluster22 locus, as previously found for RDR3 (22). Note
that production of dsSRNA from this locus is speculative, and that other en-
dogenous siRNAs may require different factors. The figure is only meant
to depict genetic requirements, not the subcellular localization or mecha-
nistic roles of the corresponding proteins.

nucleotidyl transferase CID1 and the Paramecium-specific
gene PDS1. Among the 47 alleles, 14 were isolated more
than once; in 3 cases the same alleles were recovered from
different mutagenized cultures and thus originated from dif-
ferent mutation events. This suggests that our analysis pro-
vides a rather exhaustive view of the genes and alleles that
can be identified by the experimental scheme used.

The latter allowed recovery of some hypomorphic alle-
les (7 out of 47) causing only partial RNAI deficiencies, as
confirmed by functional tests using dilute dsRNA trigger.
The rather low frequency of such alleles may be due to the
~7 vegetative divisions allowed for fully resistant mutants
in NSF dsRNA feeding medium, before cell isolation: al-
though hypomorphic mutants were able to survive that step,
their growth rate was probably greatly reduced. The exper-
imental scheme would thus have to be modified to yield a
higher frequency of hypomorphic alleles, the only ones that
can be obtained for essential genes.

The dsRNA- and transgene-induced RNAI pathways share es-
sential genes

Analysis of the diversity of alleles obtained for each of these
5 genes showed that they fall in two groups. For RDR1,
CID1, and PDS1, the many alleles recovered included un-
ambiguous null ones such as nonsense mutations and/or
non-conservative changes of conserved residues, which all
abolished accumulation of siRNAs upon dsRNA feeding.
Although these mutants were completely deficient in the si-
lencing response to dsRNA, they did not show any other
phenotype at any stage of the life cycle, indicating that the
capacity to synthesize siRNAs from dsRNA ingested as food
is not required for short-term viability in laboratory
conditions. In contrast, only two alleles were obtained for
each of DCR1 and RDR2 and these were hypomorphic,
only partially impairing the silencing response and SiRNA
accumulation. This strongly suggests that these are essential
genes in which null mutations would be lethal at some stage
of the life cycle. In particular, these results establish a clear
distinction between RDR1 and RDR2, two RdRPs which
could not be distinguished in previous recursive RNAI tests
applied during the vegetative phase (22).

Strikingly, these two groups of genes also differ in the
specificity of their involvement in RNAI pathways (Figure
8). We confirmed that DCRL1 isalso required for transgene-
induced silencing and showed that the same is true of RDR2,
although this had not been seen previously. Here, recursive

RNAI tests (by dsRNA feeding) were made more sensitive

by using a transformed clone showing only moder- ate
silencing of the ND169 reporter (as proposed in a model for
recursive RNAI dynamics (32)). In the same conditions,
recursive silencing of RDR1, CID1, and PDS1 did not af-
fect transgene-induced silencing. Thus, the only essential
genes uncovered by our screen are those also involved in
transgene-induced RNAI. Two more genes likely belong to
this group. By testing close paralogs of CID1, we found that
CID2 isinvolved in both pathways, as previously shown for
PTIWI13. The fact that no mutation was recovered in these
genes is consistent with the idea that they are also essential.

A third, presumably non-catalytic RARP gene previously
implicated in transgene-induced silencing, RDR3, is further

required for normal vegetative growth rate and accumula-
tion of cluster22 endogenous siRNAs. The latter differ from
transgene-induced siRNAs in that they lack a modification

of the terminal ribose, and interestingly, were also absent
or reduced in the hypomorphic rdr2 mutants. RDR2 thus
appears to be required for all known types of siRNAs in
Paramecium (Figure 8). However, the wild-type growth rate
of the mutants suggests that its putative essential function
may not be needed during the vegetative phase.

In contrast to rdr2, no effect was observed in dcrl mu-
tants or CID134 knockdown cells on cluster22 siRNAs. Al-
though we cannot completely exclude a false negative result
due to the hypomorphic nature of the dcrl alleles and the in-
efficient knockdown of CID134, this may indicate that these
endogenous siRNAs are not dependent on all components
of the transgene-induced pathway and are thus produced
by a different pathway (Figure 8). This is supported by the
observation that they do not carry a 3’ modification.
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RDR?2 is involved in sexual reproduction

The crosses of rdr2 mutants to the wild type revealed de-
fects in sexual reproduction. F1s showed a high lethality
rate and occasional failure of the formation of heterozy-
gous MACs. However, it is unclear whether this was sig-
nificant in F1s deriving from the wild-type parent (which
would point to defects in pre-zygotic stages such as karyo-
gamy). More striking was the frequent unviability of most
or all F2 clones produced by autogamy of some — though
not all — viable heterozygotes, regardless of F2 genotype or
F1 parental origin. The stochastic nature of the effect raises
the possibility that it is due to defects in maintenance of the
germline in mutant homozygotes, such as defects in
chromosome segregation during MIC mitosis, which would
have no impact on vegetative growth of mutants, but would
lead to aneuploidy in the F1 and therefore lethality in the
F2. Such defects have been observed for instance in RNAI
mutants in S. pombe, including the RARP Rdpl (63,64) and
the nucleotidyl transferase Cid12 (44,65), which are both
essential for pericentromeric heterochromatin forma- tion
(44,66). Stochastic loss of MIC chromosomes during
vegetative growth would make each mutant clone poten-
tially unique in its ability to foster viable F2 progeny.

The genetic complexity of the dsRNA-induced RNAI pathway

Previous studies have probed the genetic complexity of RNAI
pathways (67-71). In C. elegans, a genome-wide RNAI
screen for genes involved in silencing induced by RNA
hairpin expression identified 90 genes, 54 of which are
essential for viability (68). In our study, the screen seems to
be saturated only for the sub-category of non- essential,
single-copy genes, all 3 of which are specifi- cally involved
in dsRNA-induced RNAI. Additional non- essential genes
are likely to have been missed because they retain their
WGD1 duplicates, which very often have re- dundant
functions. Indeed, 68% of all P. tetraurelia genes still have
their WGD1 duplicate (19). Such may be the case of
PTIWI12/PTIWI15, previously shown to be in- volved
dsRNA-induced silencing but for which co-silencing of
both duplicates was required to detect an effect (25). Other
genes may have been missed because they are es- sential,
since our scheme vyielded only a low frequency of
hypomorphic alleles. Essential genes may be shared with
the transgene-induced pathway; in addition, processing of
dsRNA from food bacteria could be coupled to other cel-
lular processes such as uptake of nutrients, as shown in D.
melanogaster S2 cells and C. elegans (72,73). Thus, the to-
tal number of genes contributing to dsRNA-induced RNAI
might be much higher than the 9 known so far.

Environmental RNAI in Paramecium

Environmental RNAI, i.e. the processing of exogenous
dsRNA into functional siRNAs, has been observed in a
number of organisms (8), but has not yet been reported to
be essential for cellular viability. It is also dispensable for
short-term viability of P. tetraurelia in laboratory con-
ditions. However, the genes involved are highly conserved
in the Paramecium genus, suggesting they may have impor-
tant functions for the long-term survival of these species

in their natural environment. Exogenous RNAIi may serve as
an antiviral defense, a major function of the pathway in D.
melanogaster, C. elegans and other species (9-12), even
though no Paramecium virus has been identified so far. If
most of the genes in the pathway are conserved for the pro-
cessing of viral RNA, only a few more may be required for
the uptake of dsRNA from phagosomes, and these are not
necessarily conserved. Such a situation is seen with some
Caenorhabditis species that lack the dsRNA uptake mecha-
nism, but respond to exogenous dsRNA when the C. elegans
dsRNA transporter SID-2 is expressed (74). The identifica-
tion of novel genes and the availability of mutants will help
investigations into the mechanism and natural functions of
dsRNA uptake.

Biosynthesis of dsRNA triggers and siRNAS

Although it is still unclear how RdRPs are specifically re-
cruited to their target template during biogenesis or main-
tenance of silencing triggers in vivo, recent studies in S.
pombe, C. elegans and T. thermophila point to the forma-
tion of RARP complexes (RARC) as an important step
(44,46,75,76). In the ciliate T. thermophila, a single RARP
(Rdrl) interacts in a mutually exclusive manner with ei-
ther of two nucleotidyl transferases, forming an essential
RdRC with Rdnl, or a non-essential one with Rdn2. The
latter contains an associated factor, either Rdfl or Rdf2
(46,76). The role of these specific RARCs in vivo is still
unclear (21,46). In P. tetraurelia, it is tempting to specu-
late that Rdrl and Cidl form a non-essential RARC which
specifically acts in dsRNA-induced silencing, while Rdr2
and Cid2 form an essential RDRC acting in both path- ways
(Rdfl and Rdf2 are not conserved in the P. tetrau- relia
genome). The reason why two RdRCs should be re- quired
for dsRNA-induced silencing, however, will remain
puzzling until their precise functions are identified. They
may have distinct roles in the production of primary and
secondary siRNAs (15,22). The present work opens the way
for an analysis of siRNAs and their precursors in each mu-
tant, which is likely to provide insight into the processing
mechanisms.
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B. Localisation intracellulaire de Pds1

Le géne PDSL1 identifié dans le crible de la partie précédente est un géne impliqué dans I'ARN
interférence induite par feeding d’ARNdb, cependant aucun motif protéique et aucune structure particuliere
n'ont pu étre trouvés par homologie de séquence sur cette protéine. Afin d'en apprendre un peu plus sur la
fonction de cette protéine dans I'ARNI, la construction du gene PDS1 fusionné a la GFP en C-terminal sous
contréle de son promoteur endogéne a été injectée dans le macronoyau du clone 3.17, un mutant nul pour
Pdsl (Figure 1 de l'article). Les clones mutants injectés ont été de nouveau sensibles a I'ARNi induite par
feeding ce qui montre que Pdsl est bien le géne muté impliqué dans I'ARNi et que la construction PDS1-
GFP est fonctionnelle. La fluorescence a été observée sur les cellules vivantes immobilisées dans une
microgoutte de BSA 0,2% (Figure 38). La protéine Pdsl semble étre diffuse dans tout le cytoplasme. La
localisation cytoplasmique de Pdsl ne nous renseigne pas plus sur sa fonction, cependant elle rend moins
probable I'hypothése que Pdsl pourrait étre impliqué dans l'import des ARNdb des vacuoles vers le
cytoplasme. En effet, si c'était le cas, on aurait pu s'attendre a une localisation spécifique au niveau des
vacuoles digestives.

Figure 38: Localisation intracellulaire de Pds1. A) Clone 3.17 non injecté B) Clone 3.17 injecté
avec la construction PDS1-GFP.



C. Analyse du gene PDS2

Les résultats présentés dans l'article concernent I'analyse de 71 clones parmi les 79 déficients pour
I'ARN interférence obtenus dans le crible. 6 des 8 derniers clones ont été analyses en utilisant la méme
procédure. Les géenes déja identifiés comme impliqués dans I'ARNi induite par feeding dARNdb (DCR1,
Ptiwil3, RDR1, RDR2, Cid91 et Pdsl) ont été séquencés dans ces 8 derniers mutants.
Pour 5 de ces 6 clones, le gene a ainsi été identifié. 3 mutations dans DCR1, 1 mutation dans RDR1 et 1
dans RDR2 (Figure 39). La mutation dans le clone 1.28 n'a pas pu étre trouvée dans les génes déja connus.

Mutant Géne muté | Nucléotide codon Acide aminé
5.6 Rdrl A->C AGT -> CGT Ser -> Arg
5.32 RdR2 C->T CGA ->TGA Arg -> Stop

1.19 Dcrl C->T ? ?
1.20 Dcrl C->T TCT->TTT Ser -> Phe
1.7 Dcrl A>T AGA -> AGT Arg -> Ser
1.28 non muté dans les génes déja connus

5.1 non analysé

5.10 non analysé

Figure 39 : Génes mutés dans les derniers clones du crible. La
substitution, le codon affecté et I'acide aminé changé sont indiqués

1) Croisement du mutant 1.28

Le mutant 1.28 est donc muté dans un autre gene impliqué dans I'ARN interférence. En plus d'une
résistance totale a I'ARNi, ce mutant présente une croissance végétative beaucoup plus lente que les
paramécies sauvages. En effet, a 27°C ce mutant fait une a deux divisions par jour contre 4 pour une
paramécie mutante. Pour identifier le géne muté dans ce clone et pour déterminer si ce géne est aussi
responsable du phénotype de croissance lente, ce mutant a été croisé avec une paramécie sauvage. Les
couples qui ont réalisé I'échange des mic ont permis la génération d'une progéniture F1 hétérozygote qui
présente le phénotype sauvage de sensibilité a I'ARN interférence (par feeding du gene NSF, Iétal pour les
paramécies sensibles) ainsi qu'une croissance normale. La ou les mutations responsables de ces deux
phénotypes sont donc récessives. Les F1 d'un des couples ont été amenées a I'autogamie et 60 clones F2 de
chaque coté du croisement ont été isolés. Les clones F2 du c6té sauvage du croisement ont été testés pour
leur vitesse de croissance et leur sensibilité & I'ARNi. Parmi les 46 clones survivants, on observe une
ségrégation 2:2 du phénotype de résistance a I'ARNi interférence qui correle exactement avec le phénotype
de vitesse de croissance (Figure 40).
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Privepe et | cones 2
sensible Rapide 25
résistant Lente 21
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Figure 40: Ségrégation F2 du croisement 1.28
par sauvage. Le nombre de clones présentant une
des 4 combinaisons avec les deux phénotypes
possible: sensibilité a I'ARNi et de vitesse de
croissance, a été compté.

Ce résultat indique que le mutant 1.28 est muté dans un seul gene et que cette mutation lui apporte
les deux phénotypes de résistance a I'ARN interférence et de croissance vegétative lente. Les F2 mutantes
ont été rassemblées et leurs génomes ont été séquencés ensemble par la méthode décrite dans l'article.

2) La protéine membranaire putative Pds2.

Le séquencage du mac du mutant 1.28 a révélé une unique mutation dans une région non annotée du
scaffold 22. A l'aide des données de RNAseq, les modeles de genes ont pu étre positionnés (Figure 41 A et
B). La mutation G vers A dans le codon TGG (tryptophane) entraine I'apparition d'un codon stop (TAG)
anticipé dans un gene de 652 pb contenant un intron de 25 pb. Ce géne a été nommé PDS2 (Paramecium
dsRNA-inducedRNAI-specific protein 2). Une particularité de ce géne est qu'il est chevauchant avec le gene
en amont dans un autre cadre de lecture : les 4 dernieres paires de bases ATGA du géne en amont servent
aussi d'ATG au géne PDS2 (Figure 41 A). Les transcrits entre PDS2 et le gene en amont étant bien séparés,
il est peu probable que ces deux genes fassent partie de la méme unité de transcription (Figure 41 B). Le
promoteur de PDS2 pourrait étre contenu dans I'extrémité 3' du gene amont. Les séquences nucléotidiques et
protéiques de toute la région sont dans la figure 1 de I'annexe 2.
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Figure 41: Caractéristiques de PDS2. A) Modeles de génes sur le scaffold22 de P. tetraurelia entre les positions
314,600 et 317,099 dans les 6 cadres de lecture. Les exons sont représentés par des rectangles, verts pour PDS2,
rouges pour le géne en amont et bleu pour les autres génes de la région. L'astérisque représente la position de la
mutation. B) Données de RNAseq dans un échantillon sauvage en croissance végétative. C) Représentation de la
protéine Pds2 et des domaines identifiés. La région transmembranaire et le peptide signal ont été identifié
respectivement par les programmes TMHMM (v2.0) et SignalP (v4.1) accessible sur le site web
(http://www.cbs.dtu.dk/services/) avec les parametres par défauts.

La recherche de motifs structuraux sur cette protéine a permis de mettre en évidence la présence
d'une région transmembranaire de 22 acides aminés dans la deuxiéme moitié de la protéine ainsi qu'un
peptide signal de 14 aa (Figure 41 C et Figure 42). Cette protéine membranaire impliquée dans I'ARNi
pourrait donc avoir un réle dans lI'import des ARNdb des vacuoles digestives vers le cytoplasme. Nous
posons donc I'hypothese que PDS2 est fixée a la membrane des vacuoles digestives et a un réle déterminant
dans leur fonctionnement. Si c'est le cas, I'absence de PDS2 pourrait avoir un impact fort sur la capacité des
paramécies a se nourrir ce qui expliquerait la croissance végétative plus lente observée chez le mutant 1.28.

3) Conservation de PDS2.

Par homologie de séquence protéique, les orthologues de PDS2 ont pu étre identifiés dans les autres
especes de paramécies du groupe aurelia avec un trés fort pourcentage d'identité (>87%) mais aussi chez
P.miltimicronucleatum et P.caudatum (respectivement 68 et 69% d'identité). Ce géne a aussi été retrouvé
chez les ciliés du genre Tetrahymena et chez Oxytricha ou la séquence est beaucoup plus divergente
(respectivement 29% et 23% d'identité). Chez toutes ces espéces, le peptide signal et le segment
transmembranaire sont bien conservés (Figure 42).
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Figure 42: Alignement multiple ClustalwW de la protéine Pds2 chez les ciliés. Les séquences

correspondant aux positions du peptide signal sont surlignées en violet.

Les segments

transmembranaires sont en cyan. La mutation dans le mutant 1.28 est surlignée en rouge.
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4) PDS2 n'est pas impliqué la voie d’/ARNI induite par transgeéne.

L'hypothese que Pds2 est la protéine nécessaire a I'import des ARNdb des vacuoles
digestives vers le cytoplasme pourrait étre remise en cause si ce gene était également impliqué
dans la voie d'/ARN interférence induite par transgene qui ne requiert pas lI'import d’ARN.
Pour répondre a cette question, un plasmide feeding complémentaire a une portion du gene
PDS2 (fragment de 339 pb a 140 pb du début de la séquence codante) a été exprimé dans des
bactéries E. coli. La fonctionnalité de cette construction a été testée en double feeding sur des
paramécies sauvages (Figure 43 A). Les cellules nourries a la fois avec la construction ND169
conférant et I'ARNdb PDS2 restent de phénotype tric+ et sont donc résistantes a I'ARNi de
méme que les doubles feeding ND169 + RDR2 et ND169 + CID1. Au contraire le contrble
ND169 + ICL est sensible a I'ARNi (phénotype tric -). La construction feeding Pds2 est donc
fonctionnelle. Le transgene pTI- portant le gene ND169 tronqué a son extrémité 3' (voir le
matériel et méthode de I'article) a ensuite été injecté dans des cellules sauvages et différents
feeding ont été réalisés (Figure 43 B). Parmi les feeding CID2, ICL, RDR2, seul le géne
RDR2 est impliqué dans la voie d'ARNI induite par transgéne et sa répression conduit donc a
une résistance a I'ARNI induite par transgene et au maintien du phénotype tric+. CID2 et ICL,
qui ne sont pas impliqués dans cette voie restent sensibles a I'ARNi et de phénotype tric -. Il
en est de méme pour les cellules soumises au feeding PDS2 qui reste sensibles a I'ARNi et
sont de phénotype tric-. PDS2 n'est donc a priori pas impliqué dans la voie d'ARN
interférence induite par transgéne. L'hypothése que cette protéine est capable d'importer les
longs double-brin d’ARN des vacuoles digestives reste donc vraisemblable.

A B
cellules sauvages cellules PTI-
Phénotype tric
Phénotype tric + -

» ND169 + ICL - = ICL 0 26
3 ND169 +R2 + z

R Z ;é RdR2 31 0
QL < ,

_§ 3 ND169 + Cid1l + & Cid1 0 37
Q ND169 + Pds2 + § Pds2 0 42

Figure 43: PDS2 n'est pas impliqué dans I'ARNi induite par transgénes. A) Double
feeding sur des cellules sauvages. +: phénotype tric+ de résistance a I'ARNI, -: phénotype
tric- de sensibilité a I'ARNi B) Simple feeding sur des cellules injectées avec le transgene
ND169 (PTI-). Les chiffres indiquent le nombre de paramécies observées pour chaque
phénotype.

La détermination de la localisation intracellulaire de Pds2 a l'aide de la construction d'une
protéine fusionnée a la GFP pourrait nous permettre de confirmer cette hypothese.
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D. Compléments sur le rdle de Rdr2 au cours des cycles sexuels

Le r6le de RAR2 au cours des événements sexuels, autogamie et conjugaison, a pu étre
précisé suite a I'analyse d'un troisieme allele trouvé dans le crible plus tardivement.

5) L'allele 5.32 du géne RDR2

Le clone 5.32 est muté dans le domaine RARP du géne RDR2. La substitution C >T
dans un codon CGA (arginine) introduit un codon stop TGA anticipé. La mutation se situe au
deux tiers de la protéine, 37 acides aminés apres le motif catalytique DLDGD. Il est donc tres
probable que RdR2 dans ce clone soit non fonctionnel. Ce nouvel allele de RdR2 serait donc
en contradiction avec la conclusion de l'article qui suggére que RdR2 est un gene essentiel et
que c'est la raison pour laquelle seuls deux alléles partiels ont été trouvés. Pour résoudre ce
paradoxe, plusieurs expériences ont été menées.

Méme si l'allele 5.32 suggére que la protéine RdR2 n'est pas fonctionnelle, pour
déterminer si ce mutant est phénotypiquement nul, le feeding de 'ARNdb homologue au géne
non essentiel ND169 (induisant le phénotype tric-) a été réalisé sur des paramécies portant les
3 alleles RAR2 (3.7, 1.24 ou 5.32) et sur des paramécies sauvages. Afin d'augmenter la
sensibilité du test, les E.coli exprimant 'ARNdb ND169 ont été diluées dans des proportions
variables avec des E.coli exprimant un ARNdb homologue au géne ICL qui n'a aucune
influence sur I'exocytose des trichocystes (Figure 44).
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Figure 44: Résistance au feeding des mutants RdR2. Les histogrammes représentent le
pourcentage de cellules capable d'éjecter les trichocystes (phénotype tric+) apres feeding
de I'ARNdb homologue & ND169. Les volumes des milieux de cultures contenant les
bactéries exprimant I'ARNdb ND169 et 'ARNdb contréle ICL mélangés sont indiqués
sur l'axe horizontal. Les trois mutants 3.7, 1.24 et 5.32 et le sauvage ont été testés.
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Cette expérience montre en premier lieu que la quantité d'/ARNdb ingérée par les
paramécies correle avec l'efficacité de I'ARNi. En effet, dans I'échantillon sauvage, le
pourcentage de cellules tric+ est strictement corrélé a la dilution du feeding ND169 dans le
feeding ICL. C'est donc un bon test pour controler si des mutants sont partiellement ou
totalement déficients pour I'ARNI. Des trois mutants RdR2, 5.32 montre le phénotype le plus
fort puisqu'il est totalement résistant au feeding de I'ARNdb ND169 méme lorsqu'il n'est pas
dilué (>90% tric+). Les deux autres alleles sont résistants au feeding de ND169 seulement s'il
est dilué avec un autre feeding. Une dilution d'un quart suffit pour 1.24 alors qu'une dilution
de moitié est nécessaire pour 3.7.

6) Effet de la mutation 5.32 a I'autogamie

Si la mutation 5.32 est celle qui a le phénotype le plus fort, il est alors probable que les
phénotypes observés au cours des évenements sexuels soient aussi plus marqués. Les trois
mutants RAR2 ont donc été amenés a l'autogamie et si au cours de la croissance végétative
aucune différence entre les mutants et le sauvage n'a pu étre détectée, il en est tout autrement
pendant et apres I'autogamie.

La méme expérience que celle décrite dans la figure supplémentaire 7C de l'article a
été réalisee avec le mutant 5.32. Il apparait clairement qu'aprés fragmentation du mac et 4
jours de carence alimentaire, la quantité de cellules mortes (visible par I'accumulation de
cadavres au fond du milieu de culture) est bien plus importante dans les mutants RdR2 que
dans les sauvages et lIégerement plus importante dans le mutant 5.32 que dans les mutants 3.7
et 1.24. Méme si l'effet observé semble significatif, il est malheureusement difficile de
quantifier le nombre de cellules mortes, I'expérience devra étre répétée dans des conditions
différentes pour permettre une analyse plus précise. De plus, les clones 5.32 fragmentés et en
carence alimentaire depuis moins de 4 jours semblent incapables de recommencer une
croissance végétative et meurent apres seulement quelques divisions (données non
présentées). Enfin, il est apparu que les paramécies 5.32 provenant du milieu stock, tombent
autogames (ou tout au moins fragmentent le MAC) apres seulement quelques divisions
(maximum 4) ce qui suggére que les cellules sont déja agées (au moins 16 divisions) dans le
stock. Ce résultat est particulierement étonnant puisque les stocks de paramécies sont
maintenus a 14°C et nourris avec un volume de 2 ml de milieu riche une fois par mois,
permettant aux paramécies de réaliser environ 2 a 4 divisions (selon le nombre de cellules
dans le tube) avant d'entrer en carence alimentaire a nouveau. Une longue période de carence
alimentaire induit I'autogamie avant les 20 divisions théoriques, les cellules en stock sont
donc en général jeunes (entre 1 et 10 divisions). Tous ces résultats suggerent donc que le
mutant 5.32 contrairement aux alléles 1.24 et 3.7 est simplement incapable de réaliser une
autogamie.
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La premiére hypothese est que le mutant 5.32 est incapable de développer un nouveau
mac apres fragmentation de I'ancien. Afin d'observer les noyaux au cours de l'autogamie, les
cellules 5.32 ou sauvages ont été fixées au paraformaldéhyde puis marquées au DAPI aux
différents stades de l'autogamie (Figure 45). Contrairement a I'nypothése, le débobinage de
I'ancien MAC, la fragmentation et le développement des deux nouveaux mac dans le mutant
5.32 semblent tout a fait normaux. Aucune différence significative avec des cellules sauvages
n'a pu étre observée. Cependant, I'aspect normal des nouveaux mac ne signifie pas qu'ils sont
fonctionnels.

WT

5.32

Figure 45: Evolution du mac au cours de l'autogamie du mutant 5.32. Les différents stades de
I'autogamie sont présentés de gauche a droite. A) Débobinage de I'ancien MAC. B et C) Fragmentation
de l'ancien mac et développement des nouveaux mac (indiqués par des fleches rouges). D) Cellule
avec deux nouveaux mac avant la division caryonidale. Les fragments de l'ancien mac ont été
progressivement lyseés.

7) Croisement du mutant 5.32

L'analyse des alléles 1.24 et 3.7 indique que les macronoyaux n'ont pas de défaut de
réarrangements au cours de leur développement, il est cependant possible que les
micronoyaux germinaux du mutant 5.32 soient défectueux au moment de l'autogamie ce qui
les rendraient incapables de produire de nouveaux mac fonctionnels. RDR2 pourrait ainsi étre
impliqué dans la méiose des mic ou la fécondation. 1l est aussi possible que RDR2 ait un réle
en croissance végétative et soit impliqué par exemple dans la ségrégation des chromosomes
lors de la mitose du mic. L'implication d'une RdRP dans la ségrégation des chromosomes a
été montré chez S. pombe ou l'absence de RdR1 et Cidl2 perturbe la formation de
I'néterochromatine et la position des téloméres au cours de la mitose et de la méiose (Hall et
al. 20031y sj c'est le cas chez P. tetraurelia, ¢a pourrait expliquer que le mutant 5.32 ait
une croissance végeétative normale (puisque que le mic est transcriptionnellement inactif en
croissance bégétative), soit capable de faire une autogamie, mais que sa progéniture ait des
problemes de viabilité au moment ou le nouveau mac se développe a partir du mic. Cette
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hypothése proposée dans l'article expliquerait également les phénotypes stochastiques de
letalité observés sur les deux mutants RAR2 partiels (3.7 et 1.24).

Le mutant 5.32 a été croisé pour tenter de comprendre quels types de dommages
pourraient affecter les mic mais aussi pour maintenir en vie le mutant 5.32. En effet, si le
mutant est incapable de réaliser une autogamie depuis 3 ans, les cellules doivent étre tres
agées (entre 72 et 144 divisions) et proches d'entrer en sénescence. Les paramécies utilisées
pour le croisement avec 5.32 portent une mutation récessive dans le gene ND7 les rendant
incapables d'éjecter les trichocystes a I'état homozygote mutant. Sur 42 couples testés, 2
couples sont morts des deux cotés du croisement et 35 couples n'ont survécu que d'un coté et
sont incapables d'éjecter les trichocystes ce qui indique que ces F1 proviennent du parent ND7
et n'ont pas recu le micronoyau de la cellule 5.32. Enfin, 5 couples ont survécu des deux cotés
et sont toujours de phénotype tric- d'un cote et tric+ de l'autre. La cellule F1 du c6té ND7 n'a
donc pas recu le micronoyau 5.32 et, I'échange unidirectionnel des mic étant un événement
peu fréquent, il est probable que la cellule 5.32 n'ai pas non plus recu le micronoyau de ND7
(ceci n'a pour autant pas été testé). Au contraire le croisement contrdle sauvage par ND7 a
montré une bonne efficacité d'échange des mic et une faible mortalité (sur 24 couples, 18 ont
échangés les mic au moins dans une direction, seulement 3 n'ont pas échangés et 3 sont
morts). Ce résultat montre que les mutants 5.32 ne peuvent donner une progéniture viable et
sont donc stériles.

Pour tenter de résoudre le probléme, les mutants 5.32 ont été injectés avec l'alléle
sauvage du gene RdR2 dans l'optique de complémenter le phénotype mutant et de réaliser le
croisement. Un plasmide exprimant la GFP a été co-injecté afin de contréler I'efficacité de
I'injection. Il est a noter que cellules injectées perdent leur plasmide avec le macronoyau
parental aprés fragmentation, les cellules complémentées redeviennent donc mutantes apres
autogamie ou conjugaison a moins qu'elles n'aient recu un alléle sauvage. 9 clones ont
survécus a l'injection et 3 d'entre eux ont présentés une fluorescence verte indiquant que le
plasmide contrdle portant la GFP s'est correctement exprimé. Etonnamment, les 3 clones
correctement injectés n'étaient pas complémentés pour le phénotype de résistance au feeding
d’ARNdb. Deux de ces trois clones ont tout de méme été croisés avec des cellules ND7. Sur
21 couples testés, 19 ont survécu des deux cOtés et 11 des 19 couples survivants ont présentés
un phénotype tric+ de chaque c6té indiquant que ND7 a bien récupéré le micronoyau du
mutant 5.32 et a généré des F1 hétérozygotes (Figure 46). Il est difficile de savoir si c'est
véritablement l'injection qui a permis de réaliser ce croisement (puisque le phénotype de
sensibilite a 'ARNi n'a pas été restauré) ou simplement le fait que les cellules aient été
croisées dans des conditions différentes par rapport a lI'expérience précédente (culture a 18°C
pour l'injection, réactivité en dépression en non en tube,...)

Les cellules F1 de chaque c6té d'un des couples ont été amenées a l'autogamie et les
phenotypes des F2 ont été analysés. Sur 60 cellules autogames isolées de chaque coté du
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croisement, entre 22% et 42% meurent, entre 20% et 30% régénerent un mac a partir d'un
fragment de I'ancien mac et sont donc toujours hétérozygotes. Enfin 40% et 48% de cellules
deviennent de vraies F2 homozygotes. Parmi ces cellules, malgré des effectifs trop faibles
pour un test statistique, on peut observer une ségrégation 2:2 du phénotype de I'éjection des
trichocystes et un biais en faveur du phénotype RNAIi+ et donc de l'allele sauvage de RDR2
(entre 67% et 72% des F2 homozygotes sont RNAi+) qui suggére qu'une partie des F2 portant
I'alléle 5.32 ne sont pas capables de développer un nouveau mac fonctionnel et meurent ou
régénerent I'ancien mac hétérozygote (Figure 46).

5.32 (injecté)  WT ND7

Trict+ Tric-
RNAi- RNAi+
/ Conjugaison \
RNAi + RNAi+
Tric+ F1 Tric+
@ Hétérozygotes @
Autogamie
RNAi+ RNAi+ RNAi- RNAi - RNAi + RNAi+ RNAi- RNAi - o Ty
Trick  Tricc  Trick  Tric- Regénérants  Morts i = Te (e T BRI
F2
Homozygotes
| 8 8 | 4 4 | 15 11 |9 7 | 1 5 | 21 11
’ ‘ ‘ effectifs ‘ ‘ ‘
16 RNAi + 8 RNAI- 16 RNAi+ 6 RNAI-

Figure 46 : Représentation schématique du croisement 5.32 par ND7. Les phénotypes pour I'ARNi
(RNAI- ou RNAI+) et pour la capacité a décharger les trichocystes (tric+ ou tric-) sont indiqués

Trois hypothéses peuvent expliquer qu'une cellule hétérozygote pour un géne donné
présente une déficience partielle a I'autogamie. 1) La mutation est partiellement dominante
(effet dominant négatif ou quantité de protéine sauvage insuffisante) et le gene, exprimé par
I'ancien mac, est impliqué dans I'autogamie ou dans le développement des nouveaux macs. 2)
Le géne est exprimé par les nouveaux mac en développement (homozygotes mutants) et agit
directement sur le développement du nouveau MAC. 3) Si les mic ont perdus un ou plusieurs
chromosomes dans le parent 5.32, les mic des F1 pourraient étre aneuploides (certains
chromosomes diploides et d’autres haploides) et donc souvent (en fonction du nombre de
chromosomes haploides) donner des produits meiotiques déficients pour la génération F2. Des
expériences complémentaires seront nécessaires pour trancher entre ces trois hypothéses. La
construction de la protéine de fusion RdR2 nous permettrait de vérifier si le gene est au moins

partiellement exprimé a partir de I’ancien mac en regardant I’autogamie de clones injectes. De
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plus, la comparaison entre le croisement de jeunes ou de vieilles cellules homozygotes
mutantes pour RDR2 nous permettrait de savoir si le mutant RdR2 accumule ou non des
défauts dans le mic au cours des divisions en croissance végétative. Pour vérifier I'nypothése
de la perte de chromosomes mic, il est possible de séquencer les scnRNASs, qui couvrent
normalement tout le génome mic, en début d'autogamie. Leur absence sur un ou plusieurs
scaffold nous indiquerait la perte de chromosomes. Enfin, il n’est pas exclu que RDR2 soit
impliqué dans les réarrangements du génome, il faudrait donc séquencer le nouveau mac de
cellules post-autogames non viables.

E. Identification des mutations induites par les UV.

Les pools de F2 réalisés apres croisement avec sauvage permettent de sélectionner la
mutation responsable du phénotype de résistance a I'ARNi. Cependant, ce pool de F2 ne
permet pas d'éliminer les autres mutations du génome induites par les UV qui seront présentes
sur 50% des lectures couvrants la position en moyenne (Figure 1 de l'article). Un programme
a été développé pour estimer le nombre de mutation induite par les UV dans chacun des sept
clones dont le mac a été séquencé. Une position dans le génome mutant est considéré comme
mutée si elle respecte ces trois conditions : 1) La base est couverte par un minimum de 30 ou
50 lectures. 2) Entre 20% et 80% des lectures sont différentes de la base de référence 3) La
position est identique a la base de référence dans tous les autres génomes mutants et sauvages.

La couverture minimale requise pour analyser la position a été choisie en fonction de
la couverture moyenne du genome. Ainsi, une couverture minimale de 30x a été choisie pour
les génomes avec une couverture moyenne par base inférieure a 50x (mutants 5.6, 1.20 et 1.8)
et une couverture minimale de 50x pour les génomes avec une couverture moyenne par base
supérieure a 50x (mutants 5.2, 3.1, 3.18 et 1.28). Il en résulte que seule une portion du
génome (entre 15% et 95% selon les mutants) a été analysée par le programme. Le nombre de
mutations induites par les UV a donc été extrapolé linéairement pour obtenir une estimation
du nombre de mutations sur le génome entier. Enfin, 3 des mutants (3.1, 1.8 et 3.18) ont été
croisés deux fois avec le sauvage. Pour retrouver le nombre de mutations induites par les UV,
le nombre de positions identifiés dans le génome a donc été multiplié par deux (Figure 47).

couverture Couverture Pourcentage . Extensionau  Nombre Estimation du nombre
Mutant Génemuté  moyenne minimale du génome T::th::éoer;s génome de de mutation induite par
par base choisie analysé complet backcross les U.Vs

5.6 Derl 33,2x 30x 70,9% 15 21,1 1 21,1
5.2 Rdrl 87,7x 50x 95,3% 12 12,6 1 12,6
3.1 Rdrl 58,6x 50x 60,1% 9 15,0 2 30,0
1.20 Rdrl 26x% 30x 60,5% 19 31,4 1 31,4
1.8 Cidl 20,1x 30x 15,9% 4 25,2 2 50,4
3.18 Pdsl 103,1x 50x 68.0% 9 13,2 2 26,0
1.28 Pds2 52,2x 50x 64,8% 40 61,7 1 61,7

Figure 47: Estimation du nombre de mutations induites par les UV. Les 7 clones mutants dont le
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génome mac a été séquencé ont été analyses pour estimer le nombre de positions mutées apres la
mutagénése aux UV.

Entre 12 et 63 positions mutées ont été estimées dans les différents mutants. Ce nombre
étant relativement faible, et la probabilité qu'une mutation soit sans impact phénotypique étant
¢levée (mutations silencieuses, dans des régions intergéniques,...), il est assez peu probable
que les autres mutations induites par les UV affectent phénotypiquement les mutants de
I'ARN interférence. De plus, la probabilité davoir des mutations induites par les UV
génetiquement liées a la mutation responsable du phénotype mutant pour I'ARN interférence
est tres faible. Il suffit donc de quelques croisements avec une cellule sauvage pour étre sar
d'éliminer les éventuels effets des mutations induites par les UV.

II. Deuxiéme partie : Etude du role des génes de I'"ARNI dans la
production des siRNAs

A. Primary and secondary siRNA biosynthesis involving distinct RARP
activities in Paramecium tetraurelia

Pour étudier le réle de ces genes dans la biosynthése ou I’action des siRNAs, ces
derniers ont été séquencés a partir de cellules sauvages ou mutantes, préalablement nourries
d’un ARNdb homologue a un géne non essentiel. L'analyse bio-informatique a permis de
montrer que des SiRNASs dits ‘primaires’ sont produits a partir de I’ARNdb bactérien, tandis
que des siRNAs dits ‘secondaires’ sont produits a partir de la totalit¢é de I’ARNm endogéne
ciblé, et sont majoritairement de polarité anti-sens. Alors que la production des SiRNAs
primaires dépend de tous les génes trouvés dans le crible, celle des siRNAs secondaires
requiert seulement la RARP RDR2 et, comme chez C. elegans, semble indépendante de Dcrl.
Une fraction de ces siRNAs (environ 10%) est modifiée par 1’addition d’une ou plusieurs
uridines non génomiques en 3'. On a également montré que certains clusters de SiRNAS
endogénes (non induits expérimentalement) dépendent de Rdrl et de Cidl, tandis que d’autres
dépendent de Rdr2. Enfin, la présence de siRNAs anti-sens aux ARN ribosomaux (rRNA)
bactériens suggeére que la paramécie est capable de réprimer les ARNs produits naturellement
chez les bactéries qu'elle ingére.

Ces résultats sont présentés dans une un article qui est soumis dans le journal Nucleic
Acid Research. Les documents supplémentaires de l'article se trouvent dans I'annexe 111
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Abstract

In the ciliate Paramecium tetraurelia, an efficient RNAI response can be triggered by feeding
cells with bacteria producing double-stranded RNA, a mechanism that is widely used to
silence endogenous genes. A mutagenesis screen has shown that some of the genes involved
also control the production of endogenous siRNAs, but the natural functions of these
interconnected pathways are unknown. Here, we used high-throughput sequencing to
characterize the small RNAs synthesized in wild-type cells or RNAi-deficient mutants upon
dsRNA feeding. We show that high levels of primary siRNAs of both strands are processed
from the dsRNA trigger by a Dicer-dependent mechanism which also requires the RNA-
dependent RNA polymerases Rdrl and Rdr2 and other factors. Targeting a portion of an
endogenous mMRNA with primary siRNAs further induces the synthesis of secondary siRNAs
spreading along the entire mRNA, demonstrating the occurrence of both 3’-to-5" and 5’-to-3’
transitivity in this ciliate. Secondary siRNAs depend on Rdr2 but not on other factors required
for primary siRNAs. They show a strong antisense bias, have a 5’-monophosphate end, and
are produced at much lower levels than primary siRNAs; our data indicate that they do not
contribute much to dsRNA-induced RNAI efficiency. Clusters of endogenous siRNAs are
shown to depend either on Rdrl or on Rdr2, but not on both. We further provide evidence that
the Paramecium RNAI machinery can process single-stranded RNAs from its bacterial food,
producing Rdr2-dependent, 23-nt sSiRNAs that are antisense to bacterial rRNAs. The possible
natural functions of these complex and interconnected small-RNA pathways are discussed in
the light of these results.
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Introduction

Small RNAs (sRNAs) are important regulators of transcript processing in most eukaryotes.
Loaded onto the Argonaute subunit of effector complexes, they can target a variety of
complementary RNAs such as messenger RNAs, non-coding or nascent transcripts
(GHILDIYAL and ZAMORE 2009; KEeTTING 2011). RNA interference (RNAI)-related
mechanisms have diversified into complex networks. RNA interference (RNAI)-related
mechanisms have diversified into complex networks of interconnected pathways. They
control gene expression either post-transcriptionally, through mRNA cleavage or translational
inhibition, or transcriptionally, though the deposition of epigenetic modifications on
chromatin (CASTEL and MARTIENSSEN 2013; MEISTER and TuscHL 2004). In addition to their
endogenous functions, they can provide efficient control of exogenous parasitic elements,
such as of transposons and viruses.

In short interfering RNA (siRNA) pathways, double-stranded RNA (dsRNA) precursors are
processed into 21-28nt siRNAs by Dicer-mediated endonucleolytic cleavage (MEISTER and
TuscHL 2004). These primary SiRNAs can target cleavage of complementary transcripts. In
plants, nematodes and fungi, the targeting of an mRNA by primary siRNAs induces a second
round of siRNA synthesis through the recruitment of RNA-dependent RNA polymerases
(RdRPs), leading to amplification of the silencing response (for reviews see (BAULCOMBE
2007; BRODERSEN and VOINNET 2006; VOINNET 2008)). In Arabidopsis thaliana, Rdr6
synthetizes long dsSRNA molecules from mRNA cleavage products, providing new substrates
for the same Dicer (BRODERSEN and VOINNET 2006; VOINNET 2008). This leads to 5’-to-3’
and 3’°-t0-5’ transitivity (VAISTI) et al. 2002), i. e. production of secondary siRNAs beyond
the region of the transcript matching the initial dSRNA trigger. In C. elegans, transitivity is
mechanistically different: secondary siRNAs are synthesized in a Dicer-independent manner
by an unprimed, discontinuous mode of RdRP activity (Rrf-3; Ego-1) which produces short
antisense molecules with 5’-triphosphate ends (Aoki et al. 2007; MANIAR and FIRE 2011;
PAK and FIRE 2007; SIEN et al. 2007). C. elegans secondary siRNAs are in excess to
primaries and are the major effectors of silencing (CLAYcomB et al. 2009; Gu et al. 2009;
SIEN et al. 2007). Their synthesis is a highly controlled process: target MRNA cleavage
products, but not exogenously introduced dsRNA, are copied by the RdRP, which protects the
cell from feed-forward amplification of siRNAs and potential off-target effects (PAK et al.
2012).

SiIRNA pathways interact in a complex manner in various organisms. In nematodes for
instance, RNAI is inducible exogenously by feeding the worms with dsRNA-producing
bacteria (TIMMONS et al. 2001; TimmoNs and FIRE 1998), which appears to rely on an
antiviral defence pathway (LU et al. 2005; WILKINS et al. 2005). This shares components with
endogenous RNAI pathways (LEE et al. 2006), is negatively regulated by the endogenous Eri
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pathway (KENNEDY et al. 2004), and competes with endogenous RNAI targets (SARKIES et al.
2013).

Remarkable complexity of SRNA pathways has also been observed in ciliates, unicellular
eukaryotes separating their genome into somatic functions (macronucleus (MAC)),
responsible for all gene expression, and a germline lineage (micronucleus). Paramecium
tetraurelia mounts an RNAI response to exogenous dsRNA produced by food bacteria
(GALVANI and SPERLING 2002). A forward genetic screen for mutants deficient in dsRNA-
induced silencing, yielding a collection of complete and partial loss-of-function alleles
(MARKER et al. 2014), showed that this pathway is non-essential and that it involves the non-
essential genes RDR1 (RARP), CID1 (nucleotidyl-transferase) and PDS1 (unknown function),
the essential genes DCR1 (Dicer), RDR2 and CID2 (LEPERE et al. 2009; MARKER et al. 2014;
MARKER et al. 2010). In addition, three proteins of the Piwi subclade of Argonaute proteins
(PTIWI12, PTIWI15 and PTIWI13) have been implicated in dsRNA-induced RNAI
(BouHoucHE et al. 2011). Small-scale SRNA sequencing in conjugating cells suggested that
two distinct sSiRNA species are produced within the dsRNA target region, one accumulating
on both strands and likely representing primary siRNAs and another, showing a strong
antisense bias, suggestive of secondary siRNAs (LEPERE et al. 2009). Intriguingly, two
distinct RdRPs, Rdrl and Rdr2, were implicated in exogenously triggered primary siRNA
production (MARKER et al. 2010). However, secondary SiRNA synthesis has not yet been
confirmed in this or any other ciliate. Silencing by dsRNA in P. tetraurelia seems to operate
at the post-transcriptional level, resulting in mMRNA cleavage within the dsSRNA target region
(JAILLON et al. 2008). However, the natural function of this pathway is unknown; apart from
antiviral defence (no Paramecium viruses are known so far), it may target other non-self
RNAs (SARKIES and MiskA 2013) to which bacterial feeders are typically exposed.

Another constitutively expressed RNAI pathway can be experimentally induced by high-copy,
non-translatable transgenes (GALVANI and SPERLING 2001; Ruiz et al. 1998). Transgene-
induced silencing requires some of the genes involved in dsRNA-induced RNAI, such as
RDR2, CID2, DCR1 and PTIWI13 (BouHOUCHE et al. 2011; LEPERE et al. 2009; MARKER et
al. 2014), but also additional genes such as RDR3 and PTIWI14. RDR3 was further shown to
have endogenous functions, regulating a multigene family (MARKER et al. 2010).
Furthermore, RDR2 and RDR3 are required for the production of endogenous siRNA from an
intergenic locus of unknown function (MARKER et al. 2014; MARKER et al. 2010).

In this study, we have deep-sequenced the small RNAs produced in wild-type and mutant
Paramecium strains subjected to dsRNA feeding with the aims (i) to test the previous
hypothesis that a transitivity mechanism produces secondary siRNAs, (ii) to shed light on the
mechanisms of primary and secondary siRNA synthesis by dissecting their genetic
requirements, and (iii) to provide new insight into the natural functions of these pathways.
Using dsRNA triggers that contain either an intron or a substitution to distinguish it from the
endogenous target mMRNA, we showed that although the vast majority of SiRNAs are primary
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SiRNAs processed from the dsRNA, a minor fraction of secondary siRNAs are indeed
produced from the entire mMRNA, clearly demonstrating the existence of transitivity for the
first time in any ciliate.

Materials and Methods

Paramecium strains, cultivation, induction of RNAi and phenotypic analyses

Experiments were carried out with wild-type strain 51 of P. tetraurelia and strain 51-
derived RNAI deficient mutants (MARKER et al. 2014), backcrossed at least once. For
standard cultures, cells were grown at 27°C in wheat grass powder (Pines International Co.,
Lawrence, KS, USA) infusion medium bacterized with Klebsiella pneumoniae the day before
use and supplemented with 0.8 pg/ml B-sitosterol. ND169, a non-essential, single-copy gene
required for the discharge of secretory granules (trichocysts) was used as RNAI reporter gene.
Silencing of ND169 results in a quantitative phenotype that allows distinguishing full and
partial RNAI deficiencies. Production of dsRNA in E.coli strain HT115DE3, feeding to
Paramecium cells and monitoring of trichocyst discharge phenotypes were carried out as
described previously (MARKER et al. 2014; MARKER et al. 2010; SiMON et al. 2006). To
reveal partial loss-of-function phenotypes, ND169 dsRNA producing E. coli were typically
mixed in 1:5 ratio with ICL7a dsRNA producing bacteria, as described (MARKER et al.
2014)), unless otherwise stated. In order to reduce the amount of RNAi-unrelated small RNA
fragments possibly present within dsSRNA-producing E. coli food bacteria or Paramecium
food vacuoles at the time of sampling, cells were first allowed to eat the majority of food
bacteria. Then, prior to harvest for RNA preparation, cells were washed for 30min in
Klebsiella-conditioned, exhausted medium (free of bacteria).

Plasmid constructs

To induce silencing by dsRNA feeding, fragments of the coding region had been cloned
into the plasmid L4440. Plasmid constructs of the genes ND169, ICL7a, RDR3, PTIWIO08 and
PTIWI14 were previously described (BouHOUCHE et al. 2011; MARKER et al. 2010). DsSRNA
was synthesized in E. coli HT115 DE3 from T7 promotors as described (MARKER et al. 2010;
SIMON et al. 2006).
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Small RNA analysis by northern blot and high-throughput sequencing

Total RNA extraction and small RNA Northern blots were carried out as described

(MARKER et al. 2010). To detect ND169 siRNAs two adjacent 50nt sense oligonucleotide
probes matching to the dsRNA region were used, as most of the siRNAs produced from this
region are antisense to the target transcript.
For small RNA library construction, the ~19-28nt fraction was purified from 50ug of total
RNA by polyacrylamide gel electrophoresis (15%, 19:1 acrylamie:bisacrylamide) and gel-
eluted with 0.3M sodium chloride, followed by ethanol precipitation. The eluate was used for
library construction using standard Illumina protocols, with the minimum recommended
number of 11 PCR cycles.

Small RNA mapping and data analyses

Trimmed sequence data sets were mapped with the Burrows-Wheeler Alignment tool
(BWA) (LI and DURBIN 2009) using default settings. Reads were first aligned to a set of
bacterial sequences, as well as to mitochondrial and ribosomal DNA sequences, tRNA and
snoRNA, according to the recent Paramecium tetraurelia genome annotation
(ParameciumDB, http://paramecium.cgm.cnrs-gif.fr/), allowing one mismatch per read. Then,
cleared data sets were aligned on the reference genome of strain 51(ARNAIZ et al. 2012; AURY
et al. 2006) without mismatch.

Read counts were normalized to the total number of sequence reads obtained per sample,
expressed as reads per million. For determination of sSiRNA levels mapping within the dSRNA
trigger region, the average of 22nt and 24nt normalized small RNA counts was defined as a
threshold level to be passed for unambiguous siRNA accumulation. SIRNA levels represented
in Fig.3C and D are corrected by this method. Outside the dsSRNA region, 22nt, 23nt and 24nt
size fractions were considered as siRNAs, as they were detectably dependent on Rdr2.
SiRNAs mapping to the L4440 polylinker sequences, to the ICL7a mismatch, to introns and
to exon-exon junctions were defined as those overlapping the respective sequence/nucleotide
with a minimum of 3nt. SiIRNAs carrying 3’-untemplated nucleotides were identified in
sequential rounds of removing the last 3’nucleotide of each non-mapped small RNA, and re-
aligning of these clipped reads to contaminants, and then on the MAC genome, as described
above. Non-mapping reads of an alignment round were processed until 8 3’nucleotides were
clipped.

For identification of MAC regions producing endogenous SiRNAs, reads were aligned as
described above, allowing no mismatch. Among those regions producing predominantly 23nt
SiIRNAs, only clusters were considered that showed minimum siRNA coverage of 60x and a
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minimum size of 250bp. Representations of siRNA distributions were made with R scripts,
ggbio and Rsamtools packages (LAWRENCE et al. 2009; YIN et al. 2012).

Results

A large fraction of small RNAs map to genes targeted by dsRNA feeding

A previous small-scale analysis of siRNAs associated with dsSRNA-induced silencing of

the ND7 gene in conjugating cells suggested the existence of two distinct classes: one that
appeared to be cleaved from both strands of the dsSRNA trigger and another one, exclusively
antisense to the mRNA and carrying untemplated 3’ polyA tails, which may represent
secondary siRNAs (LEPERE et al. 2009).
To characterize dsSRNA-induced siRNAs, we first carried out high-throughput sequencing of
small (~15-30 nt) RNAs from 3 cultures of the wild-type strain 51 in which one or two non-
essential genes were silenced. The single-copy gene ND169, involved in trichocyst discharge,
was targeted either alone (WT-2 and WT-3 samples) or together with ICL7a (WT-1 sample),
by feeding cells with a mix of the bacterial strains producing each dsRNA (Fig.la and
Fig.S1). ICL7a is a centrin gene which has an 93%-identical ohnolog from WGD1, the most
recent whole-genome duplication. Small-RNA libraries were constructed to specifically
capture 5’-monophosphorylated molecules, since previous northern blot analyses indicated
that detectable siRNAs from the dsSRNA sequence are monophosphorylated (MARKER et al.
2010). We obtained between 10 and 26 million reads for each library. After removal of reads
derived from bacterial, mitochondrial and structural RNAs such as rRNA and tRNA (together
representing between 54 and 88% of the total), the remaining ones were mapped to the MAC
genome of strain 51, allowing no mismatch. This yielded numerous small RNAs matching the
genes targeted by dsRNA in the relevant cultures (Table S1), but not in a control culture fed
with the standard Klebsiella pneumoniae (not shown). The numbers of target-gene small
RNAs varied between 15 000 and 94 000 reads per million (rpm), which represents a large
fraction of MAC-mapping small RNAs in each case: 36% for ND169 and 20% for ICL7a in
sample WT-1 (Table S1). To broaden the analysis, we used small-RNA sequencing datasets
from other dsRNA-feeding experiments: the single silencing of RDR3 or PTIWI14, both
specifically involved in transgene- but not in dSRNA-induced RNAI (BouHOUCHE et al. 2011;
MARKER et al. 2010), PTIWI08 (a WGDL1 paralog of PTWI14), or ICL7a (for gene details see
Fig.S1). Similarly, large numbers of small RNAs specifically mapped to the cognate target
gene in each case (Table S1).
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Fig.1: 23nt siRNAs are produced from both strands of the dsRNA region and spread along the
target mRNA. (A) The ND169 gene (top) was silenced using a 410bp dsRNA fragment, located in the
3’ part of the coding sequence (c). Introns are numbered 1-5. The dSRNA fragment was cloned into the
polylinker part of the L4440 vector (b), flanked by convergent T7 promotors (black arrows). The
intron 5 sequence was present in the dsRNA (a). (B) Normalized size distribution of sense (grey) and
antisense (black) small RNAs mapping to the ND169 dsRNA sequence (region a in subfigure A) in
reads per 10 million. Dashed lines represent threshold levels for accumulation of unambiguous 23nt
siRNAs above the background (see text). (C) Normalized size distribution of small RNAs mapping to
the top (grey) and bottom strand (black) of the L4440 5° and 3’ vector sequence (b in subfigure A).
(D) Normalized size distribution of sense (grey) and antisense (black) small RNAs mapping outside
the ND169 dsRNA sequence (c in subfigure A). No threshold level for unambiguous siRNAs was
defined (see text). (E) Total RessaiNA from vegetative wild type cells subjected to ND169 dsRNA
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feeding was hybridized with a sense probe corresponding to the dsRNA region. Smear is detectable
when cells were not allowed to complete digestion of dsSRNA-containing food bacteria prior to RNA
isolation. Samples of cultures washed and incubated for 0-120 minutes in Klebsiella standard food are
shown. (F) Distribution of 23nt siRNAs on the ND169 genomic sequence (red line; black: introns;
light grey: flanking intergenic regions; dark grey: 3’UTR; yellow: dsRNA target region) (not
normalized). Individual siRNAs are represented as trait, the colour indicating its abundance. sSiRNAs
represented above and below the line are sense and antisense to the ND169 mRNA, respectively. All
subfigures show sample WT-1 (other samples see Fig.S6). 3°U-siRNAs are not included in the figure.

The vast majority of siRNAs map to the dsRNA trigger region of target genes

The 411-bp segment of the ND169 gene used for production of the dsRNA trigger is
located near the 3’ end of the coding sequence (Fig.1A). In addition to this segment, the
dsRNA trigger contains short sequences derived from the plasmid vector, between the
convergent T7 promoters and flanking the restriction sites used for cloning (71 and 114 bp at
the left and right ends, respectively). By definition, SIRNAs matching these vector sequences,
which are not present in the P. tetraurelia genome, can only be primary siRNAs, i. e. SIRNAs
cleaved by Dicer from the dsRNA trigger.

The mapping of small RNAs perfectly matching ND169 revealed that 99% of them are
located in the dsRNA trigger region (details see Table S2A), and their size distribution shows
a strong peak at 23 nt (54% of ND169 small RNAs on average) (Fig.1B). In addition, a large
number of small RNAs was found to map to the vector parts of the dSRNA (54% of dsRNA-
mapping reads in WT-1, 57% in the 23-nt peak) (Fig.1C). Small RNAs of other sizes between
16 and 29 nt, as well as a fraction of 23-nt molecules, may not be siRNAs but likely represent
random degradation products from the dsRNA being digested in food vacuoles. They were
readily detected on northern blots when cells were not allowed to complete digestion of
ingested bacteria before RNA extraction (Fig.1E). To count the 23-nt siRNASs in a stringent
manner, the number of RNAi-unrelated 23-nt RNAs was estimated to be the mean of the
numbers of 22- and 24-nt molecules, and only those in excess of this value were counted as
unambiguous SiRNAs.

Both sense and antisense siRNAs were found in the ND169 dsRNA region, though an
antisense bias was noted (88% of 23-nt siRNAs on average). Strikingly, some antisense
siRNAs were highly overrepresented, with more than 560 rpm, whereas most others were
represented by less than 30 rpm (Fig.1F). These copy-number variations are highly
reproducible for a given sequence since the same ND169 siRNAs were overrepresented in the
three wild-type samples (Fig.52), and they fully account for the global antisense bias in the
dsRNA region (Fig.1F). Among other genes tested, dramatic overrepresentation of some
SiIRNAs was also found to result in a global strand bias in the PTIWI08 and PTIWI14 dsRNA
regions, whereas overrepresented siRNAs occur equally on both strands for RDR3 and ICL7a
(Fig.S3 and Table S2A). Similarly, sSiRNAs mapped in equivalent numbers to both strands of
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the right vector part of the ND169 dsRNA trigger, whereas the left vector part showed an
excess of reads on the bottom strand (85%) (Fig.S4). Thus, read-count heterogeneity appears
to be a local, sequence-dependent effect that does not necessarily result in any strand bias. No
particular feature (nucleotide position biases, GC- or purine content) was found to be
associated with high-copy reads, and it remains unclear whether the observed heterogeneity is
of technical or biological origin, or both. We conclude that sSiRNAs accumulate at high levels
on both strands of the entire dSRNA.

Secondary siRNAs are produced from the entire target transcript

About ~1% of ND169 small RNAs mapped outside the dsRNA region, covering the entire
MRNA including the 33-nt 3’UTR (Fig.1F), but none was found in the 500 bp immediately
upstream and downstream of the ND169 transcript, even in the genes located there. Thus,
dsRNA feeding induces the production of secondary siRNAs that spread beyond the trigger
region but seem to be produced exclusively from the target transcript. Their lower abundance
and spreading in both directions was also observed for the other target genes, in which the
dsRNA trigger regions were located at different positions relative to the coding sequence
(RDR3, central dsRNA fragment; PTIWI14 and PTIWIO8, near the 5° end; and ICL7a,
covering the entire cds, but not the 3’UTR) (Fig.S3 and Table S2A). 86% of ND169 small
RNAs outside the dsRNA region are 23 nt in length, indicating that they represent bona fide
SiRNAs, and the 22-nt and 24-nt molecules (12%) are also likely to be secondary siRNAs
since they depend on Rdr2 (see below; Fig.S6B). Very few molecules were found at other
sizes between 16 and 29 nt, confirming that the high background observed in the trigger
region is due to dsRNA degradation products.

ND169 secondary siRNAs exhibit a strong antisense bias (97% on average in WT samples)
(Fig.1D and Table S2A). Unlike the weaker biases seen in the dsRNA region, which can favor
either strand, the same strong antisense bias was observed for all genes tested outside the
dsRNA region (Table S2A). In all cases, some secondary siRNAs were highly
overrepresented, as seen in the dsSRNA regions (Fig.S2). The antisense bias was observed both
5’ and 3’ of the dsRNA region and appears to be a characteristic feature of secondary siRNAs,
which is reminiscent of the situation in C. elegans (PAK and FIRE 2007; SIEN et al. 2007).
Yet the small but significant fraction found on the sense strand, which was not observed when
cells were grown on Klebsiella or upon feeding of other dsRNAs, suggests that at least some
secondary siRNAs may derive from a dsRNA precursor. Both sense and antisense secondaries
show a random frequency of each nucleotide at the 5’ end (not shown).

Outside the dsRNA region, many ND169 siRNAs contained exon-exon junctions (213 rpm on
average in WT samples), indicating that they were produced from the spliced mRNA.
Secondary siRNAs containing intron sequences were much rarer (7 rpm on average) (Table
1). From these analyses we conclude that dsRNA feeding induces the accumulation of
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predominantly antisense secondary siRNAs over the entire length of the target transcript, at
much lower levels than in the dsRNA trigger region, and mostly produced from the spliced
MRNA.

SiRNAs from the dsRNA region are predominantly primary siRNAs

SiIRNAs mapping in the dsRNA region may be either primaries or secondaries. To
determine the proportions of each, we took advantage of the fact that the ND169 dsRNA
contains one 23-nt intron (intron 5) (Fig.1A). In contrast to introns outside the dsSRNA region,
intron 5 was highly covered by siRNAs (1,311 and 4,989 rpm on average for sense and
antisense strands, respectively), whereas very few siRNAs contained the exon-exon junction
(1.3 and 1.7 rpm on average) (Table 1 and Fig.2A). Intron 5 is very efficiently spliced, as
determined by the comparison of RNAseq data from wild-type and NMD knockdown
conditions (Saudemont et al., unpublished), which would suggest that the vast majority of
siRNAs in the dsRNA region are primaries. However, the intron 5 region is poorly covered
compared to other sequences of the dsSRNA trigger. To confirm this result independently of
any possible effect of dsRNA feeding on splicing, we counted siRNAs covering a point
substitution present in the ICL7a dsRNA fragment, and those containing the endogenous base
(Fig.2B and C). 98.6% (11,445 rpm sense and antisense on average in two replicates) of
SiRNAs contained the substitution versus 1.4% (164 rpm) that matched the endogenous
transcript. Taken together, these results indicate that secondary siRNAs are indeed produced
from the dsRNA region of the mMRNA, where they accumulate at the same relatively low level
as over the rest of the transcript; the vast majority of siRNAs mapping in the dsRNA region
are primary products of dsSRNA cleavage by Dicer.

ouside dsRNA region dsRNA region
intron 1 -4 junction 1 - 4 intron 5 junction 5
Sample . . : :
sense antisense sense antisense sense antisense sense antisense

WT-1 1 5 0 116 936 3.858 1 1

WT-2 0 5 1 135 1.087 8.665 1 2

WT-3 0 9 2 385 1.910 2.443 2 2
WT-Kleb 0 0 0 0 0 0 0 0

Table 1: Number of ND169 siRNAs (in reads per million) overlapping exon-exon junctions and
mapping introns in wild type samples (WT) samples fed with E. coli (ND169 dsRNA) or Klebsiella
(no dsRNA).
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Fig.2: Predominantly primary siRNAs are produced from the dsRNA target region.

(A) Very few siRNAs overlap the exon-exon junction 5 (black gap) located in the ND169 dsRNA
region (grey bar). The graphic representation is identical to Fig.1F. The black bar represents the 5’
vector. (B) An A to G mismatch is located in the ICL7a dsRNA (lower grey bar; dashed bars
correspond to the 5’ and 3’ vector); the dSRNA corresponds to the bulk of the ICL7a cds (upper bar,
black parts are not represented in the dsRNA). (C) SiRNAs mapping to the mismatch represent
primary siRNAs, whereas those overlapping the respective genomic sequence represent secondaires,
produced from the endogenous transcript. Numbers in rpm are given for replicate 1 (WT-1) and 2
(ICL7a single dsRNA feeding). 3°’U-siRNAs are not included in the figure.

Primary siRNA accumulation is strongly affected in mutants

We then sequenced small RNA pools in mutants of the dsRNA-induced RNAI pathway
fed with ND169 dsRNA (Fig.S5). Only hypomorphic missense alleles were available for the
essential genes DCR1 (dcrl-5.5 and dcrl-5.27) and RDR2 (rdr2-1.24 and rdr2-3.7); these
mutations only partially impair silencing efficiency, requiring dilution of the dsSRNA trigger to
detect the phenotype (MARKER et al. 2014). For RDR1, we analysed two strong alleles
resulting in complete silencing deficiency (rdr1-5.28, nonsense; rdr1-3.16, catalytic missense)
and a hypomorphic allele (rdrl-1.22). We further studied complete-deficiency missense
alleles of the nucleotidyl-transferase CID1 and the RNAIi factor PDS1 (cid1-1.8, cid1-5.14,
pds1-3.18 and pds1-5.18) as well as a nonsense PDS1 allele (pds1-3.17) and a hypomorphic
CID1 allele (cid1-3.20) (Table S3). Northern blots previously showed that the phenotypic
strength of these mutations correlates with the reduction of siRNA levels in the dSRNA region
(MARKER et al. 2014) (Fig.3A).

Accordingly, the 23-nt peak of ND169 siRNAs mapping to the dsRNA region collapsed more
or less strongly in the different mutants (Fig.3B and Fig.S6). Of note, normalized siRNA
levels varied about 3-fold among wild-type samples (Fig.3C), although silencing was fully
efficient in all 3 cases. This may be due to differences in the amount of dsSRNA produced by
bacterial cultures after IPTG induction and/or to differences in the washing and starvation of
cells before RNA extraction (see Mat. & Met.). Compared to the average of wild-type
samples, 23-nt sSIRNA counts were reduced between 17- (pds1-5.18) and 250-fold (rdr1-5.28)
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in mutants with a full phenotype, and between 2- (rdr2-3.7) and 11-fold (rdrl-5.5) in
hypomorphic mutants (Fig.3C). Consistent with the conclusion that most dsRNA-region
SIRNAs are primaries, sSIRNAs mapping to the vector parts of the dSRNA were reduced to a
similar extent in each mutant (Fig.3D). The 2-fold reduction in rdr2-3.7, the most
hypomorphic of the two RDR2 alleles, seems not significant given the variations observed
among wild-type samples, but this is consistent with the weak effect of the mutation on
silencing efficiency, which requires dsRNA dilution to see the phenotype (MARKER et al.
2014). Overall, these results confirm that all factors are involved in the accumulation of
primary siRNAs, including the two RdRPs. We further note that the 23-nt peak is completely
abolished in the nonsense RDR1 allele (rdr1-5.28) (Fig.3B), indicating that primary siRNAs
cannot be produced in the absence of the Rdrl protein.
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Fig.3: SIRNA accumulation is strongly affected in RNAi mutants. (A) Northern blot analysis of
siRNAs produced in vegetative wild type cells and RNAi-deficient mutants subjected to ND169 (and
ICL7a in WT-1 and rdr2-1.24 (*)) dsRNA feeding. A probe corresponding to a 100bp fragment of the
dsRNA and oriented sense to the mRNA was used. ~2.5 fold more siRNAs mapped to the dsSRNA in
WT-1 compared to WT-2, although ND169 food bacteria were diluted with ICL7a bacteria
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(ND169:1CL7a 2.5:1). Of note, the two strongly hypomorphic alleles rdr2-3.7 and dcr1-5.27 produced
nearly wild type levels of siRNAs. Trichocyst discharge phenotypes are given below. (B) Normalized
size distribution of small RNAs mapping the ND169 dsRNA region in wild type (WT-1) and rdrl-
5.28. Note that the absolute number of 23nt small RNAs is higher in the rdrl null mutant, but no
unambiguous siRNAs accumulating above the background threshold level were found. (C)
Normalized counts of sense (grey) and antisense (black) 23nt sSiRNAs mapping the dsSRNA region in
wild type (WT) and mutant samples (in reads per million). Counts were corrected by the threshold
definition for unambiguous siRNAs described in the text. Corrected siRNA numbers and their
percentage relative to the total number of 23nt small RNA reads are indicated. (D) Normalized counts
of 23nt siRNAs mapping the 5> and 3’ vector part of the dsSRNA sequence. The same correction as
described for (C) was used. (E) Normalized counts of 23nt siRNAs mapping outside the ND169
dsRNA region in WT and mutant samples (in reads per million). Read counts were not corrected, as
no background level due to experimentally induced dsRNA degradation was expected. The percentage
of 23nt secondary siRNAs (i.e. mapping outside the dsRNA region) relative to the corrected total
number of 23nt siRNAs is indicated on top of the bars. Note that the proportion of secondary siRNAs
varied 4-fold between wild type samples (0.4% in WT-1 and WT-3; 1.6% in WT-2).

Rdr2 is required for accumulation of secondary siRNAs

In contrast to primary siRNAs, secondary siRNAs were hardly affected in most mutants.
In dcrl mutants (dcrl-5.5 and dcrl-5.27, both missense mutations in the helicase domain), the
number of ND169 23-nt secondary siRNAs was not significantly reduced and the antisense
bias was not affected. Likewise, in cidl, pdsl and two of the rdrl alleles (rdr1-3.16 and rdrl-
1.22), secondary siRNA levels were not or only moderately (3-7-fold) reduced (Fig.3E and
Table S4A). Thus these genes may not be directly involved in the synthesis of secondary
siRNAs; where observed, the modest reduction may simply be due to a stronger depletion of
primary siRNAs, which are needed to trigger production of secondaries. Only in the case of
the nonsense mutant rdr1-5.28 were secondary siRNAs completely lost, which may be linked
to the complete absence of 23-nt primaries. Under this hypothesis the substantially reduced
levels of primary siRNAs in other mutants, though precluding efficient silencing of ND169,
would still be sufficient to induce near-wild-type levels of secondaries.
The strongest allele of RDR2 (rdr2-1.24) behaved differently: despite a considerable level of
primaries, secondary siRNAs were almost completely absent (250 fold compared to the
average level of WT samples) (Fig.3E, Fig.S6B and Fig.S7A). The few reads counted in rdr2-
1.24 and rdrl-5.28 are within the range of sample contamination, as determined from the
control sample WT-K, not fed with ND169 dsRNA (10 reads in WT-K, 9 in rdr1-5.28 and 4
in rdr2-1.24). Thus, Rdr2 appears to be responsible for the synthesis of secondary siRNAs.
The occurrence of 3’ transitivity suggests that primary siRNAs do not act as primers for the
synthesis of a long dsRNA precursor, which is reminiscent of the Dicer-independent, 5’
triphosphate secondaries in C. elegans (Aoki et al. 2007; MANIAR and FIRE 2011; PAK and
FIRE 2007; PAK et al. 2012; SUEN et al. 2007). Although previous analyses only detected 5’
monophosphate siRNAs in the ND169 dsRNA region (MARKER et al. 2010), we asked
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whether a significant amount of 5’ triphosphate molecules, which would not be included in
our libraries, can be detected in other regions of the mRNA. Northern blots probed with
ND169 sequences upstream of the dsSRNA region revealed at best trace amounts of siRNAS
(Fi0.S8), ruling out an important fraction of 5’ triphosphate molecules and suggesting that the
sequenced secondaries represent the actual pool.

A fraction of primary and secondary siRNAs is 3’-uridylated

To check for possible 3’ addition of untemplated nucleotides, reads that could not be

mapped in the above analysis were trimmed at the 3’end by one nucleotide and mapped again,
allowing no mismatch. The procedure was repeated up to 8 times. This revealed the presence
of one or several non-genomic 3’ uridines (U) in a small fraction of small RNAs mapping
within and outside the ND169 dsRNA, and of small RNAs mapping to dsRNA vector
sequences (8%, 4% and 5% on average in WT cells, respectively). The tail size varied from
one to eight Us, but more than 50% were modified with a single U. Their size distribution
shows a peak at 23 genomic nucleotides (Fig.S9), indicating that they represent modified
primary and secondary siRNAs. Other non-templated nucleotides (mono- or poly-G,-C, or -A)
were observed at much lower frequencies compared to Us (Fig.4A). The very low proportion
of A deviates from the previous observation that a substantial fraction of dSRNA-induced and
other siRNAs in conjugating cells (50%) carried 1-7 nt 3’ polyA tails (LEPERE et al. 2009).
Curiously, primary and secondary 3’U-siRNAs were reproducibly more abundant on the
sense strand of ND169 (77% and 72% of the total 23nt-3°U primary and secondary siRNAs
on average in WT samples, respectively) (Fig.4 and Table S4B), indicating that they are not
subjected to the strong antisense bias observed for non-modified siRNAs. However, 3’U-
siRNAs of other target genes occurred in similar strand distribution as non-uridylated siRNAs
(Table S2B and C), and showed lower abundances (< 7% of 23nt-3’U siRNAs vs. 9.7% on
average for ND169) (Table S2C), indicating a potential sequence-specific effect.
In mutants, the levels of primary 3’ uridylated siRNAs (ND169 dsRNA region and vector
sequences) were reduced to a similar extent as non-modified primary siRNAs (Fig.S9).
Likewise, 3’U secondary siRNAs show the same genetic requirements as non-modified ones,
i.e. are not dependent on Rdrl catalytic activity, Cid1, Dcrl and Pdsl, but on Rdr2. However,
Cidl does not seem to be involved directly in the uridylation of these siRNAs, since the
proportion of 3’U siRNAs in the residual fraction of primary and secondary siRNAs was not
reduced in cidl mutants (Fig.S9).
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Fig.4: A subclass of dsSRNA-induced siRNAs carries 3’-untemplated uridines. Number of sense
SiRNAs (top) or antisense siRNAs (bottom) in the WT-1 sample modified with one or several 3’
untemplated nucleotides (A, U, C or G) mapping the ND169 dsRNA region (A), outside the dsSRNA
(B) or the 5’ and 3° L4440 vector sequences (C). Colours indicate the number of 3’ untemplated
nucleotides. Only modified 23nt siRNAs are shown, i.e. >23nt.

Endogenous siRNA clusters depend either on Rdr1 and Cid1 or on Rdr2

Rdr2 was previously shown to be involved in the production of endogenous siRNAs of
unknown function, clustering in an intergenic region (cluster22) (MARKER et al. 2014). To
gather insight into the endogenous roles of proteins involved in the exogenously induced
RNAI pathway we looked for spontaneous production of 23-nt siRNAs from the MAC
genome in wild-type and mutant cells, comparing only samples subjected to dsRNA feeding.
We considered only clusters of small RNAs showing a 23-nt peak, regions longer than 250bp,
and a minimum coverage of 60x on average in WT samples to allow for comparison with
mutants. This revealed a non-exhaustive list of 10 clusters (Table 2 and Fig.S10) which
showed strong reduction of small RNA count in at least one mutant. This, together with their
predominant size of 23 nt, indicates that they represent bona fide sSiRNAs.

Clusters fell mainly in two categories. In the first one the number of SiRNAs was significantly
reduced in the strongest rdr2 allele (rdr2-1.24), but not in other mutants (the known cluster
22, as well as clusters 17 and 51 (Fig.5A, B and C)). Two of these (cluster 17 and 51) overlap
exactly annotated mRNAs, with a strong antisense bias (>95%) similar to Rdr2-dependent
ND169 secondaries. Thus, Rdr2 seems to be able to produce siRNAs independently of Rdrl-
dependent primary siRNAs. Clusters of the second group were only located in intergenic
regions, and for five of them transcripts were detected by directional RNA-Seq (Table 2).
SiRNAs mapped equally to both strands or showed a minor bias to one strand. SIRNAs from
these clusters were less abundant in rdrl and cidl mutants (rdrl-5.28, rdrl-3.16, cid1-1.8,
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cid1-5.14) (clusters 79, 47, 121, 110, 160, 112 and 143) (Fig.5 D-J), indicating a concerted
action of the two proteins.

Interestingly, some Rdrl/Cidl-dependent siRNA clusters are clearly overrepresented in the
rdr2-1.24 mutant (clusters 79, 47, 112). This may indicate that Rdr2 plays a role antagonistic
to that of Rdrl in the accumulation of these sSiRNAs.

Similarly to dsRNA-induced siRNAs, a minor fraction of endogenous cluster siRNAs was
found to carry untemplated 3’Us (7.7-28% in intergenic clusters and 1.3-2.6% in gene
mapping clusters) (Fig.S10K). We conclude that the genes involved in the dsRNA-induced
RNAI mechanism possess endogenous functions in siRNA accumulation at specific cluster
regions. Endo-siRNAs exhibit similar properties to experimentally-induced ones, as they
consist of 3’ unmodified and a minor fraction of 3’U siRNAs, and have overlapping genetic
requirements. However, no cluster appeared to be affected by pdsl mutations.

Cluster length [bp] gene ann.otation transcript count mean siRNA coverage/bp % siRNAs on
(ParameciumDB) + & strand + strand - strand -
17 982 GSPATT00007066001 516 8 13 443 97
51 3021 GSPATT00017018001 474 0 0 20 98
22 331 intergenic 466 2 1545 3540 70
79 440 intergenic 28 0 70 106 60
47 611 intergenic 0* 0* 7 38 84
121 1007 intergenic 24 0 403 2567 86
110 275 intergenic 16 0 515 1801 78
160 412 intergenic 22 0 153 166 52
112 303 intergenic 4* 4* 56 105 65
143 545 intergenic 128 0 16 18 53

Table 2: Genomic cluster loci producing endogenous 23nt siRNAs. Overlapping poly(A)-containing
transcripts were identified using directional RNA-Seq data sets (normalized values). + and — strands of
siRNAs were defined according to these transcripts, but only represent top and bottom strands for the
2 clusters with no clearly defined single-stranded transcripts (*). SIRNA coverages are mean values of
WT1-3.
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The Paramecium RNAi machinery can process single-stranded bacterial RNA

As a preliminary test to determine whether the uptake of RNA from food vacuoles and its
processing by RNAI is restricted to dSRNA, the reads were mapped to E. coli 16S and 23S
rRNA sequences without pre-mapping to other sequences, allowing no mismatch. In wild-
type samples, variable quantities of small RNAs corresponding to the sense rRNA transcripts
were identified (Fig.6). Variations are likely due to differences in cell starvation and washes
prior to RNA extraction (see Mat. & Met.), leading to variable densities of food bacteria. The
size distribution of sense-rRNA small RNAs did not show any specific pattern, consistent
with most of these molecules representing rRNA fragments being degraded. Intriguingly
however, a number of rRNA matches were antisense to the rRNAS, and their size distribution
showed a clear peak at 23 nt. These antisense small RNAs were much less abundant than
sense fragments, but they likely represent bona fide siRNAs synthesized by the Paramecium
RNAI machinery: indeed, the same analysis performed on the mutant data sets revealed that
the antisense rRNA count is strongly reduced in the rdr2-1.24 mutant, and the remaining
molecules do not show a peak at 23 nt (Fig.S12). It is more difficult to conclude about a
possible effect of other mutations: although antisense rRNA counts are also reduced in rdrl-
5.28 and dcr1-5.27, all mutants except rdr2-1.24 still show a clear peak at 23 nt, specifically
in the antisense distribution, calling for more carefully controlled experiments to interpret
these quantitative variations.
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Fig. 6: 16S and 23S E. coli rRNA-derived siRNAs accumulate in wild type P. tetraurelia cells.
Size distribution and normalized abundance of sense (left) and antisense (right) oriented small RNAs
are shown (sample WT-1). (A) 16S-rRNA mapping, (B) 23S-rRNA mapping small RNAs.
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Discussion

Mechanisms of primary siRNA synthesis

The sequence data sets from various mutants, including both complete loss-of-function
and hypomorphic alleles, allowed us to confirm previous conclusions from northern blot
analyses that siRNAs matching the dsRNA trigger, here shown to be overwhelmingly
primaries, require the DCR1, RDR1, RDR2, CID1, and PDS1 genes for their synthesis or
accumulation at wild-type levels. While it seems reasonable to assume that Dcrl cleaves the
dsRNA to yield 23-nt primary siRNAs, the reason why two different RdRPs should also be
required is intriguing. Primary siRNAs were completely absent in the nonsense mutant rdr1-
5.28, indicating that the Rdrl protein is strictly required, and that Rdr2 alone is not sufficient.
The residual amount of primary siRNAs observed in other RDR1 alleles therefore indicates
that the mutant proteins are still partially functional in this respect. In the rdr1-3.16 mutant, a
highly conserved Asp residue thought to be required for RARP catalytic activity (CURABA and
CHEN 2008; MAKEYEV and BAMFORD 2002; SUGIYAMA et al. 2005) is changed to Tyr, raising
the possibility that Rdrl plays a structural role rather than a catalytic one. It could for instance
associate with Dcrl, as shown for the homologous proteins in Tetrahymena (LEE and COLLINS
2007; TALSKY and CoLLINS 2010), in a complex that would be required for Dcrl activity or
recruitment to the dsSRNA substrate. However, we cannot exclude that rdr1-3.16 retains some
catalytic activity; RARP activity might be required to amplify the dsRNA trigger, if it is
imported from the food vacuole in very small amounts. This would be in contrast to C.
elegans, where ingested dsRNA is not amplified (PAK et al. 2012). Furthermore, the silenced
phenotype of dsRNA-fed cells rapidly reverts when they are returned to normal Klebsiella
food, which argues against long-lasting dsRNA replication. Alternatively, the bacterial
dsRNA could be imported from the food vacuole in single-stranded form; RdRP activity
would then be required to produce a genuine dsRNA trigger, as demonstrated or inferred in
other systems (DALMAY et al. 2000; GENT et al. 2010; LEe et al. 2010; MOURRAIN et al.
2000; VASALE et al. 2010).

The requirement for RDR2 may be less stringent, since only the most compromised allele
rdr2-1.24 showed reduced primary siRNA levels. However, only hypomorphic alleles were
available for this essential gene; further work will be required to test primary siRNA
production in the absence of any Rdr2 protein, and to determine the respective roles of the
two RARPs in this process.

Primary siRNAs were severely depleted in cidl full-deficiency mutants. Nucleotidyl-
transferases have similarly been implicated in RNAI pathways in S. pombe (MOTAMEDI et al.
2004; VoLrE et al. 2002), C. elegans (CHEN et al. 2005; Josk et al. 2011), and T. thermophila
(CouviLLION et al. 2009; LEe and CoLLINS 2007; LEE et al. 2009), where they are required
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for accumulation of specific sSiRNAs and in several cases have been shown to physically
interact with RdRPs in RNA-dependent RNA polymerase complexes (RARCs) (LEE et al.
2009; MOTAMEDI et al. 2004; TALsKY and CoLLINS 2010; VAN WOLFSWINKEL et al. 2009). In
vitro tests of T. thermophila RARCs with sSRNA templates indicated that RARP activity is
primed by looping of the 3’ end, and that addition of polyU tails by the Rdn nucleotidyl-
transferases enables full-length conversion to dSRNA (TALsky and CoLLINS 2010). Such a
mechanism might explain the role of Cidl in primary siRNA synthesis in Paramecium, if
RARP catalytic activity is required. However it may be, the Cid1l nucleotidyl-transferase
activity is apparently not responsible for the observed uridylation of sSiRNAs (see below), and
the parallel effects of cidl and rdrl mutations on all SiRNAs examined, including endogenous
SIRNAs, strongly suggest that the two proteins are obligate partners in an RARC complex
(Fig.7).

Mutations in the Paramecium-specific PDS1 gene also strongly decreased the levels of
dsRNA-induced primary siRNAs, but unlike cidl and rdrl mutations they did not affect any
of the clusters of endogenous siRNAs examined. The Pdsl protein thus appears to be
specifically involved in exogenously triggered RNAI, suggesting it may participate in the
import of bacterial dSRNA from the food vacuole.

A —— exogenous dsRNA B endogenous RNAi precursor
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Fig. 7: RARP functions in P. tetraurelia exogenous and endogenous RNAI pathways. (A) Two
distinct RARPs co-operate and act sequentially in the biosynthesis of sSiRNAs from exogenous dsRNA.
Whereas accumulation of both, primary and secondary siRNAs requires Rdrl and Rdr2, the
production of secondaries is only dependent on Rdr2, provided primary siRNAs accumulate above a
threshold level. Note that complex formation of RdRPs with Cid nucleotidyl transferases (RdRCs) (see
text) is hypothetical. The role of the essential Cid2 was not tested in this study. (B) SiIRNAs produced
from different types of endogenous RNAI precursors require distinct, but overlapping RARP activities,
creating limiting conditions in the pathway network. Rdr2 and the putatively non-catalytic RARP Rdr3
act together with Dcrl in transgene-induced silencing (Marker et al. 2010, Marker et al. 2014). Some
endo-siRNAs seem to be produced independently of Rdr2 by Rdrl-Cidl, or vice versa. Note that
Rdr1-Rdr2 co-operation may also occur in endo-siRNA biogenesis. Only confirmed roles of Dcrl
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(LEPERE et al. 2009; MARKER et al. 2014) and Rdr3 (MARKER et al. 2010) are shown.

Mechanisms of secondary siRNA synthesis

By definition, secondary siRNAs are synthesized from an mRNA as a consequence of its
targeting by primary siRNAs. Any mutation that completely abolishes primary siRNA
production should therefore also result in the lack of secondaries, as observed for the
nonsense mutant rdrl-5.28. However, most other mutants, including the other two rdrl
alleles, still produce a residual amount of primary siRNAs. This allowed us to show that these
mutations have little or no impact on secondary siRNA levels: in cases where a small
reduction was observed, it may be explained by a stronger depletion of primaries. The only
exception is rdr2-1.24: despite a significant amount of residual primaries, secondary siRNAs
were completely absent in this mutant. Our results thus implicate only Rdr2 in their
production, likely through its catalytic activity (Fig.7A). Spreading of siRNA production
beyond the dsRNA trigger involves RARP activity in other systems (BAuLcomBe 2007,
VOINNET 2008). In both plants and nematodes, primer-independent RARP initiation permits
5°-to-3’ transitivity (SIJEN et al. 2007; VAISTW et al. 2002). Similarly, the occurrence of 5°-to-
3’ transitivity in P. tetraurelia implies that the synthesis of antisense RNAs by the Rdr2
protein is not primed by primary siRNAs. Rdr2 activity may also require association with a
nucleotidyl-transferase in an RARC complex; previous recursive RNAI tests of 4 close
paralogs of CID1 identified CID2 as a possible candidate: like RDR2, this gene is involved in
both dsRNA-induced and transgene-induced RNAI, and may be an essential gene since no
viable mutant was recovered from the screen (MARKER et al. 2014).

Unlike primary siRNAs, secondary siRNAs show a strong antisense bias for all target genes
tested and were not significantly depleted in the two hypomorphic dcrl alleles tested. This
suggests that a large fraction could be produced by a Dicer-independent mechanism similar to
that described in C. elegans (Aoki et al. 2007; PAK and FIRE 2007; SIJEN et al. 2007), i. e.
multiple unprimed Rdr2 initiation events resulting in the direct synthesis of 23-nt antisense
molecules. Although the small but significant fraction of sense secondary siRNAs could
conceivably be due to the same mechanism acting on natural antisense transcripts, which can
be detected at low levels for much of the macronuclear genome (LEPERE et al. 2008), it is
unclear whether the latter would be sufficiently abundant. Furthermore, the resulting 5°-
triphosphate siRNAs would have to be rapidly converted to 5’-monophosphate by an RNA
phosphatase such as PIR-1 (DUCHAINE et al. 2006).

A different possibility is suggested by the absolute antisense bias reported for 5’-
monophosphate endogenous siRNAs in T. thermophila (CouviLLION et al. 2009; LEE and
CoLLINS 2006). The only RARP in this ciliate, which is closely related to P. tetraurelia’s Rdrl
and Rdr2, has a processive activity on ssSRNA templates in vitro, synthesizing long dsSRNAs
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that can be cleaved by Dicer (LEe and CoLLINS 2007; TALSKY and CoLLINS 2010). To explain
the antisense bias, it was proposed that physical interaction of Dicer with the RARC dictates
the polarity of Dicer processing, resulting in preferential loading of the antisense strand onto
Piwi proteins (LEE and CoLLINS 2007). A similar mechanism, with a less stringent strand
selection, could account for the synthesis of P. tetraurelia secondary siRNAs by Rdr2.
Although secondary siRNA levels were not reduced in the two dcrl alleles tested, both have
missense mutations in the helicase domain but wild-type RNaselll domains, and the
possibility remains that the helicase domain is dispensable for the synthesis of secondary, but
not primary, siRNAs. Similarly, the helicase domain of the C. elegans Dicer was shown to be
required only for certain classes of siRNAs (PAVELEC et al. 2009; WELKER et al. 2010).
Alternatively, another protein may be responsible for dsSRNA dicing. The other two Dicer
genes in Paramecium appear to have non-catalytic RNaselll domains, but at least one
potentially functional Dicer-like gene (lacking a helicase domain, DCL4) has no known
function (LEPERE et al. 2009).

The role of primary and secondary siRNA uridylation

A minor fraction of ND169 primary and secondary siRNAs was found to carry 3’ non-
templated uridines, a modification catalyzed by nucleotidyl-transferases (Kim et al. 2010).
This fraction is not reduced in residual primaries nor in the secondaries from cidl mutants
(though absolute numbers of 3’U secondaries are low and therefore less informative). This
suggests that one or several of the other >22 nucleotidyl-transferases encoded in the P.
tetraurelia genome (MARKER et al. 2014) are responsible for their uridylation.

The possible function of 3’ uridylation of dsSRNA-induced siRNAs remains unknown. It may
be a transient modification that promotes siRNA degradation, as observed in plants in the
absence of 3’methylation (LI et al. 2005; ReN et al. 2012; ZHAO et al. 2012) and in the C.
elegans germline (VAN WOLFSWINKEL et al. 2009). In contrast to non-uridylated siRNAs, we
observed an absence of any antisense bias for ND169 3°U primary and secondary SiRNAs,
whereas 3’U siRNAs of other target genes showed the same biases observed for their non-
uridylated counterparts. This, and the fact that the level of uridylation also varies among
different RNAI target genes may indicate that uridylation depends on multiple factors. In
support of this idea, (poly)adenylation is the predominant 3’ modification of dsSRNA-induced
and endogenous siRNAs during conjugation (LEPERE et al. 2009), suggesting that nucleotidy
transferase activity underlies entirely different constraints when meiosis-specific small RNAs
(scnRNAs) are active or cells undergo prolonged starvation. However, the fact that
3’uridylation occurs on vector-specific SiRNAs suggests that at least uridylation of primary
siRNAs does not reflect the activity of RNAi-unrelated exosome-mediated degradation of
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aberrant transcripts, as observed in S. pombe (BUHLER et al. 2007; BUHLER et al. 2008; HALIC
and MoAzeD 2010).

The functions of primary and secondary siRNAs in dsRNA-induced silencing

In C. elegans, secondary siRNAs induced by dsRNA feeding accumulate at much higher
levels than primary siRNAs (PAK and FIRE 2007; PAK et al. 2012; SIJEN et al. 2007). In
contrast, we found Paramecium secondary siRNAs to be much less abundant than primary
SiRNAs. Although we sequenced only 5’-monophosphate molecules, our northern blot
analyses ((MARKER et al. 2010) and this study) indicate that triphosphorylated secondary
SIRNAs, if present at all, are at best a very minor fraction of the total SiRNA pool. Unlike
primaries, secondary siRNAs are produced from the target mMRNA, so that mRNA abundance
may be a limiting factor. Continuous dsRNA import and production of primary siRNAs,
together with mRNA slicing (JAILLON et al. 2008) and eventually degradation, could thus
explain the observed ratio. Furthermore, secondary siRNAs might affect transcription of the
target gene in the macronucleus (see below), resulting in a negative feedback. A non-
exclusive possibility is that a limiting amount of the Rdr2 protein, which is involved in the
synthesis of both primaries and secondaries, is titrated away from its role in secondary siRNA
production by continuous dsRNA feeding.

Interestingly, another difference with C. elegans is that in the latter, secondary siRNAs were
reported to be the actual silencing effectors (CLAYcomB et al. 2009; Gu et al. 2009; SIJEN et
al. 2007), whereas our results suggest that primary SsiRNAs are the major actors in
Paramecium. Indeed, a considerable silencing deficiency is seen in mutants with significantly
reduced amounts of primary siRNAs, but wild-type or only slightly reduced levels of
secondaries (rdr1-3.16, dcrl-5.5). Conversely, complete absence of secondaries and slightly
reduced amounts of primaries only lead to a very partial silencing deficiency, as seen in the
rdr2-1.24 mutant. Thus, secondary siRNAs do not appear to contribute much to the observed
silencing phenotype, suggesting they may have distinct functions. It should be noted,
however, that all our experiments were carried out with the widely used strain 51 of P.
tetraurelia, which has a long history of maintenance in stock collections, and we cannot
exclude that this strain has fixed a mutation affecting the levels and/or functions of dsRNA-
induced secondary siRNAs.

In C. elegans, primary and secondary siRNAs are loaded onto different Argonaute proteins
(YieIT et al. 2006). Among the three P. tetraurelia Piwi proteins implicated in dsRNA-
induced silencing by recursive RNAI experiments (BouHOUCHE et al. 2011), Ptiwil3 was
shown to have the strongest effect: its knockdown completely suppressed silencing of a
reporter gene. The protein, which contains the typical slicer catalytic triad DDH, is a good
candidate to load primary siRNAs and cleave cytoplasmic mRNAs within the dsSRNA region
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(JAILLON et al. 2008). A weaker effect was seen with the closely related ohnologs Ptiwil2 and
Ptiwil5, as reporter silencing was only partially suppressed, and only after joint knockdown
of the two ohnologs. Secondary siRNAs could be loaded onto these proteins, which contain
EDH triads and may not have slicer activity but otherwise resemble Ptiwi09, a protein
implicated in the scnRNA pathway and shown to be nuclear (BouHOUCHE et al. 2011). These
observations suggest that a possible function of secondary siRNAs may be to relay
information about cytoplasmic RNAI to the nucleus, as observed for some secondary siRNASs
in C. elegans. The latter associate with the non-slicing Ago protein Nrde-3 (GUANG et al.
2008), inducing heritable nuclear silencing by pre-mRNA-targeting (BURTON et al. 2011; Gu
et al. 2012; GUANG et al. 2010), but contribute only partially to silencing in the generation
exposed to the dsRNA trigger. In support of this hypothesis, Rdr2 is also involved in
transgene-induced silencing (MARKER et al. 2014), a pathway initiated in the nucleus and
possibly associated with nuclear functions of Rdr2-dependent siRNAs (MARKER et al. 2010).

Endogenous siRNA clusters: RARPs may compete as well as co-operate

Mutants deficient in exogenously triggered RNAi were found to have altered levels of
endogenous SiRNAs clustering at specific macronuclear loci, suggesting that the
corresponding genes normally participate in transcriptome regulation. Perhaps because the
mutagenesis screen selected for fast-growing lines, no obvious phenotype was observed
during vegetative growth, and only rdr2 mutants showed defects in sexual reproduction
(MARKER et al. 2014). Among the 10 siRNA clusters analysed, 3 were almost completely
absent in the strongest rdr2 allele. These mapped to known transcripts (2 protein-coding
MRNAs, 1 ncRNA) with a strong antisense bias and appear to be mechanistically similar to
dsRNA-induced secondary siRNAs, although they do not depend on upstream Rdrl action.
One was known to depend on the putatively non-catalytic Rdr3, indicating that Rdr2 and Rdr3
can co-operate for endogenous clusters, as they do in transgene-induced silencing (MARKER et
al. 2014; MARKER et al. 2010) (schematized in Fig.7B).

In the other 7 clusters (including 5 that appear to map to ncRNAs with variable antisense
biases), SIRNA levels were significantly reduced in full-deficiency rdrl and cidl mutants,
although in contrast to dsRNA-induced primary siRNAs they were not affected in pdsl
mutants. Since these Rdr1/Cid1-dependent siRNAs cover the entire length of the ncRNAs, it
is impossible to tell whether they also give rise to a minor fraction of Rdr2-dependent
siRNAs. Interestingly, in at least two cases SiIRNA levels were in fact markedly increased in
the strongest rdr2 allele, suggesting that Rdr2 may normally down-regulate transcripts that are
used as precursors for Rdr1/Cid1-dependent siRNAs. Thus, Rdrl and Rdr2 may compete for
such transcripts. Alternatively, Rdr2 may compete with Rdrl for pathway components, such
as unknown RdRC co-factors. If the Rdrl-Rdr2 co-operation on exogenous dsRNA is
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physically interdependent, loss of Rdr2 during dsRNA feeding may result in increased overall
availability of Rdrl. However, it remains unclear why increased SiRNA levels are not
observed at other Rdrl1-Cid1-dependent cluster loci in rdr2 mutants. For all types of clusters,
SIRNA levels did not appear to be significantly reduced in the two hypomorphic dcrl alleles,
suggesting that the helicase domain is dispensable. However, as noted for dsRNA-induced
secondary siRNAs, the Dcrl RNaselll domains may still be involved.

The natural functions of exogenously triggered RNAI

We have provided evidence that P. tetraurelia synthesizes siRNAs that are antisense to the
ribosomal RNAs of its bacterial food, in an Rdr2-dependent manner. Thus, the coupling of
RNA import from food vacuoles to RNAI processing is not restricted to dsSRNA. In previous
tests, feeding cells with bacteria producing ssRNA homologous to a Paramecium gene did not
result in phenotypically detectable silencing (GALVANI and SPERLING 2002), but this may be
due to the higher stability of dsRNA in the HT115 strain of E. coli, and the need for high
levels of primary siRNAs to completely suppress a Paramecium mRNA.

This finding raises the possibility that single-stranded bacterial RNAs compete with the
dsRNA trigger for RNAI factors (Fig.7B), which could explain the important variations
observed in primary siRNA levels between different wild-type cultures fed the same dsRNA-
producing bacterial strain. In addition to intrinsic variations in the amounts of dsRNA in
IPTG-induced bacterial cultures, relative to the rRNA, supposedly monoxenic Paramecium
cultures are frequently contaminated by other bacterial species, which could affect the
efficiency of silencing. More fundamentally, the finding considerably broadens the possible
natural functions of this mechanism. dsRNA-induced silencing could obviously provide
protection against dsSRNA viruses, but no virus infecting Paramecium has been described so
far; the mechanism may now be envisioned to protect against the horizontal transfer of single-
stranded retroelements. Furthermore, it may provide control of bacterial RNAs impacting the
cell’s endogenous gene expression, as observed recently in C. elegans (Liu et al. 2012).
Further studies have to show how this unicellular eukaryote adapts RNAI responses to
competing exogenous and endogenous RNAI triggers.
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B. Deux classes de siRNAs uridylés

Parmi les SRNAs uridylés induits par le feeding de ND169 et alignés sur 'ARNdb
inducteur, deux différentes catégories peuvent étre isolées. La premiere catégorie est
composée de sSRNAs de 23 nt génomiques additionnés d'une ou plusieurs uridines (catégorie
appelée "23 + U"). La seconde catégorie de siRNAs est composée de sRNAs dont la partie
génomique est plus courte que 23 nt (entre 15 et 22 nt) et qui sont complétés a 23 nt avec des
uridines non génomiques (catégorie appelée "complété a 23") (Figure 47C).
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Figure 47 : Deux classes de siRNAs uridylés. Distribution de taille des siRNAs modifiés
avec une ou plusieurs uridines normalisée en reads par 10 millions. Les couleurs indiquent le
nombre d'uridine non génomique en 3'. A) échantillon sauvage, B) mutant dcrl-5.5. C)
Représentation schématique des deux classes d'uridylation. A gauche, 23 nt + U ; a droite,
complété a 23 nt.
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Dans des conditions sauvages, les SRNAs "23 + U" sont fortement majoritaires et les
SRNAs complétés a 23, bien que présents, sont peu visible sur la distribution de taille (Figure
A7A). Au contraire, dans des conditions mutantes pour dicer (alleles dcrl-5.5 et dcrl-5.27), la
catégorie "23 + U" est fortement réduite et la catégorie "complété a 23" est bien plus visible
(entre 15 et 22 nt) (Figure 47B et Figure S9 de l'article). Les proportions de chacune de ces
deux catégories dans les autres mutants semblent similaires au sauvage (donnees non
montrées). Il semble donc que les SRNAs complétés a 23 soient indépendant de Dicer. En ce
qui concerne les sSRNAs secondaires uridylés aligneés sur ND169 en dehors de la région
feeding, les SRNAs "23+U" sont bien présents mais les quantités sont trop faibles pour que la
catégorie "complétée a 23" soit détectable. Cependant, dans les mutants Dicer qui n'affectent
pas la production des siRNAs secondaires (uridylés ou non), la catégorie complétée a 23 est
aussi absente (Figure S9). On peut donc suggérer que cette seconde classe de siRNAs uridylés
est spécifique des siRNAs primaires. Une hypothése pour expliquer I'origine de ces SRNAs
plus courts complétés a 23 nt par des uridines non génomiques est que les produits de
dégradation de I'ARNdb, qui forment le bruit de fond pour les sSiRNAs non uridylés (Figure
3B de l'article), peuvent aussi étre uridylés. L'uridylation pourrait ajouter un nombre aléatoire
d'uridine quel que soit la taille du produit de dégradation mais le fait que les SRNAs de 23 nt
puissent étre chargés dans les protéines Piwi et donc étre stabilisés pourrait expliquer que I'on
retrouve principalement des SRNAs complétés a 23 nt.
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L'ensemble de ce travail réalisé sur I'espéce Paramecium tetraurelia a permis d'étudier
les mécanismes d'ARN interférence. En particulier, la voie d'ARNi induite par feeding
d’ARNdb a pu étre en partie décryptée grace a la découverte de 4 nouveaux genes et par
I'analyse des petits ARN synthétisés apres induction par I'ARNdb ingéré. Le point essentiel de
ce travail fut la combinaison de deux techniques de biologie qui nous ont apporté un grand
nombre d'informations sur le fonctionnement de cette voie cellulaire.

La premiere technique mise en place a été un crible de génétique direct basé sur une
mutagénése par exposition des paramécies aux UV. Le crible imaginé repose sur le
détournement de la fonction biologique de I'ARNi qui consiste probablement a se défendre
contre les parasites moléculaires présents dans I'environnement. En effet, les paramécies ont
été soumises au feeding d'un ARNdb complémentaire a un géne endogéne essentiel de la
paramécie. Les paramécies sauvages capables de faire de I'ARNi sont donc piégées par leur
propre mécanisme de défense et meurent rapidement aprés avoir réprimé I'expression de leur
géne essentiel. Au contraire, les paramécies mutantes incapables de faire de I'ARNi survivent
au feeding d'ARNdb et ont donc été sélectionnées. Ce crible a permis d'isoler 79 mutants
totalement ou partiellement déficients pour I'ARNiI. L'obtention de ces mutants mendéliens
représente un avantage certain pour l'analyse des voies d’ARNi en comparaison aux méthodes
précédemment établies dans le laboratoire qui consistaient a éteindre par ARN interférence un
géne potentiellement impliqué dans I'ARNi. En effet, cette méthode avait comme
inconvénient de nécessiter un a priori sur le gene mais aussi de recourir a de I'ARNi récursif
qui ne permet de conclure qu'en cas de résultat positif et apporte trés souvent des réponses
partielles. Cette nouvelle méthode d'identification sans a priori des mutants mendéliens pour
I'ARNI a aussi ses propres limites : elle ne permet de trouver des mutations nulles que dans
des genes non essentiels et non redondants. Il est cependant théoriqguement possible d'isoler
des alleles hypomorphes dans des genes essentiels. Les génes mutés dans les différents clones
ont d'abord été identifiés par des techniques de biologie moléculaires, extraction d’ADN, PCR
et enfin séquencage des genes déja connus. Les clones déficients pour I'ARNI mais sauvages
pour tous ces génes ont été croisés avec une paramécie sauvage et des pools de F2 ont été
réalisés pour permettre I'identification de la mutation responsable du phénotype de déficience
pour I'ARNI parmi les mutations induites aux UV. La seconde limite de cette technique est le
temps et le colt nécessaire pour identifier tous les génes impliqués dans un processus. En
effet, plus le nombre de genes identifies dans la voie augmente plus il y a de genes a
séquencer individuellement par clone déficient avant de séquencer le génome complet. De
plus, le croisement et le séquencage du génome MAC des mutants est une procédure
relativement longue (au minimum 2 mois et demi) et couteuse.

Les résultats de cette analyse ont permis I'obtention de 49 alléles dans 3 genes déja
connus : DCR1, RDR1 et RDR2 mais aussi dans 3 nouveaux génes : CID1, PDS1 et PDS2.
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Etant donné que 41, 16 et 10 clones sont respectivement mutés dans RDR1 CID1 et PDS1
avec un grand nombre d'alléles différents, il semble alors que le crible soit saturé pour les
génes non essentiels. Au contraire, pour les genes DCR1 et RDR2, peu dalléles ont été
trouvés et ces alleles sont hypomorphes suggérant que ces genes sont essentiels. CID2 a été
découvert dans un second temps par lI'analyse par ARNi récursif des 22 génes de la famille
CID du genome de P.tetraurelia. Aucun alléle n'ayant été trouvé dans le crible pour ce géne,
il est probable qu'il soit également essentiel. De maniére intéressante, les genes essentiels
DCR1, CID2 et RDR2 sont également impliqués dans la voie d’/ARNi induite par transgéne,
tandis que les genes non essentiels PDS1, CID1 et RDR1 sont spécifiquement impliqués dans
le traitement de I’ARNdb ingéré. Ces résultats montrent que les deux voies d'’ARNi partagent
certains facteurs mais aussi que la voie par transgéne est essentielle alors que la voie par
feeding d’/ARNdb ne I'est pas. Si cette voie exogéne d'’ARNi semble inutile & la paramécie en
conditions de laboratoire et a court terme, il est trés probable qu'il en soit autrement dans des
conditions environnementales naturelles bien plus complexes puisque qu'une pression de
sélection s'exerce sur les genes impliqués dans cette voie depuis des millions d'années
(conservation de la voie au sein du groupe P.aurelia). La question de la fonction naturelle de
cette voie d'ARN interférence reste donc entiére apres cette analyse.

Une seconde technique a été mise en place dans le laboratoire pour étudier plus
précisément le role de ces génes dans la biosynthése ou I’action des SIRNAs. Les mutants
obtenus dans le crible sont un matériel idéal pour étudier I'impact de I'absence d'un géne sur
I'accumulation des siRNAs de la voie d'’ARNi induite par ARNdb. Les siRNAs de cellules
sauvages ou mutantes, préalablement nourries d’un ARNdb homologue au géne non essentiel
ND169 ont donc été séquencés en grande quantité. 14 banques mutantes et 3 banques
sauvages réalisées dans le laboratoire ainsi que 5 banques réalisées dans le laboratoire de
Martin Simon en Allemagne ont été analysées L'analyse bio-informatique a consisté, apres
avoir éliminé les séquences contaminants (séquences bactériennes, ribosomales,
mitochondriales), a aligner sans mismatch les siRNAs sur I'ARNm ciblé, sur I'ARNdb
inducteur ou bien sur le génome complet puis a les compter en suivant différents critéres : la
taille, I'orientation, la position et les modifications non génomiques en 3'.

La distribution de taille des SRNAs a révélé un pic trés net a 23 nt, taille attendue pour
les sSiRNAs. Afin d'isoler les siRNAs produits par le mécanisme d'’ARNi des SRNAs résultants
de la dégradation de I'ARNdb, le nombre sSRNAs de 23 nt a été retranché de la moyenne des
SRNAS de 22 et 24 nt. Des siRNAs ainsi définis ont été identifiés sur I’ARNdb inducteur mais
aussi sur la totalité de I’ARNm endogéne ciblé, en plus faible quantité (1% du total), et trés
majoritairement de polarité anti-sens. Cette observation démontre la capacité de P.tetraurelia
a synthétiser des siRNAs secondaires a partir de I'ARNm ciblé et donc la capacité de
propagation de I'ARNi dans les deux orientations le long de I'ARNm. La production des
SiRNAs primaires (produits a partir de 'ARNdb) dépendent de tous les genes trouveés dans le
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crible y compris les deux RdRPs. Le fait que des RARPs soient nécessaires a la production de
SiRNAs primaires peut suggérer qu'ils proviennent d'un ARN simple brin dont le brin
complémentaire a été synthétisé par la RdRP et non d'un ARNdb importé de la vacuole
digestive. Cependant il est aussi possible que les RARPs agissent en complexe avec Dicer et
soient nécessaires a son activité (voir la premiere partie de la discussion). Au contraire, la
synthese des siRNAs secondaires requiert seulement RDR2 et, comme chez C. elegans,
semble indépendante de Dcrl. Cependant, environ 4% des siRNAs secondaires sont dans
I'orientation sens, ce qui suggére qu'un certain nombre de siRNAs secondaires sont tout de
méme produits a partir d'un long ARNdb précurseur clivé par Dicer. Ces deux résultats
contradictoires suggerent que soit une autre protéine Dicer non identifiée dans le crible est
impliquée dans la synthese de ces siRNAs soit le domaine hélicase de Dcrl n'est pas requis
pour la synthése des siRNAs secondaires sens (les deux mutants Dcrl séquencés ayant une
mutation faux-sens dans le domaine hélicase). Les siRNAs secondaire sont en quantité
équivalente dans le mutant Dcrl (incapable de faire de I'ARNi) et dans le sauvage ce qui
suggere qu'ils n'ont pas la capacité d'éteindre I'expression de I'ARNmM (voir la deuxieme partie
de la discussion). Une fraction de ces siRNAs (environ 10%) est modifiée par 1’addition d’une
ou plusieurs uridines en 3'. Ces siRNAs modifiés semblent dépendants des mémes génes que
les siRNAs non modifiés mais ne présentent pas la méme distribution sur les deux brins. En
effet, les siRNAs uridylés primaires ou secondaires ont un biais sens contrairement aux
siRNAs secondaires qui sont trées majoritairement anti-sens. Deux hypotheses peuvent
expliquer cette observation. 1) L'uridylation est une trace du processus de synthése des
siRNAs (formation d'une boucle poly U selon le modéle Tetrahymena nécessaire a la RARP
pour synthétiser le brin complémentaire) qui ne reste présente que sur une faible quantité
d'entre eux. 2) L'uridylation est simplement une marque indiquant le début du processus de
dégradation du siRNA (voir la troisieme partie de la discussion). Enfin, les siRNAs
synthétisés sur des loci endogenes ont été recherchés dans le génome macronucléaire. Les 10
clusters de siRNAs les plus couverts ont été analyseés, ils présentent tous un pic a 23nt et une
fraction d'entre eux est uridylé. 3 de ces locus sont dépendants de Rdr2 et les autres sont
dépendants de Rdrl et Cidl indiquant que les deux RARPs ont bien des fonctions différentes
et que Cidl semble interagir (directement ou non) avec Rdrl. L'ensemble de ces résultats sont
résumés dans la (Figure 48).
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Figure 48 : Schéma des voies de siRNAs végétatives chez P. tetraurelia. La voie induite par injection de transgenes dans le macronoyau de la paramécie
nécessite deux RARPs (RDR2 et RDR3) ainsi que la nucléotidyl transférase Cid2 pour générer de long ARNdb. Les ARNdb sont clivés par Dicer puis
méthylés par Henl avant d'étre chargés sur les protéines Piwi (Marker, Simon et al, données non publiées). La synthése des siRNAs secondaires a pu étre
montré pour cette voie et nécessiterait les protéines Rdr2 et Cid2 (Marker, Simon et al, données non publiées). Deux classes de siRNAs endogénes requierent
soit Rdrl et Cid1 soit Rdr2 et possiblement Cid2. 1l est possible qu'un long ARNdb soit généré a partir des transcrits par les RARPs puis soit clivé par Dicer
pour former des siRNAs en quantité équivalente sur les deux brins ou bien que des siRNAs anti-sens soient générés directement a partir des transcrits a l'aide
d'une RdRP. Enfin, la voie inductible par feeding d’/ARNdb (a droite) est la mieux caractérisée a I'heure actuelle. La protéine Pds2 est la protéine candidate
pour étre impliquée dans I'import des ARN des vacuoles digestives vers le cytoplasme. Les ARN importés pourraient I'étre sous forme simple ou double brin
mais dans les deux cas les protéines Rdrl et Rdr2, Cidl et Cid2 et Pdsl sont nécessaire avec Dcrl pour accumuler des siRNAs primaires (voir la premiére
partie de la discussion). Les protéines Rdrl, Cidl et Pds1 ne sont pas essentielles a la survie de la paramécie indiquant que cette voie d'ARNIi est dispensable.
Des siRNAs secondaires, en faible quantité en comparaison aux siRNAs primaires (voir la deuxieme partie de la discussion), nécessitant Rdr2, semblent étre
synthétisés par deux mécanismes distincts. Le mécanisme principal pourrait étre la synthése directe de siRNAs anti-sens, indépendamment d'un clivage par
Dicer (comme dans le modéle C. elegans). Le second mécanisme pourrait étre la synthése d'un long double brin qui serait clivé par une protéine Dicer pour
produire des siRNAs qui s'accumulent sur les deux brins. L'addition d'une ou plusieurs uridines non génomique en 3' concerne environ 10% des siRNAs avec
un léger biais sens. Cette modification pourrait étre nécessaire a la synthése d'un long ARNdb par une RdRP ou étre simplement une marque indiquant le
début du processus de dégradation des siRNAs (voir la troisieme partie de la discussion). Les siRNAs de ces trois voies présentent tous un pic trés fort a 23nt
qu'il s'agisse des siRNAs primaires ou secondaires. Les points d'interrogations indiquent les étapes qui demanderaient plus d'analyses pour étre confirmées.
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Les résultats obtenus au cours de ma these m'ont amené a me poser un certain nombre de
questions concernant les mécanismes de cette voie d'’ARN interférence. Dans cette discussion,
3 points principaux seront abordés: la forme sous laquelle 'ARN est importé dans le
cytoplasme puis traité par la machinerie d'ARNi, la fonction de l'uridylation des siRNAs et
enfin le réle des siRNAs secondaires. Dans la derniére partie, des hypothéses sur la fonction
endogene de la voie d'ARN interférence induite par ARNdb seront proposées.

A. Sous quelle forme I'ARN est-il importé dans le cytoplasme ?

La ou les protéines impliquées dans I'import des ARN des vacuoles digestives sont
pour le moment inconnues chez la paramécie. Méme si la protéine Pds2 semble étre une
candidate potentielle, son implication n'a pas encore pu étre démontrée. La localisation
intracellulaire de Pds2 devrait nous permettre de répondre a cette question. La question
suivante serait de connaitre I'état sous lequel I'ARN est importé de la vacuole vers le
cytoplasme. Que ce soit chez le nématode ou chez la paramécie, seul le feeding d’ARNdb
permet d'activer les voies d'ARNi (Fire et al. 19985 | Galvani & Sperling 20021*™. 11 est
donc possible que les ARN simple brin soit incapables d'entrer dans le cytoplasme de
I'organisme soit parce qu'ils ne sont pas suffisamment stable dans les vacuoles digestives soit
parce que la protéine capable d'importer les ARN est spécifique des formes double-brin. Chez
le nématode, le feeding d'un ARN simple brin est capable d'étre pris en charge par la protéine
Cas9 pour introduire des mutations spécifiques de I'ADN (Liu et al. 20142, Cet exemple
montre qu'un ARN simple brin ingéré peut étre activement importé dans le cytoplasme et étre
suffisamment stable pour étre utilisé par I'organisme. De plus, j'ai pu montrer que les
paramécies sont capables de produire des siRNAs anti-sens a partir des ARN ribosomaux des
bactéries E. coli qu'elles ingérent, ce qui montre qu'un ARN simple brin est capable d'entrer
dans le cytoplasme de la paramécie. La stabilité des ARN en général dépend de leur capacité
intrinseque a former des structures secondaires, stabilisées par des appariements
intramoléculaires. Les ARNr étant des molécules particulierement structurées et en tres
grande quantité, elles sont peut-étre plus stables dans les vacuoles digestives. La présence ou
I'absence de siRNAs anti-sens sur les ARNm bactériens permettrait de répondre a cette
question.

Si les ARNs peuvent entrer dans le cytoplasme ce n'est pas pour autant qu'ils sont pris
en charge par la machinerie d'ARN interférence. En effet, les conditions nécessaires pour
gu'une RARP ait la capacité de synthétiser le brin complémentaire d'un ARN sont assez mal
connus. La premiére idée était que les RARPs ont besoin d'une amorce simple brin qui en
s'appariant avec sa cible déclencherait la synthése du brin complémentaire. C'est le cas par
exemple lorsqu'un ARNm est ciblé par un SRNA, les RdRPs peuvent alors utiliser ce duplex
pour synthétiser des siRNAs secondaires. Cependant on a pu montrer que les RdRP (de
paramécie notamment) sont capables de synthétiser des siRNAs en 3' de la région induite par
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feeding d’ARNdb et donc d'amplifier sans utiliser de SIRNA comme amorce. Cette activité des
RARP a aussi été montré chez le nématode et les plantes (Sijen et al. 2007, Cette
transitivité en 3' n'est pourtant pas une démonstration de I'activité amorce-indépendante des
RARPs. Chez T.thermophila il a été suggéré par des expériences in vitro que I'extrémité 3'
d'un ARN peut-étre uridylé pour former une boucle et servir d'amorce a la RARP. L'idée plus
génerale serait que ce sont les ARN simple brin aberrants qui sont pris en charge par les
RARPs. Cette notion assez vague peut inclure des transcrits non codants, des ARNSs tronqués
générés par des cassures double brin, des transcrits naissants, des ARNm mal ¢épissés,... Les
mécanismes permettant aux RARPs de se fixer sur ces ARNs aberrants sont pour le moment
tres peu connus, il est donc imaginable qu'un ARN simple brin en provenance des vacuoles
digestives soit reconnu par une RARP s'il est par exemple déja chargé dans la protéine qui
aurait servi a l'importer des vacuoles digestives vers le cytoplasme.

Enfin, il est aussi possible que la quantité de siRNAs produite par I'activité éventuelle
des RdRPs sur un ARN simple brin soit insuffisante pour induire I'ARNi en comparaison a un
clivage par Dicer. C'est dailleurs I'impression laissée par la faible quantité de siRNAs
secondaires produite chez P. tetraurelia (voir le paragraphe suivant). Mais si les RARPs ne
sont pas efficaces pour produire des siRNAs secondaires, comment expliquer que les deux
RdARPs soient requises pour synthétiser les sSiRNAs primaires chez la paramécie. 2 hypotheses
pourraient expliquer la nécessité des RARPs pour induire la production de siRNAs primaires a
partir d'un ARNdb importé dans le cytoplasme. La premiére hypothése est que les RARPs
pourraient former un complexe avec Dicer et étre indispensables a son activité. L'interaction
entre une protéine Dicer et une RARP a déja été montreé in vitro chez le cilié T. thermophila
(Lee & Collins 2007™%). Les auteurs dans cet article proposent que les RARPs puissent étre
indispensables pour synthétiser un brin complémentaire tri-phosphorylé aprés chaque coupure
par Dicer du long ARNdb (ceci suggere que les deux brins de I'ARN doivent se dissocier a
chaque coupure). En effet, I'efficacité de clivage par Dicer semble beaucoup plus grande
lorsque I'ARNdb est tri-phosphorylé. La seconde hypothése est que le nombre de molécules
d’ARNdb capables d'entrer dans le cytoplasme est tres faible, les RARPs seraient alors
essentielles pour amplifier le dsRNA et ainsi générer un nombre suffisant de SiRNASs
primaires pour réprimer 'ARNm. Chez le nématode, une étude a montré cependant que
I'ARNdb n'est pas amplifié (Pak et al. 20125%). Pour autant, ces hypothéses n'expliquent pas
pourquoi deux RARPs sont nécessaires.
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B. Le rble de 'uridylation des siRNAS

Les modifications des siRNAs semblent assez complexes puisque plusieurs études,
dans différentes conditions ont révélés des modifications 3' variables. Le séquencage des
siRNAs induits par feeding au cours de la conjugaison a montré que 50% des siRNAs sont
modifiés par une ou plusieurs adénines non génomiques en 3' (Lepere et al. 2009%™), alors
que ceux induits en croissance végetative sont uridylés pour 10% d'entre eux. De plus, des
librairies réalisées dans le laboratoire de M. Simon ont révélé un taux non négligeable de
mono-C non génomique en plus de l'uridylation. Il semble alors que les modifications des
siRNAs soit dépendantes de I'état des cellules au moment de I'extraction. Il est aussi possible
que des biais soient introduits selon les différentes conditions d'extraction des petits ARN, de
construction des librairies ou de séquencage des siRNAs (Raabe et al. 20141, Cependant,
au moins deux hypothéses peuvent expliquer I'observation d'un certain taux d'uridylation dans
les siRNAs induits par I'ARNdb.

La premiere hypothese, proposée dans le second article, est que l'uridylation est un
signal pour la dégradation des siRNAs. En effet, seule une fraction des siRNAs primaires et
secondaires est modifiée. De plus, il apparait qu'un certain nombre de siRNAs uridylés ont
leur séquence génomique plus courte que 23 nucléotides ce qui suggére qu'une partie des
siRNAs uridylés ont été partiellement dégradés. L'uridylation des siRNAs entrainant leur
dégradation a auparavant été montrée chez les plantes (Zhao et al. 20121y et chez C.
elegans (van Wolfswinkel et al. 20091'7), cependant cette hypothése n'explique pas pourquoi
le biais anti-sens des siRNAs non modifiés disparait pour les siRNAs uridylés. 1l semble
étonnant que le mécanisme de dégradation affecte plus en proportion les siRNAs sens
(environ 50% d'entre eux) que les siRNAs anti-sens (environ 1% d'entre eux). De plus, les
deux uridyl-transférases qui sont impliquées dans la voie sont essentielles a son
fonctionnement et nécessaire pour la synthese des siRNAs uridylés et non uridylés. 1l faut
alors suggérer que l'uridylation observée, si elle entraine la dégradation des siRNAs, est
ajouté par une autre uridyl-transférase qui ne serait pas utile a lI'accumulation des siRNAs et
qui n‘aurait donc pas été trouvée dans le crible.

La seconde hypothése est que l'uridylation réalisée par Cid1 ou Cid2 pourrait étre une
trace du mécanisme de synthése des siRNAs et étre essentielle a la production de tous les
siRNAs (uridylés ou non). Cette possibilité a déja été évoquée dans le modele Tetrahymena
thermophila ou, in vitro, I'addition d'uridines permettrait la formation d'une boucle en 3' et
servirait d'amorce & la RARP (voir introduction p31) (Talsky & Collins 20101°Y).

En considérant cette information, le modele suivant peut étre proposé pour la paramécie
(Figure 49).
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Figure 49: Hypotheése sur le role de I'uridylation. L'ARN
sens inducteur est en bleu, I'ARN anti-sens synthétisé par la
RdRP en rouge.

L'ARN simple brin pourrait étre uridylé par une nucléotidyl-transférase Cid et ainsi
permettre la synthese du brin complémentaire par la RARP. Si Dicer clive ensuite ces longs
ARNdb, on peut supposer que seul le siRNA en 3', a proximité de la boucle poly U, serait
uridylé. Ce modele a I'avantage d'expliquer pourquoi seulement une fraction des siRNAs est
uridylé et pourquoi les Cid sont essentiels a la synthese de tous les siRNAs. Pour les sSiRNAs
primaires, la quantité équivalente de siRNAs uridylés sur chacun des 2 brins est concordante
avec ce modele puisque que 'ARNdb n'est pas orienté mais selon ce modele, pour expliquer
la présence des quelques siRNAs secondaire anti-sens uridylés, il faudrait imaginer qu'un long
ARN anti-sens a 'ARNm (et en dehors de la région de I'ARNdb inducteur) puisse servir de
matrice a la RARP.

C. Pas d'amplification de I'ARNi induite par ARNdb chez P. tetraurelia

La répression des génes par ARNi chez la paramécie nécessite un apport continu de
I'ARN inducteur pour étre maintenu. L'injection d’/ARNdb dans le cytoplasme de la paramécie
est suffisamment efficace pour éteindre I'expression d'un géne seulement pendant 48h
(Galvani & Sperling 2002™™). En effet, P. tetraurelia réalisant 4 divisions par jour, la quantité
d’ARNdb initialement injecté est divisée par 256 en 48h. Cette observation suggere que
I'ARNdb injecté n'est pas amplifié ou en tout cas pas suffisamment pour maintenir la
répression mais aussi que lI'amplification de I'ARNIi par la production de siRNAs secondaires
n'est pas suffisante au-dela de 48h. Le méme effet est observe par feeding d'/ARNdb: tan que
les paramécies sont nourries avec les bactéries transformées la répression du géne ciblé est
maintenue, mais le phénotype réverte rapidement lorsque le milieu de culture est remplacé par
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un milieu contenant des bactéries non transformées. J'ai pu cependant observer gqu'il existe une
production de SiRNAs secondaires dépendante de la RdJRP RDR2 chez la paramécie.
Contrairement a C. elegans ou la quantité de siRNAs secondaires est plus grande que la
quantité de siRNAs primaires, chez P. tetraurelia, les siRNAs secondaires ne représentent que
1% de tous les siRNAs produits sur le géne ciblé. De plus ces siRNAs secondaires semblent
non fonctionnels puisque le mutant dcrl-5.5 en produit une quantité équivalente au sauvage
mais n'est plus capable de faire d’ARN interférence.

Deux hypotheses sont possibles pour expliquer ces observations. La premiére est que
le feeding d’/ARNdb en continu apporte dans le cytoplasme une grande quantité d’/ARNdb et
donc une grande quantité de siRNAs primaires qui vont efficacement réprimer les ARNm. Si
c'est le cas, la faible quantité de siRNAs secondaires pourrait étre simplement expliquée par
I'absence de I'ARNmM nécessaire a leur production. De plus, étant donné que Rdr2 est impliqué
a la fois dans la synthése des siRNAs primaires et des siRNAs secondaires, il est possible que
la quantité de protéines soit limitante pour la synthése des secondaires lorsque des siRNAS
primaires sont produits massivement. Dans cette hypothese la voie de synthése des siRNAs
secondaires serait donc inutile lors du feeding massif d'ARNdb mais pourrait étre essentielle
dans d'autres conditions par exemple si la quantité d’ARNdb initiale est tres faible ou que
I'ARN inducteur est sous forme simple brin.

La seconde hypothese (non exclusive avec la premiere) est que la voie de production
des siRNAs secondaires ne soit plus fonctionnelle. 1l existe plusieurs exemples chez les
eucaryotes ou les voies d’ARNi ont partiellement ou totalement disparues. C'est le cas par
exemple de Saccharomyces cerevisiae, Trypanosoma cruzi ou encore Plasmodium falciparum
(Shabalina & Koonin 2008[)). L'absence des voies d'’ARNi chez ces eucaryotes unicellulaires
peut s'expliquer par l'isolation de I'espéce dans un milieu environnemental trés peu stringent,
c'est le cas des parasites tel que Trypanosoma ou Plasmodium qui sont dépendants d'un
organisme hdte qui leur confere une protection contre le milieu extérieur. Pour
Saccharomyces cerevisiae, les levures déficientes pour I'ARNiI auraient été sélectionnées
naturellement par un virus a ARNdb qui confére a la levure infecté la capacité de tuer les
levures non infectés (systéme “killer virus") (Drinnenberg et al. 2011, Cet exemple
montre un cas ou la voie d'/ARNI antivirale apporte un net désavantage sélectif. Dans le cas
des paramécies, la souche 51 de Paramecium tetraurelia est conservée en laboratoire depuis
1939 et I'absence de pression de sélection sur la voie d'ARN interférence induite par feeding
(voie non essentielle dans les conditions de laboratoire) aurait pu conduire a l'introduction de
mutations dans RDR2 rendant inefficace la production des siRNAs secondaires ou dans une
protéine Piwi affectant leur stabilite. Chez Tetrahymena thermophila, le feeding d’ARNdb ne
fonctionne pas et le géne Pdsl (spécifique de la voie induite par feeding chez la paramécie)
est absent suggérant que cette voie d’ARNi aurait pu étre perdue au cours de I'évolution.

En conclusion, le mécanisme de production des siRNAs secondaires existe chez
Paramecium tetraurelia mais, au moins pour la voie induite par feeding, ne permet pas
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d'amplifier la quantité de siRNAs et ne semble pas participer a la dégradation de I'ARNmM
cible.

D. La fonction endogene des siRNAs induits par feeding d'ARNdb.

Si la fonction endogéne de cette voie reste mystérieuse, la compréhension des
mécanismes de production des siRNAs nous permet d'imaginer plusieurs raisons qui auraient
contribué a la conservation de cette voie d’ARN interférence au cours de I'évolution.

L'idee générale est que les voies d'ARNi sont utiles pour la défense contre les parasites
moléculaires tels que les transposons et les virus. Jusqu'a présent aucun virus n'infectant la
paramécie n'a été trouvé contrairement a plusieurs protozoaires pour lesquels des virus ont été
décrits (Hyman & Abedon 2012"%). Sj effectivement aucun virus n'est capable d'infecter la
paramécie, on peut se demander si ce sont ses voies d'/ARNi qui lui offrent une protection
efficace contre les infections virales. Cependant, la plupart des virus de plantes ou d'animaux
ont développé des mécanismes pour contourner ou inactiver les voies d’/ARNi de I'héte, il est
donc peu probable que ce soit les voies d'’ARNi de la paramécie qui empéchent a elles seules
les infections virales. En ce qui concerne les transposons, il est théoriquement possible que
I'’ARNi empéche I'intégration de transposons qui proviendraient de la nourriture en réprimant
les transcrits, cependant le code génétique de la paramécie étant différent de celui des
bactéries (un seul codon stop : TGA), il est peu probable qu'un transposon bactérien puisse
facilement intégrer le génome de la paramécie.

En revanche, plusieurs endosymbionts ont été décrits pour la paramécie. Par exemple
l'algue verte unicellulaire Chlorella (Fujishima & Kodama 20122 ou encore la bactérie
Caedibacter caryophilus affiliée aux Alphaproteobacteria (Beier et al. 20021y, Cette
derniére donne a son hote la capacité de tuer ces congénéres qui ne sont pas infectés par la
bactérie. Par définition, un endosymbiote doit interagir avec son hdte pour un certain nombre
de processus cellulaires. Il est alors possible que I'ARNi ait un réle important a jouer dans ces
relations endosymbiotiques. Certains ARN de la bactérie infectieuse (ARN ribosomaux ou
méme ARNmM) pourraient étre réprimées par les voies d'/ARNi de la paramécie pour empécher
I'infection ou simplement pour limiter sa prolifération dans I'h6te. Si c'est le cas, cela suggere
que des ARN seraient excrétés de la bactérie dans le cytoplasme de la paramécie pour étre
traités par I'ARNi puis que les siRNAs produits pourraient entrer dans la bactérie pour
éteindre l'expression des ARNm. L'étude de la prolifération des endosymbionts dans des
mutants déficients pour I'ARNI pourrait étre particulieérement intéressante.
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A forward genetic screen reveals essential and non-essential RNAIi factors in
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Figure S1: DsRNA isolated from E. coli HT115 DE3 food bacteria to induce silencing of
Cid1-like genes, ND169 (reporter) and ICL7a (control). Bacterial total RNA was extracted by
hot phenol (pH 4.0) and purified by ethanol-0.4M sodium chloride precipitation. High
molecular weight bands represent 16S and 26S ribosomal RNA. Note that the amount of
dsRNA (black arrowheads) produced from different gene fragments is highly variable, but
reproducible for each fragment.
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Figure S2: Non-canonical poly(A) RNA polymerases (Cid1-like nucleotidyl transferases)
identified in the P. tetraurelia MAC genome. Alignments of protein sequences
corresponding to the conserved domain were done using the MUSCLE software. Phylogenetic
analysis was carried out using PhyML (bootstrapping procedure, 100 bootstraps) with default
parameters and trees were created by TreeDyn (http://www.phylogeny.fr) (78). Pt,
Paramecium tetraurelia; Tt, Tetrahymena thermophila; Sp, Schizosaccharomyces pombe; Sc,
Saccharomyces cerevisiae; Th, Trypanosoma brucei; Ce, Caenorhabditis elegans; At,
Arabidopsis thaliana; Hs, Homo sapiens (accession numbers see Table S7B).
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Figure S3: Expression levels of genes involved in dsRNA-induced RNAI during vegetative
growth (veget) and autogamy (meiosis of MICs, fragmentation of the old MAC,
developmental stages of the zygotic new MAC) according to microarray experiments (4-6
replicates each (25,79). Genes specifically involved in dsSRNA-RNA-induced silencing are
represented in blue and light blue, genes also involved in transgene-induced silencing are
represented in red. All changes in expression are not significant. Expression data are publicly
available at the Gene Expression Omnibus database (80), under accession numbers
GSE17996, GSE17997, GSE17998 and GSE18002.

149



Marker et al.

— Figure S4 -

119
120
120
120
117

A G 104
RET|RIAT SHTE KETLIERSONIO TN T SGTNH IR IPOKEAKTLEYQLQO 106

A S T VKN K T LT A 114

Pt-Pdsl EPDLTJVOQT
Ppr-Pdsl LDDVONSTNQI I SN FDOSEINeS881 0D
Pb-Pds1 XXXXXXXXXXXXXXXXXX@DODOTKE I EN®

&
Ppe-Pdsl 1] INEDON@INQT ISNFDOKEIXe)sR
Ps-Pdsl QKEMK! - - - EQSLRSEKEEDETTRK
Pm-Pds1l-1 --- ON SEDLERITKREVAD---—--------- Q.
Pm-Pds1l-2 ---MRYIIBO#IPEEDVEDVE- -~ - - - [EOTRVIORBADD!
SERg

Pc-Pdsl oo LNDQVSILKDLEVD@EIEKIELE- - - - - - ENVIZD}

SINIKT
FBNHKT
FﬁN KT

2

BGIENET

Pt-Pdsl
Ppr-Pdsl
Pb-Pdsl
Ppe-Pdsl
Ps-Pdsl
Pm-Pdsl-1
Pm-Pdsl-2
Pc-Pdsl

1}
NLEQKLKGLRIFFEDVENHMTSP! 3
IVABNLEOKLKGLREFFQDVVNHMTSH LROZYFEK IIESDDLEKS
IETHLVSK) LNIvﬂNLEQKLKGLRIFiﬁovﬁ.‘NHMTsp BN IDF LR%YFQKI ®DDLE!
LF PFDLOGK SIECORTFigY TKKE

SNISIEIHLVS. OE!LEIVAQNEEQELKEERIF DVVNHMTS PKid N KM L LI LR YFEKIIQDDLE'RL' LE}
o
- ]
IDVIDKQ <PYSSAILGFHFPFDLQGI\SQOC8FIFﬂYIKI‘Eﬂ
KE(#C ER

‘IE RIFFQD@V] RMY"

Ej

DVIDKQ) PYSSE!LGF%FPFDLEG quKﬁHIEEL

DVIDK <pYSSAILGFHFPFELQGKSroqnIF Y IKKWIESLFVIFISF)
0l (V)

Pt-Pdsl
Ppr-Pdsl
Pb-Pds1l
Ppe-Pdsl
Ps-Pdsl
Pm-Pdsl-1
Pm-Pdsl-2
Pc-Pdsl

RN FICORByIIF L.CVCQVD@SLKVIAILGTPEFIKI T
OENNQF[CVCQVDLSLKVIAILGTPEGIKIT]
NFFLCVCQVDLSLKVIAILGTPEGIKIT]
L RNNOFCVCOVDLSLKVIATLGTPEGIKIT
RERNNEF S CVCOIY LELY

Pt-Pdsl
Ppr-Pdsl
Pb-Pdsl
Ppe-Pdsl
Ps-Pdsl
Pm-Pdsl-1
Pm-Pdsl-2
Pc-Pdsl

MNNSQQQKKEQ 460
IEIDSQDQONSG 451
FEYSQY----- 465

Pt-Pdsl
Ppr-Pdsl
Pb-Pdsl
Ppe-Pdsl
Ps-Pdsl
Pm-Pdsl-1
Pm-Pdsl-2
Pc-Pdsl

XXXXXXXXX-XXXXKLAD~

OKIKFFDSQKSELNSK - - - -GOTNS{e)
QPGRGND] PRSORIMENQESDREISEAOSOKSTEDYNDDNSNQD 558
CELUSEQLRGS PRCQ) EQQIKEEITTEKVQKEPIDILFEKSE 563

Pt-Pdsl
Ppr-Pdsl
Pb-Pdsl
Ppe-Pdsl
Ps-Pdsl
Pm-Pdsl-1
Pm-Pdsl-2
Pc-Pdsl

€213 IVOETDGNGKIKISEEY|B)S
&PIVQEIEDGTGKIKISEK FKINLIGeNeR

QYF qLIGE:
O FKISLIGE]

Pt-Pdsl
Ppr-Pdsl
Pb-Pdsl
Ppe-Pdsl
Ps-Pdsl
Pm-Pdsl-1 [KNPKDAIS]
Pm-Pdsl-2 E AHLMSIQEKNTE - -
Pc-Pdsl WPHFEN] Gl LTNNQHV - -

722
721
744

Figure S4: Pdsl homologs identified in the MAC genome of Paramecium species.
Alignments of complete protein sequences were done using the MUSCLE software. Amino
acids for which missense alleles were obtained by the screen for RNAi-deficient mutants are
highlighted in red. Ppr, P. primaurelia; Pb, P. biaurelia; Pt, P. tetraurelia; Ppe, P.
pentaurelia; Ps, P. sexaurelia; Pm, P. multimicronucleatum, Pc, P. caudatum.
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Figure S5: Conservation of RNAI factors in Paramecium species. Generation of
alignments and phylogenetic trees see Fig. S2. Complete protein sequences were used to
create the alignments. Ppr — P. primaurelia, Pb — P. biaurelia, Pt — P. tetraurelia, Ppe — P.
pentaurelia, Ps — P. sexaurelia, Pm — P. multimicronucleatum, Pc — P. caudatum.
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Figure S6: Quantification of small RNA northern blots shown in Fig. 4A and 4B (main
article). (A) Detection of dSRNA feeding-associated siRNAs (ND169) in wild type cells and
RNAI mutants. siRNA quantities are relative to the level in wild type-1. (B) The hybridisation
with the cluster 22 probe (top strand) shown in Fig. 4 was repeated to compensate for
quantification artefacts due to non-specific background signals (spots). sSiRNA quantities are
relative to the level in wild type-1 (red line). (C) Glutamine tRNA levels were used as
normalisation reference.
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Figure S7: The rdr2 mutant shows reduced post-autogamous survival rates after
prolonged starvation. Post-autogamous survival rates of selected F3 clones descending from
a cross of rdr2-1.24 (survival of F2 clones occurred only on the wild type side of the cross
(29/30)). After ~25 vegetative divisions individual F3 clones were grown to starvation (~
1000 cells) to induce autogamy. (A) After 5 days of starvation, occurrence of dead cells on
the bottom of the depression slides was monitored. Lethality co-segregates with the rdr2-1.24
mutation, but is not completely penetrant, probably due to its hypomorphic nature. (B)
Surviving post-autogamous cells of selected clones from experiment (A) were grown for ~25
vegetative divisions until starvation to induce another autogamy. 15 individual post-
autogamous cells were isolated in fresh K. pneumoniae medium after three, four and five days
of starvation and monitored for survival/normal growth. Note that clones rdr2-1.24-5, -6 and -
25 did not show post-autogamous lethality in the previous generation. The partial post-
autogamous lethality after prolonged starvation was also observed for non-crossed rdr2-1.24
mutants (data not shown). Furthermore, young post-autogamous cells (i.e. not able to fall
autogamous again) isolated after short starvation, and thus being able to grow vegetatively,
did not show lethality when re-isolated after a second starvation of 5 days. Thus, we conclude
that starvation does not reduce viability of vegetative rdr2 mutants, but that lethality after
prolonged starvation is specific for cells that had undergone autogamy.
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— Figure S8 —
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Figure S8: Summary of phenotypic effects observed in rdr2 mutants during conjugation.
(Absolute numbers of analysed pairs and phenotypes, and segregation of mutations see Table
S4A). Conjugation between two cells of different mating types implicates meiosis of the
MICs, followed by reciprocal exchange of one of two gametic nuclei between conjugants.
Karyogamy with the stationary haploid MIC results in heterozygous MICs and MACs in each
partner in F1. However, exchange of gametic nuclei quite frequently fails in the wild type;
this results in each conjugant undergoing autogamy, which does not change a homozygous
genotype.

(A) Phenotypes of progeny of conjugating rdr2 x WT pairs are shown. Fully viable cells are
represented in grey, whereas lethality is indicated by crossed grey cells. Exconjugants were
considered as viable if at least one karyonide (cell arisen from first cell division after
development of two new MACSs) grew normally. All F1 pairs are listed (rate of MIC exchange
for each cross see Table S4A). F1 cells showed lethality or anomalies (see below) in 35% of
the pairs, occurring on one or both exconjugants. In rdr2 x WT pairs producing viable F1s,
the rate of successful exchange appeared to be lower compared to most other crosses (22%
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(8/36; counting also pairs with only one heterozygous exconjugant; tested molecularly by
sequencing or PCR). In 3 pairs, only one F1 MAC was heterozygous while the other was
homozygous (dark grey), suggesting unidirectional failure of exchange and development of
one F1 MAC from a haploid nucleus. It should be noted that MAC homozygosity in one or
both Fl1s can also be explained by successful fertilization followed by abortion of
heterozygous MAC development, which can result in regeneration of the parental MAC. In
one of these 3 cases, homozygocity was observed on the wild type cytoplasmic side, in one
case on the mutant cytoplasmic side, and in the third case the cytoplasmic side could not be
determined (details see Table S4A).

F2 clones arisen from autogamy of selected viable F1 pairs (*) that had exchanged the MICs
showed significant lethality or sickness with reduced growth rate and abnormal cell shape
(represented in dotted light grey) (9/10; p=0.01). Each F2 depicted as one cell represents the
phenotype of 30 individual post-autogamous clones. The lethal or sick phenotype occurred on
at least 14% and up to 100% of the clones descending from one exconjugant, whereas the
mutation segregated normally when F2 clones were viable (tested in at least one pair where
indicated). Results from both rdr2-alleles (1.24 and 3.7) are merged in the figure.

(B) Some F2 clones seemed to have regenerated the old MAC during autogamy, resulting in
heterozygocity. In this particular pair (rdr2-1.24 x WT), 29/30 F2 clones descending from the
wild type cytoplasmic side survived, showing 1:1 segregation of the mutation, i.e. retention of
the RDR2 IES and RNAI deficiency. The mutation in the IES boundary was verified by
sequencing in some of these clones. Only 6 clones arisen from the mutant cytoplasmic side
were viable, but still heterozygous like the F1 generation, suggesting MAC regeneration.
Phenotypes of ten selected clones are shown in the figure. The reduced band intensity of the
IES+ form in heterozygous clones is due to a PCR amplification bias favouring the IES- form
when both forms are present (not shown). The upper band above the IES+ form represents a
IES+/IES-heteroduplex due to saturation of the PCR.
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Table S1: DsRNA fragments used for RNAi “by feeding® and genetic complementation constructs. For dsSRNA feeding DNA fragments were
cloned into the plasmid vector L4440. For genetic complementation experiments by microinjection gene sequences containing the endogenous
promotor and 3’UTR were cloned into the plasmid vector pUC18.

Gene accession number (ParameciumDB) Orf size ATG-TGA [bp] dsRNA fragment (position within orf) Reference complementation construct (rel. to ATG)
NSF GSPATG00010950001 2334 19-2329 (28)
ND169 GSPATG00008337001 1879 1450 - 1860 (22)
ICL7a GSPATG00021610001 582 1-580 (24)
PDS1 PTETG600032001 2084 922 - 1454 -270 - +2561
CID1 PTETG9100013001 1051 34 - 553 -1309 - +1121
CID2 PTETG13400003001 1020 390 - 883
CID3 GSPATG00025353001 1076 330 - 875
CID4 PTETG600025001 1074 420 - 909
CID5 GSPATG00002857001 1030 172 - 689
RDR1 PTETG8500012001 4319 2670 - 3409 (22)
RDR2 GSPATG00036857001 4107 1289 - 1559 (22)
RDR3 GSPATG00006401001 3374 1789 - 2462 (22)
PTIWI13 PTETG4800007001 2483 105 - 787 (25)
DCR1 GSPATG00021751001 5394 3019 - 3987 (15)
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Table S2: Whole genome re-sequencing of pools of F2 mutant clones to identify mutations in RNAI factor genes. Pools of wild type F2 clones
were sequenced for the first two mutants subjected to this method (*). For subsequent mutants the rnai mutation could be identified by comparing
the data sets to the previous ones.

RNAI number of F2 clones for sequencing read sequencing number of mapped genome mean genome mutation
phenotype pool length method reads coverage coverage coverage
cid1-1.8 rnai- 17 75 bp single end 15x10° 96.0% 16-X 8-X
CID1-1.8* RNAi+ 20 75 bp single end 4x10° 86.3% 4-X 2-X
rdr1-3.1 rnai- 23 75 bp single end 24x10° 98.5% 26-X 16-X
RDR1-3.1* RNAi+ 22 75 bp single end 35x10° 96.2% 37-X 28-X
rdrl-5.2 rnai- 24 100 bp paired end 63x10° 95.0% 88-X 102-X
pds1-3.18 rnai- 23 50 bp paired end 174x10° 95.9% 103-X 38-X
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Table S3: Experimental setup of the screen for RNAI deficient mutants and observed mutation frequency for genes involved in the dsRNA-
induced RNAI pathway. UV treatment was done on three replicates (*); each culture showed similar division rates and mutation frequencies. 20-
25% post-autogamous lethality was observed in irradiated cultures, however, the final number of post-autogamous cells after 5 days of starvation
was identical to the non-irradiated control, due to higher frequency of karyonidal divisions (t). Survivors of the screen were counted 36 hours after
transfer of the cells from standard Klebsiella to E. coli HT115 NSF-dsSRNA medium. For the 71 analysed mutants, the experimentally determined
allele redundancy is 35% (25 redundant alleles, see Table S6).

experimental steps

UV irradiation

!

starvation, autogamy

!

starvation, re-feeding

l

NSF dsRNA feeding
determination of survivors / ml
and
isolation of150 surviving cells

!

experimental verification:
79 viable RNAi mutants (53%)

initial number of cells subjected to irradiation
number of cells after autogamy ( ~2 cell divisions)
number of cells after re-feeding ( ~2 cell divisions), subjected to NSF-dsRNA screening

surviving cells in the mass culture after NSF-dsRNA screening (~7 cell divisions of fully RNAI deficient mutants)

NSF survival rate relative to number of cells subjected to screening (considering 7 divisions, i.e. relative to 844 cells (vs 26 in
control)

experimentally verified frequency of viable RNAi mutants among isolated survivors of the NSF screen

surviving cells in the mass culture after NSF-dsRNA screening corrected by experimentally verified mutant frequency
NSF survival rate relative to number of cells subjected to screening corrected by experimentally verified mutant frequency
estimated number of originally induced rnai mutations (based on ~11 cell divisions since irradiation and 53%-corrected )
hypothetical mutation frequency relative to originally irradiated cells

theoretical chance to isolate daughter cells

Uv+* UV- (control)
200,000 200,000
900,000t 900,000
2,500,000 2,500,000
108,000 3,300
0.03% 0.001%
53%
57,240
0.016%
28

1/7142 (0.014%)

1/28 (3.6%)
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Table S4: Survival rate and phenotypes of post-conjugational progeny of rnai mutants and segregation of rnai phenotypes.

(A) Back crosses were carried out with wild type strain 51 or, in some cases, with the nd7 mutant, carrying the nd7-1 mutation (33) as a genetic
marker for successful reciprocal MIC exchange in conjugating pairs. Numbers in potency indicate the number of back crosses performed with this
particular allele. Generally, the rate of MIC exchange can vary strongly between different crossing experiments in P. tetraurelia.

For F1, pairs with and without MIC exchange are listed. At least six pairs were isolated for each cross experiment. A proportion of isolated F1 pairs
of rdr2 crosses showed lethality on one or both cytoplasmic sides of the cross. Survival is defined as at least one karyonide of the exconjugants (ex)
giving rise to viable progeny. F1 RNAI phenotypes (not listed) were tested by dsRNA-induced feeding as described for F2 (see below). RNAI wild
type phenotypes observed for both exconjugants indicated successful MIC exchange and complementation, due to recessive behavior of the mutated
allele. Since the rdr2-3.7 phenotype shows low penetrance, MIC exchange in rdr2-3.7 x WT pairs was verified by sequencing of the macronuclear
RDR2 gene. In three of these pairs only one exconjugant MAC was heterozygous for the 3.7 mutation, whereas the other was homozygous wild type
or mutant, as indicated by an asterisk (*) (see also F2 generation). Cytoplasmic parental origin was determined by mating type in F1 or F2, as this
trait is inherited cytoplasmically during conjugation and autogamy.

At least one of the pairs that had exchanged the MICs was brought to F2 by autogamy. F2 clones showed lethality or slow growth phenotypes in a
significant fraction of rdr2 pairs (9/10; binomial distribution, p = 0.01). This was not observed in control pairs that had not exchanged MICs.
Healthy F2 progeny is defined as > 86% survival rate and normal growth of post-autogamous clones (black) on both sides of the cross when isolated
into fresh K. pneumoniae medium (deduced from the mean survival rate of 90.0% +2,89 in wild type crosses by normal test using a confidence
interval of 90%). At least 30 individual F2 clones were isolated for each pair. Pairs with reduced F2 survival rate and/or occurrence of sick cells
below the 86% threshold are labelled in red. Segregation of rnai mutations in F2 were tested by silencing of NSF, ND7 or ND169:1CL7a dsRNA
feeding, or by PCR to detect the rdr2-1.24 (IES retention, see Fig. S7B) and the rdrl-5.28 mutation. As the RDR2-IES is a non-maternally
controlled IES, the 1.24 mutation segregates in a Mendelian manner. In most pairs, the Chi-square test confirmed the expected Mendelian
segregation of mutant and wild type RNAI phenotypes (1:1 ratio in single mutants and 3:1 in double mutants, respectively). Deviation from the
expected 1:1 ratio was only observed in favor of phenotypically wild type cells, which may be mis-scored mutants due to lethality independent of
NSF feeding. Clones indicated with an asterisk (*) were homozygous on this cytoplasmic side in F1. Two asterisks (**) indicate heterozygocity in
F2 after autogamy (regenerants, see Fig. S7B). In pairs for which both exconjugants were mating type 8 due to occasional mating type switch during
conjugation, the cytoplasmic origin could not be determined (#). For some pairs, mating types and thus cytoplasmic origin was not determined (+).
In the rdr2-3.7 pair that showed viable F2 progeny (*), the RNAi phenotype could not be determined unambiguously due to the strong hypomorphic
nature of the allele. n.t., not tested.

(B) Double mutants were produced by crossing rdrl x cid91 and rdrl x rdr2. The 5.28 mutation in rdr1-rdr2 double mutants was only tested (by
sequencing) in 17 clones and only on the rdrl mutant side (T). In rdr1-cid91 double mutants, a phenotypic test was not performed. The 1.8 mutation
was tested by Mnll digest and the 3.1 mutation by Taqal digest, as these sites are mutated in the respective mutant; only 15 and 8 clones were
analysed in the two pairs tested, respectively. Note that no significant lethality was observed in the F2 generation of the rdrl-rdr2 double mutant.
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. F1 MIC F1 total MIC pairs with healthy .
cross F1 survival F2 segregation
exchange exchange F2 progeny
RNAi+ descendant rnai- descendant
both one no phenotype . . . . . . to@' XZ
survival RNAi+ rnai- survival RNAi+ rnai- RNAi+ :
ex. ex. ex. test rnai- p_va|ue
wild type 12/20 (60%) 3/3
WT xWT 2/3 1/3 - - 1/1 - 26/30 - - 27130 - - - -
WT x nd7 11/12 1/12 - 4/11 1/1 - 27/30 - - 26/30 - - - -
9/9 - - 8/9 1/1 - 29/30 - - 27/30 - - - -
cidal 30/88 (34%) 9/9
cid91-1.8 x WT 6/6 - - 3/6 1/1 NSF 29/30 18 11 28/30 17 11 35:22 >0.05
cid91-1.8" x WT 10/10 - - 3/10 11 ND7 29/30 10 19 28/30 14 14 24 :33 >0.05
cid91-1.8°x WT  32/36 2/36  2/36 12/32 1/1 NSF 29/30 12 17 n.t. n.t. n.t. 12:17 >0.05
1/1 NSF 30/30 10 20 n.t. n.t. n.t. 10: 20 >0.05
cid91-1.8% x nd7 8/8 - - 2/8 1/1 NSF 29/30 12 17 29/30 18 11 30:28 >0.05
cid91-1.23 x WT 6/6 - - 3/6 1/1 NSF 29/30 19 10 30/30 17 13 36:26 >0.05
cid91-5.14 x WT 6/6 - - 2/6 1/1 NSF 30/30 17 13 27127 7 20 24 .33 >0.05
€id91-3.20 x WT 5/6 1/6 - 3/5 11 NSF 27/30 16 11 28/30 16 12 32:23 >0.05
cid91-3.4 x WT 5/6 - 1/6 2/5 1/1 NSF 29/30 26 3 23/30 18 5 44 :8 6e-7
rdrl 26/57 (46%) 6/6
rdr1-3.1 x WT 6/6 - - 2/6 11 NSF 30/30 14 16 28/30 12 16 26:32 >0.05
rdri-3.1" x WT 17 - - 5/7 1/1 NSF 30/30 19 11 30/30 16 14 35:25 >0.05
rdr1-3.1% x nd7 718 1/8 - 1/7 1/1 NSF 29/30 16 13 29/30 21 8 37:21 0.04
rdrl-1.22 x WT 6/6 - - 3/6 1/1 NSF 29/30 12 17 29/30 19 10 31:27 >0.05
rdr1-5.2 x WT 22/24  2/24 - 11/22 1/1 NSF 48/60 33 15 59/60 34 25 67 : 40 0.009
rdr1-5.28 x WT 9/9 4/9 1/1 NSF 29/30 13 16 29/30 16 13 29:29 1
pdsl 24/35 (69%) 5/6
pds1-3.18 x WT 6/6 - - 6/6 1/1 NSF 29/30 12 17 30/30 15 15 27 : 32 >0.05
pds1-3.18' x WT 6/7 1/7 - 4/6 11 NSF 29/30 18 11 30/30 15 15 33:26 >0.05
pds1-3.13 x WT 3/4 1/4 - 2/3 1/1 NSF 30/30 14 16 29/30 19 10 33:26 >0.05
pds1-3.17 x WT 8/8 - - 4/8 0/1 NSF 8/30 5 3 17/30 11 6 16:9 >0.05
pds1-5.4 x nd7 8/9 1/9 - 6/8 11 NSF 30/30# 19 11 28/30# 19 9 38:20 0.02
pds1-5.17 x WT 4/6 1/6 1/6 2/4 1/1 NSF 28/30 14 14 30/30 15 15 29:29 1
derl 2/14 (14%) 2/2
dcrl-5.5 XWT 14/15  1/15 - 2/14 11 ND169:ICL7a  30/30 18 11 29/30 14 16 32:27 >0.05
1/1 30/30 n.t. n.t. 30/30 n.t. n.t.
rdr2 8/36 (22%) 1/10
(23 7xWT g . . 219 o : 4130 : - 030 : : : :
exp.1l
0/1 - 0/30 - - 5/30 - - - -
rdrz';(';; WT g9 - g 178 o1 . 030 # - - 230% - . . .
1/1 (control) - 30/30 - - 30/30 - - - -
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rdrzé’;‘g ; WT 118 a8 218 2v12: 412 o1 - 0/30* - - 26/30 nt  nt n.t. n.t.
0/1 0/30 - - 10/30* - - - -
0/1 ND169:ICL7a 28/30 9) (12)°  22/30 9) (8)' (18 :20) (>0.05)
1/1 29/30+ n.t. n.t. 30/30+ n.t. n.t. n.t. n.t.
rdr2-1.24 x WT 7/15 7/15 1/15 27 0/1 RDR2-IES 29/30 18 11 6/30** 6 0 - >0.05
ND169:ICL7a 18 11 6 0 18:11 >0.05
0/1 26/30 n.t. n.t. 9/30 - n.t. n.t.
0/1 0/30 - - 1/30 - - -
1/1 (control) 29/30 - - 27/30 - - - -
1/1 (control) 30/30 - - 29/30 - - - -
. F1 MIC F1 total MIC pairs with healthy .
cross F1 survival F2 segregation
exchange exchange F2 progeny
total 2
both one no phenotype survival  RNAi+ rnai- survival RNAi+ rnai-  RNAi+: X
ex. ex. ex. test ) p-value
rnai-
cid91 x rdrl 6/7 (86%)
cid91-1.8° descendant rdr1-3.1° descendant
cid91-1.8% x
rdr1-3.12 719 1/9 1/9 6/7 1/1 27/30+ 28/30+
Mnll digest 217 5/7 5/8 3/8 - -
Taqal digest 4/7 3/7 2/8 6/8 - -
double mut. - 217 - 1/8 - -
0/1 11/30+ 22/30+
Mnll digest 3/4 1/4 2/4 2/4 - -
Taqal digest 3/4 1/4 1/4 3/4 - -
double mut. - 1/4 - 1/4 - -
1/1 30/30+ n.t. n.t. 30/30+ n.t. n.t. - -
rdrl x rdr2 1/10 (10%)
rdr1-5.28" descendant rdr2-1.24 descendant
1
rdnrjlr';_fg " 10/15 2/15  3/15 1/10 11 ND169:ICL7a  28/30 9 21 2830 7 22 16:43  >0.05
rdr2-IES 13 15 12 15 - -
rdrl-5.28t1 7117 10/17 n.t. n.t. - -
double mut. - 7117 n.t. n.t. - -
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Table S5: Extrapolated number of UV-induced SNPs per genome. (A) Sequencing reads of each mutant were aligned on the P. tetraurelia
(strain 51) reference MAC genome using the BWA software (38) allowing 2 mismatches per read. A pipeline was developed to estimate the number
of single nucleotide polymorphisms after UV mutagenesis. A SNP in the genome was defined as UV-induced mutation (and not responsible for the
RNAI deficient phenotype) if it matched three criteria: i) The SNP position is covered by at least 30 (1.8 mutant) or 50 (other mutants) reads. ii)
More than 20% and less than 80% of reads covering the position carry the mutation. iii) The position is not defined as UV-induced mutation in
another mutant. Because the minimum coverage of 30-X or 50-X restricted the analysis only to a fraction of the genome, the total number of
mutations was deduced by linear extrapolation to the whole genome. Wild type and mutant pool data sets were pooled where available (*). Note that
due to technical reasons only a small number of sequence reads of high quality was obtained for mutant 1.8, leading to insufficient coverage and
therefore inaccurate estimation of the total number of mutations (+). However, the SNP responsible for the rnai mutation could readily be identified
(see Table S2). (B) Frequency of allelic UV-induced mutations (excluding the silent substitutions 3.15-2 (A to T) and 1.27-2, a substitution
downstream of the 1.27-1 frameshift mutation). Substitutions refer to the gene coding sequence. Non-SNP mutations are either multiple adjacent
substitutions or insertions/deletions, or both (*) (see Table S6).

A
clogzgnflz)err Oc:oszand genome mutations identified when total number of mutations in pool after  number of back number of mutations
their pheFr)\otype coverage coververed by 20-80% of the reads extention to complete genome crosses before back cross
cid1-1.8; CID1-1.8* 17 rnai-; 20 RNAj+* 15.9 %' 8 51 2 102"
rdrl-3.1; RDR1-3.1* 23 rnai-; 22 RNAi+* 60.1 % 8 19 2 38
rdrl-5.2 24 rnai- 95.3 % 25 26 1 26
pds1-3.18 23 rnai- 68.0 % 13 13 2 26
B
Transitions Transversions Non-SNP mutations*
C—>T 7 C—A 0 6
G—-A 17 G-T 3
T—>C 4 A—C 2
A—-G 0 T-G 0
G—->C 0
C—-G 1
A>T 4
T—->A 4
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Table S6: Alleles obtained from the screen for mutants deficient in dsSRNA-induced RNAI. Nucleotide bases in capital letters are coding,
introns or IESs are represented in lower case. Insertions or deletions of amino acids are abbreviated as in and del, respectively. RNAI phenotypes
are recorded as fully (-) or partially (+/-) RNAI deficient, according to similar observations in dsSRNA-induced silencing against the genes NSF,
ND169 and ND7.

Allele Mutation Intron/IES  Mutant with same mutation AA substitution RNAIi phenotype
rdrl-1.1 GGT — GAT 1.10,1.21 G772D

rdr1-1.3 CGA - TGA R975stop

rdrl-1.4 GAT — AAT D1021N

rdrl-1.9 TAG AGA AAA ACATAATGG GAT TAATTG TACG —» TAC G 1.16 del445-454 QRKTQWDQL

rdrl-1.11 GGA — GAA 1.18,5.15 G687E

rdr1-1.13 GGA — AGA G687R

rdrl-1.14 TGG —» TGA We657stop

rdr1-1.15 GGC — AGC G1089S

rdr1-1.17 CTT —» CCT L55P -
rdr1-1.22 Agta...tagA — Agtt...tagA Int5 (3n+1) in(1277)(stop1314) -(+1-)
rdr1-1.25 AGT —» CGT S1360R -
rdr1-1.26 GAT — GAA D1123E

rdrl-1.29 TTG GAA — TTC|AAA del(20) (stop 43)

rdrl-3.1 CGA - TGA 3.3,39 R1361stop

rdrl-3.2 AAT — AAA 3.6 N822K

rdr1-3.5 TAT — AAT 3.8 Y1025N

rdr1-3.10 GAC — AAC D1019N

rdr1-3.11 AGA — AGC R703S

rdr1-3.12 CTC —» CCC L1234P

rdr1-3.15-1  Agta...tagA — Tata...tagA Int5 (3n+1) in(1277)(stop1314)

rdr1-3.16 GAT — TAT D1021Y

rdr1-5.2 ATG — ATA 5.16, 1.2 M1l

rdrl-5.7 Ggta...tagA — Ggta...tatA Int4 (3n+2) 5.25 in(941)(stop953)

rdrl-5.8 Ggta...tagA — Ggta...taaA Int4 (3n+2) in(941)(stop953)

rdrl1-5.11 GGT - TGT 5.22,5.24,5.33 G772C

rdr1-5.28 TCATTG — AJAT TGA del(374)/stop

rdr2-1.24 Tta...tgT A —»Taa...tgT A IES (3n+2) 1276 (stop1330) +/-
rdr2-3.7 GGA — GAA E859K +-
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decrl-55 GAA — AAA E87K +/-
dcrl-5.27 CAT — GAT H622D +/-
cid1-1.6 GAT — AAT 1.12 D70N -
cid1-1.8 TCC —»TTC 1.23,5.3,5.12 S174F -
cid1-3.4 GAT — AAT D68N -
cid1-3.19 TGA — TAA 23aa extension -
cid1-3.20 Tgta...aagG — Tgta...aaaG Int2 (3n+1) in(232)(stop253) - (+-)
cid1-5.14 AAT — TAT 5.13,5.19, 5.29 N131Y =
cid1-5.21 GGA — GAA 5.30, 5.31 G155E -
pds1-1.5 CCT - TCT P673S -
pds1-1.27-1 GTA AAG AAA AAA AAG — GTA ATA AAA AAA AAA G in(391)(stop 426) -
pds1-3.13 TCT ->TTT S252F -
pds1-3.17 CGA - TGA R468stop -
pds1-3.18 TTASTTT L218F -
pdsl-5.4 TTC — TCC F52S +/-
pds1-5.9 AAT ATG — A|]TATGA del(463)/stop -
pds1-5.17 TTG - TCG L170S -
pds1-5.18 GGA — GAA G256E -
pds1-5.23 AAA — AJAC del(348) (stop 406) -
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Table S7: Cid1-like non-canonical poly(A)/(U) RNA polymerases. Conserved regions were used to create the alignment and phylogenetic tree in
Fig. S2. (A) 22 Cid1-like genes were identified in the P. tetraurelia MAC genome. (B) Selected Cid1-like proteins of other organisms.

A

Gene (Pa?gr(r:]ee?:?tiJﬁDB) (Par:;aefé(i)li?nDB) Pfam A domains (low cut off) conser\;ﬁ(é]rr]?ng(iecr)]rt‘lsused in ohnolog WGD

cip1 PTETG9100013001 91 NTP_transf 2 55-304 - -

CciD2 PTETG13400003001 134 NTP_transf_2 61-323 - -

ciD3 GSPATG00025353001 88 NTP_transf 2 57-301 - -

CID4 PTETG600025001 6 NTP_transf 2 50-285 - -

ciDs GSPATG00002857001 6 NTP_transf 2 48-282 - -

ClD6a  GSPATG00022434001 74 TAGG; YseO; Tolik Viailin_f; dsDNA_bind: 522738 GSPATG00036288001 1

CID6b  GSPATG00036288001 159 CobT: SSDP; Vicilin_N; Drf_GBD; NTP_transf_2 518-734 GSPATG00022434001 1

CiD7a PTETG1500013001 15 DUF612; Borrelia_orfA; TFIIF_alpha; NTP_transf_2 638-869 PTETG2500017001 1

PTETG3000015001 2

PTETG3100017001 2

CID7b PTETG2500017001 25 TFIIF_alpha; DUF1754; NTP_transf_2; PAP_assoc 641-872 PTETG1500013001 1

PTETG3000015001 2

PTETG3100017001 2

CiD8a PTETG3000015001 30 NTP_transf_2; PAP_assoc 314-545 PTETG3100017001 1

PTETG1500013001 2

PTETG2500017001 2

CiDgb PTETG3100017001 31 TFIIF_alpha; DUF1754; TPR_MLP1_2; NTP_transf_2; 640-871 PTETG3000015001 1

PAP_assoc

PTETG1500013001 2

PTETG2500017001 2

CiD%a PTETG1000003001 10 NTP_transf_2 108-304 PTETG5900002001 1

CIDgb PTETG5900002001 59 NTP_transf_2; PAP_assoc 108-304 PTETG1000003001 1

CID10a  GSPATG00016065001 47 NTP_transf_2; PAP_assoc 108-305 GSPATG00024416001 1

CIDI0b  GSPATG00024416001 83 NTP_transf_2; PAP_assoc 108-305 GSPATG00016065001 1

CID1L  GSPATG00018140001 55 NTP_transf 2 107-307 - -

CID12a  GSPATG00018141001 55 NTP_transf_2; PAP_assoc 300-506 GSPATG00029019001 1
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CiD12b GSPATG00029019001 108 NTP_transf_2; PAP_assoc 309-515 GSPATG00018141001 1
CID13a PTETG14000019001 140 Ank; Ank; NTP_transf_2 366-572 PTETG13000008001 1
GSPATG00036244001 2
GSPATG00025039001 2
CID13b PTETG13000008001 130 Ank; Ank; Ank; NTP_transf_2 365-571 PTETG14000019001 1
GSPATG00036244001 2
GSPATG00025039001 2
CiD14a GSPATG00036244001 158 Ank; Ank; Ank; NTP_transf_2; tRNA-synt_2c 362-567 GSPATG00025039001 1
PTETG13000008001 2
PTETG14000019001 2
CiD14b GSPATG00025039001 86 Ank; Ank; Ank; NTP_transf_2; Ribosomal_S8 363-568 GSPATG00036244001 1
PTETG13000008001 2
PTETG14000019001 2
B
Protein organism accession (NCBI/GenBank) conserved region used in alignments
Ce-Rde3 C. elegans NP_491834 92-359
Ce-Gld2 C. elegans NP_001021845 287-570
Ce-Cdel C. elegans NP_498099 1054-1291
Sp-Cid1l S. pombe NP_594901 88-331
Sp-Cid11 S. pombe NP_595210 93-314
Sp-Cid12 S. pombe NP_588273 64-258
Sp-Cid13 S. pombe NP_593157 97-326
Sp-Cid14 S. pombe NP_001018181 285-487
Sp-Cid16 S. pombe NP_593571 927-1156
Tbh-ncPapl T. brucei ACN51269.1 368-587
Tbh-ncPap2 T. brucei ACN51270.1 158-391
Hs-PapD5 H. sapiens AGE92663.1 243-442
Hs-PapD7 | H. sapiens AGE92663.1 264-463
Hs-Tut4 H. sapiens NP_001009881 996-1232
Sc-Trf4 S. cerevisiae CAA99134.1 223-426
Sc-Trf5 S. cerevisiae NP_014100.2 220-423
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At-Hesol A. thaliana

NP_181504 53-301
Cr-Mut68 C. reinhardtii XP_001695423 56-337
Tt-Rdnl T. thermophila ABS32300 239-502
Tt-Rdn2 T. thermophila ABS32301 254-511

- Supplementary references -
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Il.  Annexe 2: Autres documents de la partie | des résultats

S4-51
52-CAal
S6-AZ84
S1-Ird2
Pcau

Pmul
S4-51oh
S2-CAloch
S6-AZ840oh
S1-Ir42oh

S4-51
S2-CR1
S6-AZ8B4
S1-Trd2
Pcau

Pmul
S4-51ch
S52-CAlch
S6-AZ84c0h
Sl-Ir42oh

S54-51
S2-Cal
S6-AZ84
S1-Trd2
Pcan

Pmul
S4-51oh
S2-CAloh
S6-AZ84oh
S1-Ird2ch

54-51
52-Cal
S6-AZ84
S1-Ird2
Pcau

Pmul
S4-51ch
S52-CAlch
S6-AZ84coh
S1-Ird42ch

54-51
52-CAl
S6-RZ84
S1-Trd2
Pcau

Pmul
S4-51oh
S2-CRloch
S6-AZ840oh
Sl-Ir42oh

54-51
S2-Cal
S6-AZ84
S1-TIrd2
Pcau

Pmul
S4-51oh
S2-CAloch
S6-AZ840oh
S1-Ird2ch

54-51
52-CRl
S6-AZB4
S1-Ird2
Pcau

Pmul
S4-51ch
S2-Chlch
S6-AZ84coh
S1-Ird42ch

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

73

70
72

74
56
56
54
54

137
135
136
141
161
154
136
136
134
134

211
211
211
211
218
211
211
211
211
211

291
291
291
291
298
291
291
291
291
291

369
369
369
369
369
363
370
371
369
369

447
448
448
448
444
439
449
451
448
448

TTATTGARAAAATTCAAATGAA-———— TATARATTTACTCTACTATATCARACCCTGAGTTCAGTTTTTGAATA? ==
*************** AGTAATAAAAACTATAAATTTACTCTACTTAAATTATATAATGAGATAAATAGTATTAAGATAAT
ATATCTTTATAAAAAATAAATGTTGAA-—--———-———- ATTACTAAAATTATATGATAAATTAAAGAATATTAAAGTTTG
ATC--—-—————— TTTAGTAATGAAAGCTATAAGTTTACTCTACTTGATTTATTAAATGAATTARATAGTATTAATARAAT
CATAGTTGTTTGTTCAGTAATGAATGTTACARACATTCTCTTCATTAATTGTTTAACAAATTTGATAAATTAAAGAAATC
——————— GTTTGTTTAGTAATGAATCATACAARATATAATGTTAATAATTTATTTAATGAATTAAATTAGTTTAGTARATT
————————————————————————— GTTATAAGTTTACGATTCTAAAATTATACAAAGAATTAAATAGCATTAAGAARAT
————————————————————————— GTTATAAGTTTACATTACTAAAATTATAARATGAATTAAARAGTATTAAGAARAT
——————————————————————————— TATAAGTTTACTTTACTAAAATTATACAACGAATTAAATAGTATTAAGAARAT
*************************** TATAAATATACTTTACTAAAATTATACAAAGAATTAAATAGTATTAAGARAAT

———————————————— AAATAATATTCGTTTGATTTTGAGTAGCAATCGAAATACAATTTGTTATTGTTGATTGATAATA
AGGGTTTTACAATAATTTTTTAAAGATGAGGTGCTATAGAAATAA-—————————— ATTTGTTTTAATTAATTGAGAATT
GGATAGC—--—=-=—-————-—- AATATTTATTAGATGATARATAAGAATTTAGATATGATTT-TTTAAATCAATAGAGAAC

GGGTATTTGGTRATATGAGARATAATCCTTAGAGRATGAATAATAATTGAT ————-——--———— TTTAATTGATTGAGARATT
AGCTTACCTTTAATATGAGRAATCATCATTAGAGGACATACAAGAATTARAACATGGAATGTARGCGCTTATTGRAARATT
AGCATATTAGTAGTATAAAAAATATTCATTTGAAGATGAARATGAATTARAGTATGAATTGCAATAATTGATTGAAAATT
GGGATTTTTGTRAATATGAAARGTAATCCTTTGAGGATGATTAGCAATTGARATATGATTTGTATTARTTGATAGAGAATT
GGGATTTTTGTAATATGAAARATAATCTTTTGAAGATGATTAATAATTGARATATGATTTGAGTTAATTAATAGAGAATT
GGGATTTTTACAATATGAAARATCATCTTTTGAAGATGATTAACAATTGARATATGACTTATTTTAATTAATAGAGAACT
GGGATTTTTGTAATATGAAAAATAATCTTTTGAAGATCGATTAATAATTAARATATGATTTATCTTAATTGATAGARAATT

AGGGGAGTTTT---GATAAAGGGATATAATTATGATTGTTATTTATTTATTAATAT--ATT-GATCATA, ATAAGG
ATGAGGATATG---GATGARGRAGATTAATTATGATTGTTATTTATTTATTRAATATATATT-GATCAC
GCGAAGGGATT---TATAAAGAGGAATAATTATGATTGTAATTTATTTATTAATATT-ATT-GATGAT
ATGGTAGTG-——————— AAAGAGGAATAATTATGATTGTTATTTATTTATTAATATA-TTT-GATCAT
ATGGAGGGATA---GATGATGTATAATAATAATGATAATTTGCTCATTIG-———————————————————
ATGGAGGAGTT---GAATAATGATTTTTTTTTATGATT——————————— === ————— TATT-TTGAAT
ACGGTGGTATT---GATGAAGAGGAATAATTGTGATTGTTATTTATTTATTAATATA-TTT-GATCATA,
ATGGTGGTATT---GATGAAGAGGAATAATGATGATTGTTATTTATTTATTGATATA-TTT-GATCAT
ATGGTGGTGTTAATGAAGAAGAAGAATAATAATGATAGTTATTTATTT-TTAATATA-TTT-GATCAT
ATGGTGGTATT---GATGAAGAAGAATAATTATGATTGTTATTTATTTATTAATATATATTTGATCAT

TCTTGAAAACCAAGTCTCTTTCTAAARACTTATCACTTCTTCGCTTGATAATGTGCTATCATTTCTGTATTAGATTTCATC
TCTTGAAATCCAAGTGTCTTTCTAAAGGTTATCACCTCTTCGCTTGATAATGTACTATCATTICTATATTAGATTTCATC
TCTTGAAATCCAAGTCTTTGTCTAAAGTTGATCACTTCTTCACTCGACAATGTGCTATCATTTICTATATTAGATTTCATC
TCTTGAAATCCAAGTCTCTATCTAAAGTTTATCACTTCTTCACTTGATAATGTACTATCATTTCTGTATTAGATTTCATC
TCCTAGAAGCCAAGTCTCCTACCTAGGGCAATCACTTCTTCACTAGAGAGGACGACTGTCATTTCTGTACTCAATTTCCTC
TCCTGAARATCCAAGTTTCTTTCTTAATGARATCACTTCTTCACTTGATAATACGCTATCATTTCTATATTATATTTCATC
TCCTGAAATCCGAGTGTCTTTCTAAAGTTAATCACTTCTTCGCTTGATAATGTGCTATCGTTTCTGTATTAGATTTCATC
TCTTAARATCCAAGTGTTTTTCTARAGTTTATCACTTCTTCACTTGATAATATACTATCATTTCTATATTAAATTTCATC
TCTTGARATCCAAGTCTCTATCTGAAGCTTATAACTTCTTCACTTGATAATGTGCTGTCATTTCTATATTAGATTTCATC
TCTTGARATCCAAATCTCTTTCTAAAGTTTATTACTTCTTCACTTGATAATGTACTATCATTTCTGTATTAGATTTCATC

AAAATCTATAGTAAA--TTCAAAACTTTTATTTACTTCTTCTTCTGTATTTTCTTCTTCTATTGTTGAGGARATGTGTGC
AAAATCTATTGTAAA--TTCARAACTTTTATTTACTTCTTCTTCTATATTTTICTTCTTCTATTATTTAGGARATGTGTGC
AAAATCTAGTGTTAA--TTCCATTAAATTATTTACTTCTTCTTCTGTATTTTCTTCTTCTATTATTARGGARATGTGTGC
AAAATCTATAGTAAA--TTCARAACTTTTATATACTTCTTCTTCTATATTTTCTTCTTCTATTGTTARGGARATGTGTAC
GAAATCTARATATTA-GTATTA-———--—- TATACTTCTTCGTCTGTACTTTCTTCTACGATTGTTTAGGARATGTGTTC
GAAATCTATATATATTATATGG-————-——- TATACTTCTTCTTCTATATTTTCTTCTTCTATTATTTAAGARATGTGTAG
AAAATCTATATGT-AAATTCAAAAGGTTTATTTACTTCTTCTCCTGTACTTTCTTCTTCTATTGTTGAGGARATGTGTGC
AAAATCTATTGTAARAATTCARAACTTTTATTTACTTCTTCTTCTATATTTTCGTCTTCTATTGTTARAGGARATGTGTGC
AAAATCTATTGTAAA-—-TTCAAAACATTAATATACTTCTCCTTCTATATTITICTTCTTCTATTATTTAAGARATGTGTGC
AAAATCTATTGTAAA--TTCAAAACTTTTATTTACTTCTTCTTCTATATTITTICTTCTTCTATTGTTAAGAARATGTGTAC

CCAATCTTGGATAACCTAATAAT--TCAAGATATTATTCTACTTGCCAACATCARTATGGGTACTGTGRAARATAGTGACA
CCAATCTTGGATAACCTAARACA-ATTCAACAATATATATTACTTGCTAACATCAATATAGGGACTGTGAAAATAGCGACA
CCAATCTAGGATAACCTTTAAAATTTCGAGAGTTTCGA-ATTACTTGCTAAARAGAGTATGGGTACAGTGAARAATAGTGATA
CCAATCTTGGATAACCTAAAAA-ATTCATTARAGTATATTACTTGCTAATATTARTATGGGAATTGTGAAAATACTGACA
CTAATCGTGGATAGCCTAAATAAAATTAAAGGTAT-————— ACTTGCCAAGAAGATGATAGGRACAGTGAATATACTGATA
CTACTCTTGGATAGCCTTATAATAGTA-———TATTAARATTACTTATCAAAAARTATATTGGTGTACAAARAGATAGTAACA
CCAATCTTGGATAACCTACACA-ATCTAACARATCATTCTACTTGCCAATATCAGTATGGGGACTGTGAATATAGTGACA
CCAATCTTGGATAACCTATTAAAATTCAATTAAATATATTACTTGCTAACATTAATATGGGGACTGTGAAAATACTGATA
CCAATCTTGGATAACCTTTAAAATCTCAAT-AATTARATTACTTGCCAAARACAGTATGGGTACTGTGAAGATAGTCACA
CCAATCTTGGATAACCTATAC-AATTCATTARAATTARATTACTTGCTAACATTAGTATGGGTACAGTARARATAGTGACA

M Q N N N C L
TCGATGCCTAATCTAACATACCAAGGAATAGGTCT) -TG-ATAATATTTAATAAATT TAAAATAATAATTGTTT
TCAATGCCTAATCTAACATACCAAGGAATAGGTCT) TTG-ATAATATTTAATAAATT TAAAATAATAATTGTTT
TCAATGCCGAGTCTAACAAACCAAGGTATAGGTCT] -TTAATAATATTTAATATATT TAAAATAATTATTGTTT
TCAATGCCTAATCTAACATACCAAGGAATAGGTCT] TTG-ATAATATTTAATAAATT TAAAATAATAATTGTTT
TCGATGCCTAATCTCACATACCATGGAATGGGTCT] TAATTAATEEBERATAATARTARAGCT-———————
TCTATTCCTAATCTAACARACCAGGGAATTGGTCT] TATTTTAATATTTATTATAT-— —— ATTAATTGTTT
TCAATGCCTAATCTGACARACCATGGGATGGGTCT] -TTAATAATATTTAATAAATT TAAAARTAATAATTGTTT
TCAATGCCTAATCTAACATACCATGGTATAGGTCTI —TTAATAATATTTAATAAATT TAAAMATAATRATTGTTT
TCAATTCCTAATCTAACAAACCAAGGGATAGGTCTI TTTAATAATATTTAATAAATT TAAAATAATTATTGTTT
TCAATGCCTAATCTAACATACCATGGGATTGGTCT) —-TTAATAATATTTAATAAATT TAAAATAATAATTGTTT
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54-51
S2-CAl
S6-AZB4
S1-Ird2
Fcau

Pmul
S54-51oh
S2-CAloh
Seé-AZ84ch
S1-Ird4Zoh

54-51
S52-CAl
S6-AZB4
S1-TIr4d2
Pcau

Pmul
54-51oh
S52-CAloh
S6-AZ840h
S51-IrdZoh

54-51
S2-CAL
S6-BREB4
S1-Ird2
FPcau

Pmul
S4-51ch
S52-CAloh
S6-AZ840h
Sl-Ird42oh

54-51
S52-CAl
S6-RZ84
Sl-Ird2
Pcau

Pmul
54-51oh
52-CAloh
S56-AZ84oh
S51-Ird2oh

54-51
S2-CAL
S6-BES4
S1-Ir4d2
Pcau

Pmul
S4-51oh
S52-CAloh
S6-AZ840h
Sl-Ir42oh

54-51
S2-CAl
S6-AZB4
S1-Ird2
Pcau

Pmul
S4-51oh
S2-CAloh
S6-AZ840h
S1-IrdZoh

54-51
S2-CAl
S6-AZB4
S1-Ird2
Fcau

Pmul
54-51oh
S2-CAloh
S6-AZ84oh
S1-Ird4Zoh

525
527
527
527
516
511
528
530
528
527

600
602
602
602
591
589
603
610
603
602

674
676
676
678
665
661
677
684
681
676

754
753
753
755
739
738
754
761
758
753

834
833
833
835
819
818
834
841
838
833

914
913
913
915
899
898
914
921
918
913

991
990
990
995
979
969
991
998
995
990

rFr ¢ E K ¢RI EGTTIHY P TUL L O T
GTTTTGCGAAAAACAAAGAATAGAAGGGACCATCCATTATCCCACTCTATTACAGACAGTACCAATCTAATTT—————
GTTTTGCGAAAAATAAAGATTAGAAGGAGCAATCCATTATCCTACTCTATTATAAACAGTATCAATCCAATCT
GTTTTGCGARARATAAAGATAAGAAGGGTCTATCCATTATCCATCTCTTTTACAATCAGTATAAATATAATTT
GTTTTGTGAAAAATAAAGATTAGATGGAGCCATTAATTATCCAGCTCTATTATAAACAGTATCAATTCAATCT

CTTTTGTGAGAAGACAAGACTAGAGGGAAGCATACAATATCCATAGTTATTGCGAACTGTATCTATTTATGTC—————

ATTTTGTGAGARACAGAAAGCTGATGGTAATATCAATTATCCATAATTACTAAGAACAGTAAGATATATTTAATAATT ——
GTTTTGCGARARATAAAGATTAGAAGGAGTCATCCATTACCCARCTCTTTTATARACAGTATCAATCCATCCT————— £
GTTTTGTGAGAAATAAAGATTAGAAGGGGCCATCCATTATCCAACTCTATTATAAACAGTATCAATTTAATATATTTAAT
GTTTTGCGARAAGTAAAGATTGGAAGGGACTATCAATTATCCTTCGCTTTTATARACAGTATARATCTGTCTT————— £
GTTTTGTGAGARATAAAGATTAGAAGGAGCCATCCATTATCCATCTTTATTATARACAGTATTATTICTAATCT-~~~~ J201]

A L Y L K Y N 5 Q@ D EM S I DD L I K H A H K
A-——-AAGGCACTTTACTTGAAATATAATTCTCAAGATGARATGTCAATCGATGATCTGATTAAACATGCCCATAAGA
C———-ARGGCACTTTATTTAAARGTACAATTCTTAAGATGARATGACAATAGATGATCTCATTAAACATTCCCATARAA
G———-AARGGCACTTTATTTAARATATAATCCTTAAGATGARATGACAATAGATGATCTGATTAAACATTCTCATAAGA
C-—AAGAGGCATTATTTTTAAAGTACAATACTTAAGATGARATGACAATAGATGATCTTATTAAACATTCTCATARARA
T=—-—-CAGGCCCTCTACCTCARATATAACGCTGCAGAAGAATAACCTTTGGAGGACATCCTARAACATGCGCATARAA
------ AGGCATTATATTTAAAATATAATCCAGTTGATGATTAACCATTAGATGATTITATTARAACATGCTCATAARA
C———-ARGGCACTTTACTTAAAGTACAATCCTCAAGATGARATGACTATTGATGATCTCATCAAACATTCCCATAAGA
I-———-ARGGCACTTTATTTGARATACACTCCTCAAGATGARATGACAATAGATGATCTTATCAAACATTCTCATAAGA
ARAARAAGGCCCTATATTTGARATACAATCCTCGAGATGAGATGACGATAGATGATCTCATTAAACATTCTCATARAA
A===-ARGGCATTATATTTAAAGTACAATCCTCAAGATGAAATGAATATAGATGATCTCATTAAACATTCCCATAAGA

K wv Il D VF Y E K 5 Q E I Q9 D QE F L K K Y ¥ D R E H
AATGGGTTATAGATTTCTATGAGAAATCATAAGARATATAGGATTRAAGAGTTTCTTAAGAAATACTATGACAGAGAACAT
AATGGGTTATAGACTTCTATGAARAATCATAGGARATARAAGACTRAGAGTTTTTCRAAGTAATATTATGACTAT---CAT
AATGGGTTATAGATTTTTATGAGAAAACTTAAGAATTACAAGACTCAGAATTTCTATAGAAATATTATGGTTGC---CAT
AATGGGTGATAGATTATTATGAGAAATCATAGGAGATATTAGATTRAAGAATTTCTTAAGAAATATTATGGATAT---CAT
AGTGGGTGATTGACTTTTTCGAGAAAGCACTTGAAGTGAATGAT---GAATTCTTARAGAAACGATACTCTAAT---CCT
AATGGGTTATAGACTTTTATGRAARAATCATAAGAACTTAGAGARAGRAGAATTTATGAARAAAGTGTATAAARRAT---TAT
AATGGGTCATAGATTTTTATGAGRAAATCACAAGARATACAAGACCAAGAGTTTCTCAAGAAATACCATGATTGT--—-CAT
AATGGGTTATAGATTTCTATGAGAAATCCTAAGARATACAAGACGRAGAGTTTTTCAAGTAATACTATGATTGT---CAT
AATGGGTTATAGATTTTTATGAGAAATCTTAGGARATTTAAGATGRAGAGTTTTTARAGAAATATTATAGCTTT---CAT
AATGGGTTATAGATTTCTATGAGRAAATCATAAGAAATATAAGACTAAGAATTTCTCAAGARATACTATGATTGT--—-CAT

G 1 v p K L I DL T E Y ¥ K Y s L D T P N L F M L P L
GGGATCGTTCCTAAACTAATTGATTTAACTGAATACTACAAATATAGTTTAGATACACCTAATCTATTTATGCTCCCATT
GAAATCAACTCTAAATTAATTGATTTAACTGAATACTACAAATATACTTTAGATACACCARATCTATTTATGCTTCCATT
GAGATCACTTCTAAATTGATTGATATAACAGAATATTACAAATATAGGTTCGACACACCTAATCTATTTATGCTCCCATT
TAGATCACATTTARATTAATTGATTTAACTGAATACTACAAATACAGATTAGATACACCTAATATGTTTATGCTCCCAAT
GAAATCTACTCTAAATTAGTAGATTTGACAGAGTACTATAAGTATAGACTTGACACTCCTTATATGTACATGCTACCCTT
GAGATAGCATARAAAACTATCTAATTTGACTGAATATTATAAATATAGATTAGACACACCACATTTATATATGTTACCATT
GAGATCATCTCCAAATTAATTGATTTGACGGATTATTACARATATAGATTGGACACACCTAATCTGTTTATGCTTCCATT
GAGATCATCTCTAAATTAATTGATTTAACTGAATACTACARATATAGATTAGACACACCTAATCTATTTATGCTTCCATT
GARATCAGTCCTAACTTAATTGATTTAACGGAATATTACARATATAAGTTAGAATCTCCTAATCTGTTTATGCTTCCATT
GAGATCATCTCTAAATTAATTGATTTAACAGAATATTACARATATAGATTGGACACACCTAATCTATTTATGCTTCCATT

F K L I K N Y N K L R K E Y H ¥ T K I K
GTTTAAGCTAATAAAAAACTACAATAARATTAAGARAGTATCATCTTCAATATTTAGAGAGTATCATTACACAARAATCAA
ATTTAAGCTAATGAARAATTACAATARATTACGARAGTATCATATTCAATATTTAGAGAGTATCATTACACATAAATCAA
ATTTAAGATGATGAARACATACAATARAATTAAGARAGTATCATCTTCAATATTTAGAGAGTATTATTACACTTAAATAAA
ATTTAAGTTAATGAAAAATTACAATARATTACGARAGTATCATCTTCAATATTTAGAGAGTATCATTACACATAAATCAA
GAGTAAATTGTTATCCAATTACAATAAATAACGARAGTATCATGGCGACTATTTAGAGATTATCACTATACTTCCATCAA
ATGTAAATTAATAAACAATCACAATARATTAAGARAGTATCATTATATATATTTAGAGAATATCATTATACAARAATARA
ATTTAAATTGATCAARAATTACAATAAATTACGARAGTATCATTTTCACTATTTAGAGAATACCATTACACTTAAATCAA
ATTTAAATTGATAAARAATTACAATAAACTACGARAGTATCATTTTCAATATTTAGAGATTATCATTACACGTCAATCAA
ATTTAAAATAATCAGAACTTATAATAAATTACGARAGTATCATCTTCAATATTTAGAGAGTATCATTACACATAAATTAA
ATTTAAATTGATAAARAATTACAATAAATTACGARAGTATCATTITTCAATATTTAGAGATTATCATTACACTTAAATCAA

Y K L ¥ I L VvV P Q N G I K V O K K ¥ T o L L O L T
ATACAAATTARAAATATTGGTGCCTCARAATGGCATTAAGGTT---GATAAAAAATATACTCAATTATTGCAATTGACGA
GTATAAATTAAAARATATTGATACCTCATAATAGCAATAAAGTT---GATATACAATTTACACAATTATTACAATTAACAA
GTATAAATTAAAAATATTGGTACCTCARAATACCAATAATGTC——--GATGTTAAATTTTCCTAACTATTATAACTAACTA
ATATAAATTAAAAATATTGGTACCTTARAATAATAATAATAAAGTAGATATAAAATATACACAAATATTACAATTAACAA
ATATAGACTAGGTATCTTGACTCCTTCGCCTCCACCTAAGAATGAGATACCACCATACTCATAAATGCTTCAAATAACCT
ATACAAACTTGGATTATTAACATAAACATAAARAAC—————————, AGATGTACCATTTACATAAATATTATAAATTAATG
ATATAAATTAAAAATATTGTTACCCTAAAATCGCAATAATGTT---GATATTCAATTTACGCAATTGTTGCAATTAACAA
ATATAAATTAAAARATATTGTTACCTTARAATCGTAATAATGTA-—-AATGTTCAATTTACATAATTATTATAATTAACAA
GTATAAATTAAAAATATTGGTACCTCAAAATCCAACTCATGTT-—-GATATACAATTTAATTAATTATTGTAATTAACAA
ATATAAATTAAAAATATTGTTACCTTAAAATCGTAATAATATT---GATGTTCAATTTACATAATTATTGTAATTAACAA

M s N g E D E ¢ 8 L I 8§ L L N K F Q P Q@ QQ I A I P

TGAGCAACCAAGAAGATGAAT---AGTAATCTTTGATTTCACTCTTAAATAAATTCTAACCATAATAAATAGCTATCCCT
TGAGTAAACAAGATGAGGAAT---AGTAGTCATTGATTTCTCTCTTAAATAAATTCTAACCATAACAAATAACAATGCCA
TGAGTAAACAAGAAGATGAAT---ARCAGTCATTGATTTCTCTCTTAAACAAATTTTAACCARARATAAAGTTAAGTGTCC
TGTCTAAATAAGAAGAAGAAT---AGTAATCATTGATTTCTCTCTTAAATAAATTCTAACCATAATAAATTACAATTCCT
CGAATGAAGATTAATAGGATTCTCTTATCTCCTTAGTTTAGAAACTTAGTTGCCCTACCATAAAGAACAAAGTCTATACG
ATGATGAATCA--————————————— TAATCATTATTGTCTATACTAAATAAAATTTAGACAAARARATAGTAAARTTTT
TGAGTAAACAARGAAGAAGAAC---ARCCATCTTTGATTTCTCTCCTCAATARATTGTAACCACAACAARCTAARRATGCCT
TGAGTAAATAAGAAGAAGAAG---ARTAGTCTTTGATTTCTCTATTAAATARATTTTAACAATARCAAACAAARATGCCT
CTAGTAAAGAAGARAGAAGAACARACAGTAGTCTTTGATTTCTCTCTTAAACAARARTTAAACCATAACAARATCCAACAATC
TGAGTAAATAAGAAGAAGAA---TARTAATCTTTGATTTCTCTTTTAAATAARATTCTAACCATAATAARATAARATGCCT
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54-51 1068
S2-CA1 1067
S6-AZ84 1067
S1-Ir4d2 1072
Pcau 1059
Pmul 1034
S4-51oh 1068
S2-CAloh 1075
S6-AZ84oh 1075
S1-Tr42ch 1067

54-51 1145
S2-CA1 1144
S6-AZ84 1144
S1-Ir4d2 1149
Pcau 1115
Pmul 1102
S4-51oh 1145
S2-CAloh 1152
S6-AZ84oh 1152
S1-Ird42o0h 1144

S4-51 1225
S2-CA1 1214
S6-AZ84 1221
S1-Ir4d2 1226
Pcau 1174
Pmul 1182
S4-51oh 1219
S2-CAloh 1226
S6-AZ84oh 1223
S1-Ird42o0h 1218

S4-51 1302
S2-CA1 1286
S6-A%Z84 1295
S1-Ir4d2 1303
Pcau 1251
Pmul 1214
S4-51oh 1293
S2-CAloh 1300
S6-AZ84oh 1297
S1-Trd42o0h 1292

54-51 1376
S2-CA1 1360
S6-A%Z84 1369
S1-Ir4d2 1377
Pcau 1308
Pmul 1255

S4-51oh 1367
S2-CAloh 1374
S6-AZ84oh 1371
S1-Trd42o0h 1366

54-51 1456
S2-CA1 1440
S6-A%Z84 1449
S1-Tr4z 1457
Pcau 1366
Pmul 1323
S4-51oh 1447
52-CAloh 1454
S6-AZ84oh 1451
S1-Trd42o0h 1446

54-51 1535
S2-CA1 1519
S6-A%Z84 1528
S1-Tr4z 1536
Pcau 1442
Pmul 1399
S4-51oh 1526
52-CAloh 1533
S6-AZ84oh 1531
S1-Trd42o0h 1512

K o L K s Y T @ 0 s ¢ I Q@ T T K L H T K P L I K K S
AAATAACTAAAATCATATACTCAATAATCATGTATATAGACTACTAAGTTGCAT---ACGAAAC CATTAAARAAGAG
AAATAAATAAAATCATATACTCAATAATCAAATGGTTAGACTACTARATAATAT- GAATCCCTTRAATCAAATAGAG
AAATAAATGAAATCTTACACTCAATAATCAAGTTTATCGACTACTARAATTACTT---TCGAAGCCTACAATCAAATTTAG
AAATAAATAAAATCATATACTCAATAATCAAATTAATCTACTACTAAATTATCA-—-AATAAACCATTAATCAAATARARA
777777777777777777777777 TAACCAAATTTAACTGCATCTAAATTGTATACTCRACCTARATTGATCARATAALAG
777777777 AARATTAAATACACAATAATCTAGTTTATCAACTACTAAATTATAT-—-TAAAARCCATTAATTCGATARAG
AAATAAATAANATCATATACTCAATAATCGAGTTTATCGACAACTAAATTATTT---CARAAGCCCTTGATTARATAGAG
AAATAAATAAAATCATATACTCAATAATCAARTTTGTCGACTTCTARATTATTT---TAGAAACCATTGATTARATAGAG
AAACAATTTAAATCATATACTATGTAATCAAGTTTATCGACAACTARAAATATAT-—-CAGAAATCTTTAATTAAACAGAR
AAATAAATTAAATCATATACTCAATAATCAAGTTTATCRAACATCTAAATTAATT---TCGAAACCCTTGATTAAATARAAG

E Q A S Y KL K S I vV N GDTIV Q Q QP QL L S Q Q
TGAATAAGCAAGCTACAAACTTAAGTCAATTGTAAATGGGGATATAGTGTAACAACAACCTTAATTATTGTCTCAATAAT
TGAATAAGCAAGCARAAAACTTAAATCTCTTTTAAATGGGGATATTATTTAGTAACCATAATTATTACCT - -~ ——————
TGAGCAACCAAGTAAAAAACTAAAATCCATTTTAAATGGGGACATTCGTTAACCTTAA———CAATTATTAACATAATAAT
TGAATAAGCAAGCARAAAACTTAAATCTCTTTTAAATGGAGAAATACTATAACAATAA-
CGAGTAAGTCAGTCGCAAATTARAAGCCATTCTCAAAAATGATGTGAAACCACTAGT -~~~ ==~~~ ———————
TGAATAAGTAAGTCGTAAATTARAAGCCATATTAAATGGTGARATTCGTTCTCCACCTTAAARATTACCATCCAAATC
TGAATAATTAAGTAGAAAACTTAAATCCATTCTAAATGGGGATATTCGTTAACAAATACCACAATAAATGCC—————~
TGAATAATTAAGTAGAAAACTTAAATCCATATTAAATGGGGATATTCGTTAARAAATACCATAATCATTGCC—————~
TGAATAAGTAAGTAGGAAACTTAAARCTATTTTAAATGGGAATATTCGTCARACCATRAATACTA---ATTTCC-~~———~
TGAATAATTAAGTAGAAAACTTAAATCTATATTAAATGGAGATATTCGTTAATAAATACCATAATCATTGCC—-—-—~

Q 0 Y 9 L. RRT O S K S H S NI K F H T L Q s V N

AATAATATTAATTATAAAGGAGAACATAATCAAAATCTCATTCGAATATTAAATTTCATACACTTCAAAGTGTAAA——-T
--CAATAATAAAT---AAAGAGAGTATAATCAAAATCTCATTCGAATATTARATTTCATACTCTTCATAGCGTAAA---T
AATAATAACAAAT-——-AAARAAGACTTAATCCAAATCTCATTCTACTATTAAATTTCATACTCTTAATAGTGTATA—--T
AATAATAATCAAT---TAAAAGAGGATAATCAAAATCTCATTCAAATATTAAATTTCATACTCTTAATAGTGTTAATATT
AATACAATTCGAAATTCAAAATCATATAATCGAAGTCGTAATCCAATGTGAAATTCAATACACTTCACAGTTCTAA---T
AATCAACACTTAATACTTTACATAGTACATAT ———————————————— -~~~ — - ——————
AACAACAACAAAT-—--GAAGAAGACATAATCAAAATCTCATTCGTCCATTAAATTTCATACACTTCACAGTGTTAA——-T
AACAATAATAAAT---AAAGAARACATAATCAAAATCTCATTCGAGCATTAARATTTCATACTCTCCATAGTGTAAA---T
AATAATAATAACT-——ATARAAAGCTTAATCAAAATCTCATTCTACAATCAAATATCATACTCTTCATAATATATA———A
AACAATAATAAAT---AAAGAAGACATAATCAAAATCTCATTCTACTATTAAATTTCATACTCTCCACAGTATAAA---T

(
(
C
C

N N s K K ¢ s I A Y N K S N L Q P I K T L G Q S K
AACAAT-————- TCAAAAAAACAGAGTATTGCTTACAATAAATCAAATCTGTAACCCATTAARAACTCTGGGACAAAGCAA
AATAAT-—-——- TCAAAAAAAATGAGCATTCAATTGAATAAATTAAATCTATAARCCAATAATAACTTTAGGATAAAGCAR

C

AACACA—————- ACCAARAMAATTGAGTATC

AATFTAGTAAATFAAATCTTTAwCFAATfAAAAFTTTGGGATAAAGCAA

ACCAAT---——- AFAAAAAAA TGAGTATGTAATFAAGTTAATCAAATCTGTAAAFAATWAAAAFTTTGGGATAAAGTAA
ATCAGT-———- TCAAAAAAALTGAGTATGTAAAGCAGTAAATCAATCATGCAACCAATAAARACATTAGGATAAAGTAA
AATAAT-————- TCAAAAAAATTGAGTATGTAATCAAGTTAATCAAATTTGTAATCAATTAARACTTTGGGATAAAGCAA

I G S Q A D I I S N I Q I Q N T N S I G K T R S R R

AAT%GGATCTTAAGCAGAAATAATTAACAA ATTTATTFATAGAAwAGCAATTCTAATGT%AAAA ATGAAAACATAGAA

AATC GGATCATAwGCTGATAT ATTAG(AG ATATATTTATAGAAAAGTAATFC CATC GTTAAAAAfAGATAHCAAAGAA

777777 ATCATFAGCAGA ATAAT%AGTAGTATTTATTTA‘AAAAwAATu;ATC AAAGFTu¥ATAAT{T%A777777AA
AATCGGATCTCAGGCAGATATAATTAGTAGCATATACTTACAGAAAAGCAACCCTATTGTTAAAAATAGATAACAAAGAA
AATAGGATCATAAGCAGACATAATTAGTAGTATTTACTTATAGAAAAARCAATCCTATTGTTARARATAGATAACAAAGAA
AATTGGATCATAAGCTGATATTATTAGCAGCATATATTTACAGARAATCAATCCAATTGTTAARAGCAGATAATAAAGGA
AATTGGATCATAGGCAGATATAATTAGTAGTATTTATTTATAGARARACAATCCTATTGTTAAAAATAGATAACAAAGAA

K L. T ¢ L F Y K *
M I I L F A Q F L L S V Q A I Y I L H
AATTAATTTAATTATTTTAT TTATATTATTTGC-ATAATTTTTACTTTCAGTTTAAGCAATTTACATCTTACAC
AATTAATTTAATTATTTTAT TTATATTATATGC-ATTATTTTTACTTTCAGTTTAAGCCATTTACATCTTACAT
AATTAATTTAATTATTTTAT TTATATTATTTGC-ATTAATTTTACTTTCAGTTTAAGCAATTTACATCTTACAT
AATTAAATTAATTATTTTAT TTATATTATTTGC-ATTATTCTTACTCTAAGTTTAAGCCATTTATATTTTACAT
GTAAATATTTTAT TATTGATTC ———TTGCTTCTCACATCAGTAGTTTCCATTCATATCCTCCAT
AARTTACACAARTTTTTTAT TTATATTTTTTGC-ATTATTACTG GTCAGRACT---ATCTATATTCTTCAT
AATTAATTTAATTATTTTAT TTACATTATTT ATTTATTTTAC CAGTTTAAGCCATTTACATCTCACAT
AATTAATTTAATTATTTTAT TTATATTATTTAC-ATTTATTATACTTCCAGTTTAATCCATTTACATCTCACAT
AATTAATTTAATTATTTTAT TGATATTATTTTTTATTAATTTTACTTTCATTTAGGTTTTTCGAATTCCGAATT
AATTAATTTAATTATTTTAT TTATATTATTAARATTTCAATTTAATTCATATCATATCTT-———-——————————

T K ¢ 1 s I s ¢ L DY F Vv I E L N Q I D Y K Vv K s Q
ACCA-AAGGAATTTCAATAAGTCAATTAGATTATTTTGTAATTGAGT TGAATCAAATTGATTA-TAAAGTGAAGTCACAA
ACTA-AAGGAATTTCAATCAGTCAATTAGATTATTTTGTTATTGAATTGAATCAAAGTGATTA-TAAAGTGAAGTCACAA
TCCA-AAGGAATTTCAATCAATAAATTAGAGTATTTTGTTATTGAACTGAATCAATTTAATTA-TAGGGTARAGTCGCAA
ACCA-AAGGAATTTCAATTAATCAATTAGATTATTTTGTAATTGAATTARATCARACTGGTTA-TAAAGTGAAGTCACAA
ACTA-AGGGTATCTCAATTGAARAACAARGCTACTTTGTAGTGGATATCAATTAGTCARATTA-CAACTTARATTCATAA
AFCA AAGGAATTTCTATTAATRWAGATGATTA”TTTCTAATT’AATT%AATTAAAFAGATTA TAATGCAAAATCATAA

****ATTTT{TAH C
{AAAAAALAGTTT
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I A H NG s F T I S K L Y Q D S A L F D I F I L D O
S4-51 1613 ATTGCACATAATGGATCATTTACAATATCCARACTTTATTAGGATTCTGCTTTATTTGATATATTCATCCTA-~GATTAA
S52-CAl1 1597 ATTGCACATAATGGATCATTTACAATATCTAAGCTTTATAATGATTCTGCTTTATTTGATATATTCATTCTA-~GATTAA
S6-AZ84 1606 ATTGCACATAATGGATCTTTTACAATAACTAAACTTTATAATGACTCTGCTTTATTTGATATIT TTCTT--GATTAA
S1-Ir42 1614 ATTGCACATAATGGATCATTTACAATATCCAAACTCTATAATGATTCTGCTTTATTTGATATAT STTCTA-—-GATCAA
Pcau 1520 ATAGTACACAATGGATCAATCGCAATCACTAAATTGTATGATGACT TCTCTTTGATGTTTTTTTACTT--GATTAA
Pmul 1477 ATCTCACATAATGCTTCATTFAACATTACAAAGCTTTATAATGATTCAﬂFATTATTTbATATATTTHTATTA**GATHAA
S4-51oh 1594
52-CAloh 1604
S6-AZ84ch 1576
S1-Ird2oh 1576

A in 1.28 mutant
c Yy L ¢ A Y Y N S S W ETECF F L F N Q S Q
CTATTACAATAGTTCTTGGGAAACAGAATGTTTTTTCTTGTTTAATTAGAGTTA
GTTTAATTAAAGTCA
ATTTAACTCTAGTCA
ATTTAATTCGAGTTA

S4-51 1691
S2-CAl 1675
S6-AZ84 1684 G

S1-Ird2 1692 ACTGGATAT. ATTG‘TATTTATAAGFITATTATAATAGTTFTTGCbAAAFAbAATGTTTTTTC

Pcau 1598 GTGGGATAT \TGTTATTTGTAAGCTTATTACAATAGCTCATGGGAGTAGGAGTGCTTTTTCCTCTTTAATAATAGTTA
Pmul 1555 AGTGGACTATARTGTTATTTATAAGCATTTTACAATAGTTCTTGGGARACAGAATGTTTTTTTCTATTCAATTCAAGTTA
S4-51oh 1637 ACTG AGTTATTTATAATCTTATTAAAATAGT! AATGTTTTCATTTT

S2-CAloh 1684 -
S6-AZ84oh 1576 ————————— _
S1-Ir42ch 1632 TAATTAGAGCAAAAATTATAARAAAATTAATACTAAATTATTTTTAGATGTACTTAATATTTTAATATGAAAATACATAA

T s L N N F E Y E Q K Y I VA DAQRY L V I DNT
CTCAATAATTTTGAATATGAGCAAAAGTATATAGTAGCAGATGCACAACGATATTTGGTTATAGATAACACTC
TAATAATTTTGRATATCAARAACAATACGTTGTAGCAGATGCACAAAGATATTTAGTTATTGATAACACTC
S6-RZ84 1764 AACAA TAAATCATTTCGAATTTCAGAAATAATATATAGTAGCTGATGCAGCAAGGTATATAGTCATTGATAATACTC
S1-Ir4z2 1772 AGCAAGTCTC GAC CCTGTAGCAGATGCACAAATATATTTAGTTATTGATAACACTC
Pcau 1678 AACCAGC TTAAT CAATGTAGATTTCAACCATAATTATACTGTTTGGAATGCTGAAAGATATCTTGTTATTGATAATACAC
Pmul 1635 AACTAGTTTGAATAATTTTC CTCARARATATATAGTGTAGAAAATGCATTAAGATATATTATAATTGATAATACAC
S4-51oh 1717 7
S2-CAloh 1693
S6-AZ84ch 1576
S1-Ird2ch 1712

54-51 1771
$2-CAl 1755

P F P Q N G A Y F A DRL Y L Q L DY I 0 L I Q P I P
S4-51 1851 CATTCCCTCAAAATGGAGCTT-ATTTTGCTGATAGATTGTATTTGCAATTGGATTATATATAATTGATCTAACCAATACC
S52-CAl 1835 CTTTCCCTCAAAATGGAGCTT-ATTTTGCTGATAGATTATATTTATAATTAGATTATATTTAATTGATCTAACCAATACC
S6-AZ84 1844 CATTTCCTTAGAATGGTGCAT-TTTTTGCTGATAGATTATATTTATAATTAGATTATATATAAGTGATTGAACCAATACC
S1-Ir42 1852 CTTTCCCTCAAAATGGAGCTT-ATTTTGCTGATAGATTGTATTTACAATTAGATTATATTTAATTAATCTAACCAATACC
Pcau 1758 CTTTTCC{TAAAATCbACCTT ATTTTGCAGATCGTCTTTATTTATAGGTTGATTTCATATAG! STGCAACCAATCCC
Pmul 1715 * A GAACCTATACC
S4-51oh 1777 CTTTATTACTACCTCT
52-CAloh 1693
S6-AZ84coh 1576
S1-Ird2coh 1764

T Y ¥ @ VvV T I K I T 1 VvV F V G V L
S4-51 1930 TACCTATTATCAAGTTACCATAAAAAGTATATTATGCCA——-TAAAAAAAATAGTAACAATTGTATTTGTAGGAGTGTTA
S2-CAl 1914 AACCTATTATCAAGTTACAATAAAAAGTATATTATGCCA——-TAAAAA-—-TAGTAACAATTGTATTTGTAGGAGTCTTA
S6-AZ84 1923 TACATATTATTAAGTTACTATAAAAAGTATAAAATATTA—-TAAAAT-—-TAGTCACAATTGTATTTGTGGGAGTCTTA
S1-Ird2 1931 AACCTATTATTAAGTCACAATRAAAAAGTATATTATTTCA-——-TARATA-——-TAGTCACTATTGTATTTGTAGGAGTCTTA
Pcau 1837 TACCTATTATTAAGTAACTATRAAGAGTAAARATATARAAT-—-AATC——-TAGTTACTATTGTTTTTGTGGGTGTAC
Pmul 1794 AAAATATTATTAAATAACAATTAAAAGTAAATATAATGTATTTAAATT*77TAGTTACAAT,CTATTTCTAT‘Aﬂl
S4-51oh 1857 AACTTAAGTTATGATATAATTTAGATAC
S2-CAloh 1693
S6-AZ84ch 1576
S1-Ir42ch 1764

I ¢ rF s I WCULIL S L K Y RKE T K H K E s I E R
54-51 2007 ATTTGTTTTAGTATTTGGTGTTTGATATTGAGTTTAAAGTATAGARAAGARACARARCACA-AGGAATCCATAGRRAGGA
S2-CAl 1988 ATATGTTTTAGTATTTGGTGTTTGATATTGAGTTTAAAGTATAGRRAGGARRCARARCACA-AGGAATCCATAGRRARGA
S6-RZ84 1997 ATATGTTTTAGTATATGGTGTTTCATACTTACTTTAAAGTATAGRAAAGARARCARAGCACA-AAGAARTCAATAGRRARRA
s1-Ird2 2005 ATTTGTTTTAGTATITGGTGTTTGATACTAAGTTTARAGTATAGARAAGARACAAAACATA-AGGAATCCATAGARAGGA
Pcau 1911 TTATGTTTCTTTATATGGTGCATAGTATTGACTGTGAAATACAARAAAGAAATTAGACGTA-AGGAACAAATTGAAAARA
Pmul 1871 ATATGTTTTATAATATGGGGTATTATATTGTATATTAAATATCGTAAATAAAAGARAACATA-AAAAAATGATTGAAAAAG
S4-51oh 1896 G GTTAGAATTTAGAGTATGAT( GTTTAARATGTAAARAGGAARATAACAAAGCATAAGTAACCATAGAAATAA
S2-CAloh 1764 T7 G
S6-AZ84ch 1576
S1-Ird2ch 1836

N K L N N T L S P L
S4-51 2086 ATAAATTARATAATACCTTATCACCCTT--——————— —AAAGTAATAT, TTTATCGAATTCAAAATATATTG
S52-CAl 2067 ATAAATTAAATAATACCTTATCACCTTT-- TTTATCAAATTCAAAATATATTGC

S6-AZ84 2076 ATAAATTAAATAATACCTTATCGCCATT--——————— TTTT!? AARTTCAATATATGTGC
S1-Ird42 2084 ATAAATTAAATAATACCTTATCACCTTT TTTATC-AATTCAAAAT, ATTbT
Pcau 1990 cC C g 8

Pmul 1950

S4-51oh 1976
32-CRloh 1774
S6-AZ84ch 1592
S1-Ir42ch 1851

Figure 1 : Alignement de la région génomique de Pds2. Les régions génomiques de Pds2 et de son
ohnologue WGD1 (oh) dans les espéces P. tetraurelia souche 51 (S4-51), P. primaurelia, souche Ir4-2
(S1-1r42), P. sexaurelia, strain souche AZ8-4 (S1-Ir42) et P. biaurelia, souche V1-4 (S2-CA1l) ont été
alignés. En noir sont indiqués les nucléotides conservés. La séquence protéique en bleu correspond au
géne Pds2, la séquence en vert correspond au géne en amont. Les codons initiateurs et terminateurs
sont surlignés en vert.
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I11.  Annexe 3: documents supplémentaires de I'article 2

Fig.S1

2737

RDR3 —_ —

1 2431

PTIWIOS - B

1 2429

PTIWI14 [ | ——

1 1879

ND169 |- -

|1 62|8
ICL7a | - -
dsRNA
a ion number Orfsize fragment tengthiof
Gene ceessio ®  WGD duplicate  ATG-TGA on dsRNA
(ParameciumDB) (position
[bp] " fragment [bp]
within orf)
ND169 GSPATG00008337001 = 1879 1450 — 1860 411
ICL7b
ICL7a GSPATG00021610001 (GSPATG0002 582 1-580 580
3293001)
RDR3 GSPATG00006401001 - 3374 1789 — 2462 674
PTIWIO8 GSPATG0002128800 PTIWI14 2430 269 - 913 645
PTIWI14 PTETG16300003001 PTIWIO8 2428 285 — 1007 723

Fig. S1: (A) Relative position of dsRNA fragments (light grey) used for analysis of
siRNA production from various target genes. Inttrons are represented as gaps. DsSRNA
fragments overlapping introns contained the intron sequence. (B) Target genes and
properties of the dsRNA fragments.
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Fig.S2
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Fig. S2: 23nt siRNA distribution on the NDI69 target gene is reproducible in
different biological replicates. (A) Some siRNAs mapping the dsRNA region (yellow
bar) are highly overrepresented. Sense siRNAs are shown in blue, antisense siRNAs
in red. Only 23nt siRNAs are shown. (B) Reduced scale reveals that secondary
siRNAs spreading beyond the dsRNA target region also accumulate inhomogenously
along the mRNA (dark red bar). Low levels of strongly overrepresented siRNAs are
detectable in Klebsiella control samples, representing cross-contamination between
samples. 3’U-siRNAs are not included in the figure.
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Fig.S3

PTIWIO8 .
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ICL7a i = 101-500
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Fig. S3: Secondary siRNAs spreading beyond the dsRNA target region with a strong
antisense bias is a general phenomenon of dsRNA-induced silencing. (A, B) Some
PTIWI0S-specific and PTIWII4-specific antisense siRNAs are highly overrepresented
(orange and red traits). In contrast, RDR3-specific (C) and [CL7a-specific
overrepresented siRNAs (D) accumulate from both strands. Distributions of 23nt
siRNAs on the genomic sequence of target genes are shown (red line; black: introns;
light grey: flanking intergenic regions; dark grey: 3’UTR; yellow: dsRNA target
region). Individual siRNAs are represented as trait, the color indicating its abundance.
siRNAs represented above and below the line are sense and antisense to the target
mRNA, respectively. 3’U-siRNAs are not included in the figure. Note that only
PTIWI0S-specific siRNAs are shown, i.e. excluding those also mapping to its WGD1-
paralog PTIWIi4.
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Fig.S4

Fig. S4: L4440 vector siRNAs accumulate from both strands of the dsRNA. The
distribution of 23nt siRNAs on the ND169 dsRNA sequence is shown (yellow line:
dsRNA; black: intron; grey: 5* and 3’ vector regions; white: other parts of the L4440
plasmid vector of which no dsRNA was produced). Individual siRNAs are
represented as trait, the color indicating its abundance. siRNAs represented above and
below the line are sense and antisense to the target mRNA, respectively. 3°U-siRNAs
are not included in the figure.
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Fig.S5

1.22
intS
3.16
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Pds1

Fig. S5: Mutant alleles of the genes RDRI, RDR2, DCRI, CIDI and PDSI used in
this study. Non-ambiguous null alleles are represented in purle, other phenotypic
complete loss-of-function alleles in black and hypomorphic alleles in blue. Alleles
rdr-1.22 and cid1-3.20 retain an intron due to mutations in an intron boundary. Allele
rdr2-1.24 retains a micronucleus-specific non-coding fragment (internal eliminated
sequence, [ES) in the MAC-version of RDR2, leading to a frameshift and premature
termination. Each scale bar represents 50 aa.
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Fig.S6
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Fig. S6: Normalized size distribution of ND169 dsRNA-induced siRNAs in wild type (WT) and
RNAi-deficient mutant samples. SIRNAs mapping the ND169 dsRNA target region (A), outside
the dsRNA region (B), the 5’ vector (C) and the 3 vector sequence (D) are shown. The mean
level of 22 and 24nt short RNAs was used as a threshold level to calculate the abundance of
unambiguous 23nt siRNAs. This strategy was applied for siRNAs mapping the dsRNA target
region, including the vector. The number of unambiguous siRNAs is indicated, as well as their
percentage of the total 23nt read count. Sense siRNAs are shown in grey, antisense in black.
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Fig.S7
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250nt

rdr1-5.28

250nt

C

rdr1-3.16

250nt

Fig. S7: Secondary siRNAs do no more accumulate in the rdr2-1.24 mutant (A), and
neither in the rdr/-5.28 null mutant producing no unambiguous primary siRNAs (see
text) (B). In contrast, secondary siRNAs are produced when primaries accumulated
above the background level, as it is the case in rdri-3.16 (C). Distributions of 23nt
siRNAs on the genomic sequence of the NDI/69 gene are shown (red line: exons;
grey: flanking intergenic regions and introns; light yellow: 3’'UTR yellow: dsRNA
target region). Individual siRNAs are represented as trait, the color indicating its
abundance. siRNAs represented above and below the line are sense and antisense to
the target mRNA, respectively. 3’U-siRNAs are not included in the figure.
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Fig.S8
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B ICL7a  ND169
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ND169 dsRNA-
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Fig. S8: Secondary siRNAs spreading beyond the dsRNA target region are hardly
detectable. (A) Probes corresponding to the regions upl and up2 used for northern
blot analyses of siRNAs produced outside the ND169 dsRNA region (represented as
thick bar). (B) RNA of wild type Paramecia fed with /CL7a or ND169 (WT-2) dsRNA
were hybridized with a probe corresponding to the NDI169 dsRNA region (upper
panel) and to positions upstream of the dsRNA region (middel and lower panel). A
weak signal appears with one of the probes when 200ug of total RNA were enriched
for small RNAs using polyethylene glycol precipitation. No signal was obtained after
prolonged exposure with the second probe (NDI69-up2). (C) Functionality and
specificity of this probe was confirmed by dot blot hybridisization, producing signals
with PCRs product of the up2 region and the ND169 full length sequence, but not
with the dsRNA region and the unrelated /CL7a sequence. (D) Hybridisation to
glutamine tRNA served as loading control.
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Fig. S9: Size and strand distribution of 3’uridylated siRNAs in wild type (WT-1) (top lane)
and the rdrl-5.28 mutant (bottom lane). (A) ND169 dsRNA region, (B) outside dsRNA region,
(C) 5’vector and (D) 3’vector. The number of non-genomic Us is indicated by colour. Sense
reads are represented on top and antisense siRNAs on the bottom of the x-axis. (E)
Normalized read count (in reads per million) of 3’U-siRNAs (all size fractions) mapping the
ND169 dsRNA region. Sense siRNAs are shown in grey, antisense in black. As no or only little
background noise of RNAi-unrelated sSRNAs was detectable within the 3’U short RNA
fraction (judged by the low level of residual SRNAs in rdr1-5.28), background subtraction was
not applied. (F) Normalized read count of 3’U-siRNAs (all size categories) mapping outside
the ND169 dsRNA region. The proportion of 3‘U-siRNAs compared to total number of ND169
primary siRNAs (considering background subtraction for non-3‘U-siRNAs) is shown (G), as
well as the proportion of secondaries (H). Note that the absolute level of remaing secondaries
is very low in some mutants. K - Klebsiella control.
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Fig.S10
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Fig. S10: (A-J) Size and strand distribution of endo-siRNA clusters shown in main
Fig.5. Only wild type conditions (WT-1) are shown. SiRNAs mapping in sense
orientation to poly(A)-transcripts produced from these loci (see table 2) are
represented in grey, antisense in black. (K) Percentage of 3’-modified 23nt endo-
siRNAs produced from selected endo-siRNA cluster regions with untemplated U, A, C
or G.
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Fig.S11
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Fig.S11
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Fig. S11: Distribution of 23nt endogenous siRNAs accumulating from coding genes
(A, B) and intergenic regions (C-J). Open reading frames of coding genes are
represented in red, intergenic regions in grey. Strand orientations relative to the mRNA
are given in A an B. Strand orientation relative to Individual siRNAs are represented as
trait, the color indicating its abundance. 3’U-siRNAs are not included in the figure.
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Fig. S12: Size and strand distribution of sRNAs in wild type (WT) and mutant
samples aligned on bacterial ribosomal RNA. (A) 16S sense, (B) 16S antisense, (C)
23S sense, and (D) 23S antisense.
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Table S1 : Outcome of small RNA sequencing performed
from dsRNA feeding experiments targeting different genes
(wild type cells). The total number of reads mapping without
mismatch to the MAC genome, predicted exon-exon
junctions and IESs (micronuclear-specific internal eliminated
sequences) is shown. DsRNA feeding against PTIWIO8 and
PTIWI14, as well as ND169 and ICL7a in WT-1,
respectively, were performed as double-knock down.
Percentages of reads mapping the target genes are indicated.
WT - wild type.

Sample MAC + junctions target gene
P + IESs gety
RDR3
RDR3 2,826,366 r
T 20.8%

PTIWIO8 PTIWI14

PTIWI08/14 5,252,716  r 279% | 22.3%

ND169 ICL7a

WT-1 2,409,71 r r
A09,713 35.6% 19.6%
WT-2 1,542,713  ~ ND169
34.7%
ND169
WT-3 1,454,723  ~ 51 7%
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Table S2 : Categories of sSiRNAs mapping the RNAI target genes in different dsSRNA feeding experiments. The dsRNA trigger consists of the 5' vector, the 3' vector and a gene specific sequence
corresponding to a fragment of the target gene open reading frame (orf). SIRNAs mapping the target gene orf outside the trigger dsRNA region represent secondary siRNAs. All categories are sorted by
orientation (sense or antisense to the mRNA). (A) Number of 23nt siRNAs (in reads per 10 millions) corrected by the level of RNAi-unrelated small RNAs (defined by the average level of 22nt and 24nt
SRNAs) (see text) . (B) Number of 23nt siRNAs modified with 3' un-templated uridines (Us) (in reads per 10 millions). (C) Percentage of 23nt siRNAs modified with 3' untemplated Us. WT - wild type.

Sample Target gene trigger dsRNA region outside dsRNA region % w.moo:an 5' vector 3' vector
sense antisense % antisense  sense antisense % antisense SiRNAs sense antisense % antisense  sense antisense % antisense
ICL7a ICL7a 361926 572233 61% 0 900 100% 0.10% 54939 47357 46% 406 174138 99%
A PTIWI08/14 PTIWIO8 97383 647561 86% 6 714 99% 0.10% 32111 29061 47% 6015 10644 63%
SIRNAs without 3" prywiogi4a  PTIWILA 147592 525098 78% 12 2042 99% 0.30% 34344 29359 46% 10065 11156 52%
modification RDR3 RDR3 153543 131343 46% 1 1015 99% 0.36% 25390 31215 55% 8481 6197 42%
WT-1 ND169 18630 201045 91% 40 1376 97% 0.64% 25373 137018 84% 39985 51364 56%
WT-1 ICL7a 68178 83321 54% 0 913 100% 0.60% 13120 35007 2% 853 47835 98%
Sample Target gene trigger dsRNA region outside dsRNA region % m.mooznmé 5' vector 3' vector
sense antisense % antisense  sense antisense % antisense SiRNAs sense antisense % antisense  sense antisense % antisense
ICL7a ICL7a 21036 25822 55% 1 13 92% 0.03% 4440 3098 41% 111 6846 98%
B PTIWI08/14 PTIWIO8 3906 10611 73% 0 2 100% 0.01% 1425 654 31% 436 214 33%
SiRNAs with 3" priwiog4a  PTIWILA 2849 6038 68% 3 10 79% 0.15% 1475 662 31% 521 260 33%
modification RDR3 RDR3 1544 3077 67% 0 2 100% 0.46% 1055 767 42% 1177 429 27%
WT-1 ND169 22882 6995 23% 40 21 34% 0.20% 4441 658 13% 12051 2849 19%
WT-1 ICL7a 5329 6239 54% 2 6 79% 0.07% 4849 4642 49% 120 1963 94%
trigger dsRNA region outside dsRNA region 5' vector 3" vector
Sample Target gene . - - .
sense antisense total sense antisense total sense antisense total sense antisense total
ICL7a ICL7a 5% 4% 5% 100% 1% 2% 7% 6% 7% 21% 1% 1%
c PTIWI08/14 PTIWIO8 4% 2% 2% 0% 0% 0% 4% 2% 3% % 2% 4%
Percentage of 3" 1\ 0g/14 PTIWI14 2% 1% 1% 19% 1% 1% 4% 2% 3% 5% 2% 4%
uridylated siRNAs - pppa RDR3 1% 2% 2% 0% 2% 2% % 2% 3% 12% 6% 10%
WT-1 ND169 55% 3% 12% 50% 1% 1% 15% 0% 3% 23% 5% 14%

WT-1 ICL7a 7% 7% 7% 100% 1% 1% 27% 12% 16% 12% 4% 4%
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Table S3 : Total number of sequence reads obtained for
each sample : ND169 dsRNA feeding to wild type
(WT) and mutants ; RDR3, PTIWI08/14, ICL dsRNA
feeding to wild type. The numbers were used for
normalization (reads per million). K - Klebsiella control
(no dsRNA).

Sample Total number of Rati(_) _
sequence reads (reads/million)
WT-K 18,328,383 0.0546
WT-1 17,818,987 0.0561
WT-2 21,561,939 0.0464
WT-3 26,642,521 0.0375
rdrl-5.28 13,798,853 0.0725
rdrl-3.16 16,982,727 0.0589
rdrl-1.22 15,329,801 0.0652
rdr2-1.24 17,644,030 0.0567
rdr2-3.7 11,300,181 0.0885
dcrl-5.5 16,817,238 0.0595
dcrl-5.27 20,612,052 0.0485
cid1-1.8 17,825,354 0.0561
cid1-5.14 10,299,868 0.0971
cid1-3.20 17,852,587 0.0560
pdsl-3.18 19,527,084 0.0512
pdsl-3.17 9,686,281 0.1032
pdsl-5.18 16,801,218 0.0595
RDR3 8,367,426 0.1195
PTIWI08/14 10,597,689 0.0944
ICL7a 8,679,846 0.1152
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Table S4 : Normalized numbers of siRNAs (in reads per 10 million) in wild type (WT) or mutant samples aligning on the ND169 dsRNA (5' vector, 3' vector and trigger dsSRNA
region) or outside the ND169 dsRNA region. Categories are sorted by orientation (sense or antisense to the mRNA). (A) Number of 23nt-siRNAs corrected by the level of RNAI-
unrelated small RNAs (defined by the average level of 22nt and 24nt SRNAs) (see text) . (B) Number of 23nt-siRNAs modified with 3' un-templated uridines (Us) (in reads per 10
millions). No correction was applied, as the level of 3'U-small RNAs of other sizes was found to be low in RNAi mutants. (C) Percentage of 23nt-siRNAs modified with 3'
untemplated Us (calculation based on the numbers given in Aand B). K - Klebsiella control (no dsRNA).

Sample sample no./ allele tri_g_g_erd_sRNA region _ outside quNA region ; % secondary 5 vector _ 3? vector _
sense _antisense % antisense __sense antisense % antisense siRNAs sense antisense % antisense __sense __antisense % antisense
WT-K 15 61 80% 0 4 100% 5.4% 9 127 93% 10 53 84%
WT WT-1 18630 201045 91% 40 1376 97% 0.6% 25373 137018 84% 39985 51364 56%
WT-2 14477 66476 82% 93 3170 97% 3.9% 7685 36256 82% 13821 16141 53%
WT-3 12899 133210 91% 25 1036 9% 0.7% 18461 126193 87% 24569 16852 40%
5.28 0 594 100% 0 7 100% 11% 57 0 0% 0 807 100%
rdrl 3.16 1555 838 35% 3 517 99% 17.8% 261 1262 82% 213 1212 85%
A 122 14990 9255 38% 35 2680 98% 10.1% 2099 5354 1% 882 3000 %
SIRNAs without 3' 4 124 20908 16044 43% 0 1 100% X 928 30145 97% 880 3376 79%
modification 3.7 18305 46581 71% 191 3142 94% 4.9% 7606 25042 76% 11087 23893 68%
derl 55 8143 4670 36% 14 1782 99% 12.3% 865 2750 76% 1750 2483 58%
5.27 18631 12827 40% 14 784 98% 2.5% 1754 6013 7% 5589 12074 68%
18 2636 2049 43% 8 551 98% 10.7% 195 1676 89% 0 831 100%
cidl 5.14 0 1195 100% 0 272 100% 18.5% 78 205 2% 497 1312 2%
3.20 10233 11127 52% 35 2224 98% 9.6% 1120 7222 86% 1159 4622 79%
3.18 4569 2565 35% 6 610 99% 8.0% 744 3190 81% 911 1527 62%
pdsl 3.17 3318 3008 47% 12 615 98% 9.0% 770 4157 84% 1057 2931 73%
518 4301 4302 50% 4 417 99% 4.7% 741 4600 86% 1211 3699 75%
Sample  sample no. allele trigger dsRNA region outside dsRNA region % s_ecundary 5 vector 3" vector
sense antisense % antisense _sense antisense % antisense SIRNAs sense antisense % antisense _ sense antisense % antisense
WT-K 9 3 23% 2 0 0% 12.0% 3 0 0% 11 1 9%
wWT WT-1 22882 6995 23% 40 21 34% 0.2% 4441 658 13% 12051 2849 19%
WT-2 5554 1198 18% 70 26 28% 1.4% 1262 178 12% 1107 508 31%
WT-3 10615 4072 28% 26 8 22% 0.2% 2715 306 10% 7885 1837 19%
5.28 31 16 34% 0 0 X X 4 5 58% 21 4 17%
rdrl 3.16 7, 16 19% 11 5 33% 15.4% 14 7 33% 44 23 35%
B 122 2980 438 13% 34 8 19% 1.2% 160 47 23% 421 110 21%
siRNAs with 3" rdr2 1.24 4846 2156 31% 0 0 X X 248 71 22% 17361 362 2%
modification 37 3966 1542 28% 86 27 24% 2.0% 1271 306 19% 1488 493 25%
derl 55 573 155 21% 26 4 14% 4.0% 64 29 31% 121 43 26%
5.27 1888 434 19% 8 6 43% 0.6% 64 32 33% 658 125 16%
18 775 103 12% 12 1 5% 1.4% 96 15 13% 173 41 19%
cidl 5.14 191 40 17% 5 1 17% 2.5% 25 14 35% 40 11 21%
3.20 1941 574 23% 53 9 14% 2.4% 232 86 27% 561 151 21%
3.18 1485 296 17% 8 3 2T% 0.6% 22 10 32% 547 78 13%
pdsl 3.17 1115 211 16% 12 1 8% 0.1% 49 23 32% 586 98 14%
5.18 1866 534 22% 9 2 17% 0.4% 247 108 30% 1013 145 13%
Sample  sample no. allele trigger dsRNA region outside dsRNA region 5 vector 3" vector
sense antisense total sense antisense total sense antisense total sense antisense total
WT-K 38% 4% 14% 100% 0% 21% 23% 0% 2% 53% 2% 16%
wWT WT-1 55% 3% 12% 50% 1% 4% 15% 0% 3% 23% 5% 14%
WT-2 28% 2% 8% 43% 1% 3% 14% 0% 3% % 3% 5%
WT-3 45% 3% 9% 51% 1% 3% 13% 0% 2% 24% 10% 19%
5.28 100% 3% % X 0% 0% 6% 100% 13% 100% 1% 3%
rdrl 3.16 4% 2% 4% 78% 1% 3% 5% 1% 1% 17% 2% 4%
C 122 17% 5% 12% 49% 0% 2% % 1% 3% 32% 4% 12%
Percentage of 3 g 124 19% 12% 16% X 0% 0% 21% 0% 1% 95% 10% 81%
uridylated SIRNAs 37 18% 3% 8% 31% 1% 3% 14% 1% 5% 12% 2% 5%
derl 55 7% 3% 5% 65% 0% 2% 7% 1% 3% 6% 2% 4%
5.27 9% 3% % 38% 1% 2% 4% 1% 1% 11% 1% 4%
18 23% 5% 16% 60% 0% 2% 33% 1% 6% 100% 5% 20%
cidl 5.14 100% 3% 16% 100% 0% 2% 25% 6% 12% 7% 1% 3%
3.20 16% 5% 11% 60% 0% 3% 17% 1% 4% 33% 3% 11%
3.18 25% 10% 20% 57% 1% 2% 3% 0% 1% 38% 5% 20%
pdsl 3.17 25% 7% ) 50% 0% 2% 6% 1% 1% 36% 3% 15%
5.18 30% 1% " 2% 68% 0% 2% 25% 2% 6% 46% 4% 19%
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